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INTRODUCAO

As enzimas sao catalisadores protéicos responsaveis pela maioria das rea¢des quimicas do
organismo, sendo encontradas em todos os tecidos. De uma maneira geral, a concentracéo
de enzimas no soro é baixa, podendo aumentar significativamente apdés uma lesao celular
organica. Na maioria dos estados patolégicos em que ocorre elevacdo da concentracdo de
enzimas, a causa é 0 aumento da permeabilidade da membrana por uma lesdo ou necrose
celular com as enzimas difundindo-se para os capilares e atingindo a corrente circulatoria.
Ocasionalmente, os niveis aumentados de enzimas no soro sdo provocados por aumento na
sintese enziméatica intracelular com conseqiente difusdo dessas enzimas para a circulagéo
sanguinea.
A determinagdo de enzimas no Laboratério Clinico tem uma grande aplicacdo para o
diagnéstico, prognéstico e acompanhamento da terapia de diversas patologias,
especialmente no caso das doencas hepaticas, cardiacas, Osseas, musculares e
pancreéticas. Em alguns processos patoldgicos, as determina¢des enziméticas contribuem
significativamente para estabelecer a causa, localizacdo e grau de extensdo da leséo, para
fazer o controle do tratamento e ainda para determinar a cura. Assim sendo, as dosagens
enziméticas sdo extremamente importantes para a compreensdo e controle de inUmeras
doencas. Na atualidade, cerca de 10 enzimas sdo dosadas nos laboratérios clinicos,
compreendendo, aproximadamente, 20 a 25% do total de exames realizados.
Os objetivos deste manual séo:

m estudar a atividade enzimatica, sua determinacao e unidades empregadas.

m descrever as principais causas de erro nas determinacdes enzimaticas.

m descrever as caracteristicas das principais enzimas dosadas no laboratério clinico e

suas aplicacbes no diagndstico de patologias.
B apresentar os métodos de dosagem mais empregados para essas enzimas e 0S
respectivos valores de referéncia.

ATIVIDADE ENZIMATICA

Neste manual ndo iremos aprofundar no estudo das propriedades, modo de acéo e cinética
enzimatica, que podem ser mais bem estudadas nos livros de bioquimica e em textos
especificos sobre enzimologia.

Quando uma enzima age sobre um substrato, a primeira fase compreende a formacdo do
complexo enzima-substrato (ES). A enzima liga-se ao substrato em um local especifico,
através do seu sitio ativo. Durante algum tempo, a enzima age sobre o substrato formando o
produto e sendo liberada intacta para poder unir-se a outra molécula de substrato. A agdo
enzimatica pode ser assim esquematizada:

Enzima + Substrato <> Complexo E-S — Produto + Enzima

A velocidade de uma reacdo enzimatica depende de uma variedade de fatores como:
concentracdo da enzima, concentracdo do substrato, temperatura da reag¢édo, pH do meio,
forca ibnica e presenca de ativadores e inibidores. Ha enzimas que necessitam da agéo de
um coenzima (cofator) para poderem atuar sobre o substrato. Geralmente, os coenzimas séo
moléculas pequenas, ndo protéicas, termo-estaveis, derivados principalmente de vitaminas
B, e Be, dos nucleotideos NADH e NADPH, etc. As rea¢des enzimaticas requerendo NADH e
NADPH como coenzimas sao bastante empregadas em analises clinicas.

Determinacao da Atividade Enzimatica

De uma maneira geral, as enzimas sdo medidas através de suas atividades cataliticas e os
resultados de tais determinagfes sdo expressos em termos da quantidade de atividade
presente em determinado volume ou massa da amostra. A unidade de atividade é a medida
da velocidade em que a reacdo se realiza, por exemplo, a quantidade de substrato
consumido ou a quantidade de produto formado em uma unidade de tempo.

De acordo com a Comissédo de Enzimas (EC) da Unido Internacional de Bioquimica (IUB),
uma unidade de uma enzima - Unidade Internacional (U) - é a quantidade de enzima que
catalisa a transformacgdo de 1 micromol de substrato por minuto, nas condi¢gbes padrdo por
ela recomendadas. Portanto, a atividade catalitica ndo se refere a quantidade ou ao peso da
enzima, porque ainda nao é possivel purificar a grande maioria das enzimas. A atividade
especifica é entendida como sendo a atividade por unidade de peso da proteina.



Nos liquidos biolégicos, as atividades cataliticas sdo, em geral, referidas para 1mL ou para 1
litro. Por essa razdo sao expressas em muU/mL ou U/L, que numericamente sdo iguais
(mU/mL = U/L). Atualmente, deve-se usar a designacao internacional, ou seja, U/L ou
simplesmente U.

1 Unidade Internacional (U) = 1 micromol/minuto/litro = pmol/min/L

Mais recentemente, a Unido Internacional de Bioquimica (IUB) e a Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) tém recomendado que a atividade catalitica deva ser
expressa em mol/s, dando a nova unidade o nome de Katal. Assim a dosagem enziméatica
deveria ser expressa em katal por litro (kat/L). A justificativa é baseada no Sistema
Internacional (Sl) de Medidas que preconiza o0 mol como unidade do substrato transformado
e o0 segundo como unidade de tempo. Entretanto, essa recomendacdo ndo tem sido adotada
universalmente.
1 kat = 1 mol/segundo/litro = 1 mol/s/L

Na pratica, utiliza-se o microkat (ukat = 10° kat) ou 0 nanokat (nkat = 10 kat)

Transformacé&o de Unidade Internacional (U) em Unidade Catalitica (Kat)
1U =1 pmol/min/L e 1 Kat = 1 mol/s/L —> 1 umol = 10® mole 1 min =60 s

Assim: 1 U = 10°® mol/60s = 0,01667 x 10° mol/s = 16,67 x 10° mol/s = 16,67 nmol/s
= 16,67 nKat
1U = 16,67 nKat 1nKat = 0,06 U

Anteriormente, quando se desenvolvia uma metodologia para as dosagens enzimaticas, as
unidades eram definidas de acordo com o idealizador do método baseado nas condi¢bes
experimentais, sem obedecer a um critério pré-estabelecido. Essas unidades estdo em
desuso hoje e devem ser transformadas, quando possivel, em Unidade Internacional (U) ou
em Unidade Catalitica (Kat).

Metodologias empregadas para a determinacao

das atividades enzimaticas

1-Métodos que analisam o consumo do substrato

Incluem os métodos que determinam a quantidade de substrato ndo consumido através de
uma reagdo adequada. Como exemplo dessa metodologia temos a dosagem da amilase pelo
Método de Caraway em que o substrato de amido empregado no sistema € hidrolisado pela
amilase, havendo formacdo de glicose, maltose, dextrinas. A por¢cdo do amido n&o
hidrolisado na reagdo sera complexado pela adicdo da solugédo de iodo, originando uma
coloracdo azul, que é analisada fotometricamente em comparagdo com um controle de
substrato.

AmidoAm'—lase>gli cos e +maltose +dextrinas +amido (substrato ndo hidrolisado)

Amido nao hidrolisado +iodo———complexo coloidal azul

2-Métodos que analisam o produto formado

Incluem os métodos que determinam a quantidade de produto formado através de uma
reacdo apropriada. Como exemplos dessa metodologia, dois tipos de sistema séo utilizados
no laboratério clinico:

e Métodos em que o produto formado nareacédo ja € um composto corado

Dosagem da fosfatase alcalina pelo método do paranitrofenol em que o substrato de p-
nitrofenilfosfato é hidrolisado pela fosfatase alcalina, liberando p-nitrofenol (amarelo), que é
analisado fotometricamente através da medida da velocidade da reacéo (AA/min).

Fosfatase Alcalina

p — Nitrofenilfosfato p — Nitrofenol (amarelo)+ Fosfatoinorganico

Outros exemplos desse tipo de sistema séo as dosagens da gamaglutamil transferase (GGT)
pelo método de Szass, da amilase pelo método do cloronitrofenol, etc.



e Métodos em que o produto formado tem que ser transformado em composto corado
Dosagem da fosfatase alcalina pelo método de Roy em que o substrato de timolftaleina
monofosfato € hidrolisado pela enzima, liberando a timolftaleina que apds a adicao de um
tampédo alcalino, adquire coloracdo azul. O composto azul formado é comparado
fotometricamente com um padréo de timolftaleina.

Timolftaleinamonofosfato FosfataseAlcalina

Timolftaleina+ Fosfato Inorganico
Timolftaleina+Tampao Alcalino—— Coloragéo Azul

Outros exemplos desse tipo de sistema séo as dosagens da fosfatase acida pelo método de
Roy, das transaminases pelo método de Reitman-Frankel, etc.

3- Métodos que analisam a variagao de absorcao do coenzima que participa da reagao
enzimatica

Sao metodologias baseadas no principio de que as formas reduzidas dos coenzimas NADH
e NADPH absorvem energia na faixa ultravioleta do espectro eletromagnético radiante,
enquanto que as formas oxidadas NAD" e NADP" ndo apresentam essa absorgio. Deste
modo, o sistema de dosagem acompanha a transformacéo da forma oxidada para a reduzida
ou vice-versa do coenzima participante da reacdo. Como a reacdo quimica envolvida é
estequiomeétrica, para cada mol de substrato consumido um mol de coenzima sera oxidado
ou reduzido. Assim, a diminui¢do ou o aumento da absorbancia medido por minuto (AA/min)
é diretamente proporcional a atividade da enzima. Muitos sdo os sistemas de dosagens
enzimaticas que empregam esse principio e dentre eles temos as dosagens da LDH-UV, CK-
UV, AST-UV, ALT-UV, etc.

Ex: Dosagem da desidrogenase lactica (LDH) pelo método do ultravioleta:

Acido Lactico+NAD* —PH 5 AcidoPirtvico+ NADH +H "

O substrato de acido lactico € transformado (oxidado) em &cido pirGvico, enquanto que o
coenzima NAD® é reduzido para NADH. O sistema mede o aumento da absor¢do no
ultravioleta (AA/min) quando o NAD" se transforma em NADH.

A dosagem da LDH pode também ser realizada empregando como substrato o acido piravico
em que o sistema mede a diminuigdo da absor¢do no ultravioleta (AA/min) quando o NADH
se transforma em NAD®. O &cido piravico é transformado (reduzido) em &cido lactico,
enquanto o coenzima NADH é oxidado para NAD".

Acido Pirtvico+NADH +H+ —tPH 5 Acido Lactico+ NAD ™

4-Métodos Otimizados: sdo métodos propostos pela Associacdo Alema para a Quimica
Clinica com o objetivo de se obter resultados comparaveis nas determinag8es enzimaticas.
Apresentam uma sensibilidade elevada e excelente reprodutibilidade. As condi¢cdes da
reacdo como temperatura, tipo e concentracdo do tampéo, pH das solucdes, concentracdo
do substrato, concentracdo do coenzima, presenca de cofatores e efetores sdo todas
padronizadas.

5-Outros métodos que podem ser utilizados nas dosagens enziméaticas

Diversas metodologias baseadas em imunoensaios como radioimunoensaio,
enzimaimunoensaio, fluorescéncia, luminescéncia, quimioluminescéncia, eletroforese,
contraimunoeletroforese e eletrofocalizagcdo podem também ser aplicados na determinagéo
das enzimas e isoenzimas.



PRINCIPAIS CAUSAS DE ERRO NAS DETERMINACOES ENZIMATICAS

A partir da coleta da amostra biol6gica até a liberacdo do resultado final de uma dosagem
enzimatica, varios erros podem ser inseridos. Em vista disso, € muito importante o
conhecimento das causas de erro e das maneiras de evita-los a fim de assegurar a qualidade
do resultado.

Os principais erros nas dosagens enzimaticas sao:

Erros na coleta da amostra

Para a obtencdo de resultado confiavel em uma determinacdo de qualquer enzima, é
necessario que a coleta, manuseio, armazenamento e transporte da amostra biolégica sejam
feitos de acordo com as recomendagfes especificas para cada dosagem, uma vez que sao
varios os fatores que podem alterar as atividades enzimaticas:

1. Uso de Anticoagulantes

O soro é o material de escolha para as dosagens enzimaticas no sangue.

O uso de anticoagulantes pode provocar erros de inibicdo. Exs: 1) oxalato, citrato e EDTA
inibem a amilase; 2) o oxalato inibe as transaminases; 3) citrato e oxalato inibem a yGT; 4) a
heparina inibe a LDH.

2. Hemdlise

Nao se deve utilizar uma amostra hemolisada para as dosagens enzimaticas porque a lise
das hemacias contaminara o soro ou plasma com elementos intracelulares que poderao
causar alteracdo nas atividades enzimaticas. Exs: 1) liberacéo de fosfatase acida e LDH que
existem em altas concentragdes nas hemacias; 1) inibicdo da lipase pela hemoglobina.

3. Estase Venosa

Uma estase venosa demorada (garroteamento demorado e/ou muito apertado) provoca
hipoxia, falta de oxigénio, aumentando a permeabilidade das membranas celulares com
liberacdo do contelido celular para o soro ou plasma. Ex: liberagdo de transaminases, LDH,
fosfatase acida.

4. Coagulacao

A separacao do soro ou plasma deve ser feita 0 mais rapido possivel porque a coagulagéo
provoca desintegracdo de hemacias e plaquetas, podendo contaminar a amostra com suas
enzimas.

5. Lipemia
Soro ou plasma muito turvos (lipemia intensa) podem provocar turbidez na reacdo
enzimatica, e consequentemente, um erro fotométrico.

Erros na conservacao da amostra

As dosagens enzimaticas devem ser realizadas o mais breve possivel para evitar perdas da
atividade. Quando for necessario uma conservacao, ela deve ser feita por um periodo de
tempo curto, e geralmente, a 4°C. A TABELA 1 mostra a perda média da atividade de
algumas enzimas quando o soro é conservado a 4 e a 25°C. O congelamento da amostra
deve ser evitado porque a cristalizagdo da agua do soro causa uma alteracao irreversivel
das ligacdes de hidrogénio das enzimas, e consequentemente, a sua desnaturacéo.
Enquanto algumas enzimas como a fosfatase alcalina e a yGT sao relativamente estaveis no
soro, outras como a fosfatase acida perdem a atividade em poucas horas, devido a
alcalinizacdo do soro pela perda de CO, . Em vista disto, o soro para a dosagem da
fosfatase acida deve ser acidificado logo apés a coleta, adicionando-se a cada mL de soro
0,02 mL (20pL) de tampéo acetato 5 M pH 5,0 ou 0,01 mL (10uL) de &cido acético 20% v/v.
O envelhecimento do soro causa também protedlise com perda de estruturas terciarias e
blogueamento dos grupos -SH das enzimas, com conseqliente perda da atividade.



TABELA 1
PERDA MEDIA DA ATIVIDADE ENZIMATICA DURANTE A CONSERVACAO DO SORO

Enzimas Temperatura 1dia 2 dias 3 dias 5 dias 7 dias
1-AST/GOT 4°C 2% 5% 8% 10% 12%
25°C 2% 6% 10% 11% 13%
2-ALT/GPT 4°C 2% 5% 10% 14% 20%
25°C 8% 12% 17% 19% 39%
3-Amilase 4°C 0 0 0 0 0
25°C 0 0 0 0 0
4-Lipase 4°C 0 0 0 0 0
25°C 0 0 0 0 0
5-CK* 4°C 0 0 2% - 2%
25°C 2% - % - 19%
6-CHE 4°C 0 0 0 0 0
25°C 0 0 0 0 0
7-F. Acida** 4°C 0 0 0 0 0
25°C 0 0 0 0 0
8-F. Alcalina 4°C 0 0 0 0 0
25°C 0 2% 3% 6% 10%
9-+y-GT 4°C 0 0 0 0 0
25°C 0 0 0 0 0
10-LDH 4°C 0 4% 8% 9% 12%
25°C 0 1% 2% 10% 15%
11-a-HBDH 4°C 0 0 0 3% 5%
25°C 0 0 0 0 5%
12-GLDH 4°C 0 2% 5% 13% 26%
25°C 10% 12% 15% 24% 30%
13-Aldolase 4°C 0 0 0 8% 12%
25°C 0 0 0 15% 20%
14-LAP 4°C 0 0 0 0 0
25°C 0 0 0 0 0

* Somente com reativagao por N-acetil-cisteina (NAC)

** Somente em soro acidificado (pH = 5,5-6,0)

Referéncia: Schmidt, E. e Schmidt, F.W.: Kleine Enzym-Fibel, Boehringer Mannheim GmbH, 1966 e
1976.

Erros nas determinagdes da atividade enzimética

Em toda determinacdo enzimatica € muito importante ter conhecimento dos fatores que

afetam a velocidade da reacéo, a saber:

1. Tempo de reagdo estipulado pela metodologia: o tempo 6timo da reacdo €
caracteristico para cada ensaio e deve ser rigorosamente obedecido pelo analista.

2. pH 6timo da reacdo: cada enzima apresenta um pH 6étimo para a sua acgéo catalitica, o
qual facilita a interagdo quimica entre a enzima e o substrato para a formacgédo do
complexo E-S. As reacdes enzimaticas tém que ser realizadas sob rigoroso controle do
pH estabelecido pela metodologia

3. Temperatura da reacdo: a formagdo do complexo E-S exige uma quantidade de energia
em forma de calor para se completar. A temperatura étima para a maioria das enzimas
oscila em torno de 37°C. O analista deve obedecer a temperatura estipulada na
metodologia.

4. Concentracdo do substrato: nas reacdes enzimaticas, a velocidade da reacdo aumenta



com o aumento da concentragdo de substrato, até um certo ponto em que toda a enzima
presente encontra-se combinada com o substrato, na forma do complexo E-S. Neste
ponto, temos a velocidade maxima da reagdo (Vmax) e a quantidade de substrato
presente ndo influi mais sobre ela. Em enzimologia deve-se trabalhar nessas condicdes,
isto é, em “reacfes de ordem zero”.

5. Concentragcdo da enzima: dentro de certos limites, a velocidade da reacdo enzimatica
proporcional a concentragdo da enzima. Estando a enzima em altas concentracdes ha
perda da linearidade do método e a reagdo enzimatica irA se processar fora das
condicbes ideais. Quando a enzima encontra-se em alta concentracdo (ex. ALT na
hepatite virdtica aguda) havera uma transformacédo rapida do substrato, em tempo
inferior ao estabelecido pela metodologia. Nesta situagdo, o substrato sera totalmente
consumido e ainda ficara enzima sem se complexar por falta de substrato. Este fato deve
ser observado pelo analista através da linearidade indicada para o método. Se, apds a
reacdo enzimatica, for notada uma ultrapassagem da linearidade metodoldgica deve-se
fazer nova dosagem utilizando o material biolégico diluido para que seja mantida a
condicao de “reacdo de ordem zero”.

6. Estabilidade dos reagentes: nunca trabalhar com reagentes apresentando vencimento
de validade e sempre obedecer aos cuidados para a conservagdo dos mesmos

7. Pipetagem: o analista deve ser bastante rigoroso com a pipetagem dos reagentes e
amostras bioldgicas.

8. Limpeza da vidraria: na andlise, sempre trabalhar com material rigorosamente limpo.

Erros na avaliagéo dos resultados

Como a meta de todo Laboratério Clinico é fornecer resultados corretos e confiaveis, nas
determinacdes enzimaticas é necessario também fazer o controle da qualidade das analises.
Para assegurar a precisdo e exatiddo nas dosagens enzimaticas € necessario que o analista
tenha conhecimento da cinética, dos fatores interferentes e das causas de erro.

Um programa de controle da qualidade das dosagens enzimaticas deve incluir:

1. Ensaios com reacdo de cinética de ordem zero.

2. Estudos de proporcionalidade com aumento do volume de amostra.

3. Uso de soro controle de referéncia dos programas nacionais de controle de
gualidade ou adquirido no comércio ou ainda pool de soro preparado no proéprio
laboratério.

4. Dosagens em replicatas para avaliar a precisdo dos ensaios.



PRINCIPAIS ENZIMAS DE INTERESSE CLINICO

As principais enzimas determinadas no Laboratério Clinico com finalidades diagndsticas sao
apresentadas na TABELA 2, incluindo nomes e siglas comumente utilizadas, nimero de

cbdigo da Comissao de Enzimas (EC) e objetivos diagndsticos.

TABELA 2
NOMES E SIGLAS EMPREGADAS CcODIGO OBJETIVOS
EC Ne° DIAGNOSTICOS

1-Amilase (AMS) 3.2.1.1 Pancreatite aguda
2-Aldolase (ALD) 4.1.2.13 Doencas musculares
3-Alanina aminotransferase (ALT), | 2.6.1.2 Doencas hepaticas
Transaminase glutamico-pirdvica
(TGP/GPT)
4-Aspartato aminotransferase (AST), 26.1.1 Infarto do miocardio,
Transaminase glutamico-oxalacética ”

doencas hepéticas e
(TGO/GOT)

doencas musculares
5-Colinesterase(CHE), 3.1.1.8 Exposicdo a inseticidas
Pseudocolinesterase(sCHE) organofosforados
6-Creatinoquinase (CK), 2.7.3.2 Infarto do miocardio e
Creatina-fosfotransferase (CPK) doencas musculares
7-Desidrogenase lactica (LDH), 1.1.1.27 Infarto do miocardio,
Lactato desidrogenase (LD) doencas hepaticas e

doencas musculares
8-Fosfatase acida (ACP/FAC/PACP) 3.1.3.2 Cancer de prostata com

metastase
9-Fosfatase alcalina (ALP/FALC) 3.1.3.1 Doencas hepaticas e

doencas 6sseas
10-y-Glutamiltransferase (GGT), 2322 Doencas hepaticas

. . (colestase)

y-Glutamil transpeptidase (GGTP)
11-5’'Nucleotidase (5'NT) 3.1.35 Doencas hepaticas
12-Lipase (LPS) 3.1.1.3 Pancreatite aguda

IUB = UNIAO INTERNACIONAL DE BIOQUIMICA
EC = COMISSAO DE ENZIMAS




ENZIMAS NAS DOENCAS PANCREATICAS

1. AMILASE

Sigla utilizada: AMS

Nome sistemético (IUB): a-1,4-Glucan-glucano hidrolase

Nome comum: Amilase

pH 6timo: 7,0+ 0,1

A amilase é uma enzima hidrolase normalmente secretada pelas células acinares do
pancreas para o ducto pancreatico e deste para o duodeno. No intestino, a amilase hidrolisa
os carbohidratos em seus componentes, os acglcares. Havendo uma lesdo das células
acinares como na pancreatite, ou ocorrendo uma obstrugcao no fluxo do ducto pancreatico
como no carcinoma pancreatico, a amilase fluird para o sistema linfatico intrapancreético e
peritoneo e, por drenagem, atingira 0s vasos sanguineos em concentracdo elevada. A
amilase alcancara um aumento anormal dentro de 12 a 24 horas ap6s o inicio da doenca,
sendo rapidamente clareada pelos rins, atingindo os niveis normais em 48 a 72 horas.

Nos casos de pancreatite persistente, obstrucdo dos ductos pancreaticos e pseudocisto
pancreatico, os niveis de amilase no soro estarao persistentemente aumentados.

Muito embora a amilase seja um teste sensivel para diagndstico de doencas pancreéticas,
ela nao é especifica. Outras doengas ndo pancreéticas podem elevar os niveis de amilase no
soro como na perfuracdo do intestino, na Ulcera péptica penetrante para o pancreas, na
obstrugdo duodenal e nas parotidites (caxumba) devido & amilase salivar.

A cetoacidose diabética e a gravidez ectdpica sdo também associadas com niveis altos de
amilase no soro.

Nos casos de doencas cronicas do pancreas como na pancreatite crdnica, geralmente os
niveis de amilase ndo séo altos devido a destruicdo das células acinares responsaveis pela
producgdo da enzima.

Como os rins clareiam rapidamente a amilase sanguinea, as doencas pancreaticas
provocardo um conseqllente aumento da amilase urinaria. Enquanto os niveis de amilase
sérica regridem rapidamente para os valores de referéncia (1 a 2 dias), os niveis de amilase
na urina permanecem elevados por mais tempo (5 a 7 dias) ap6s o inicio dos sintomas. Este
dado é muito importante para o diagnostico de pancreatite em pacientes cujos sintomas
permanecem por 3 dias ou mais.

A determinacdo da amilase na urina, assim como a dosagem no soro, também néo é
especifica para as doengas pancreaticas. Outras doencas, tais como parotidite (caxumba),
colecistite, perfuracdo de intestino, Ulcera péptica penetrante, gravidez ectépica e infarto
renal podem apresentar amilase urinaria elevada. Contudo, nas pancreatites a taxa de
amilase na urina estara sempre elevada. Entretanto, para um diagnéstico mais seguro de
pancreatite é importante, juntamente com a dosagem da amilase sérica e urinaria, determinar
a Relagé@o entre o Clareamento da Amilase e o Clareamento da Creatinina. Quando a
Relagdo Clareamento Amilase/Clareamento Creatinina € igual a 5% ou mais, o diagnéstico
de pancreatite pode ser feito com seguranca. Quando a Relagéo é menor do que 5% em um
paciente apresentando niveis elevados de amilase no soro e na urina , indica uma condigdo
patolégica ndo pancreatica (macroamilasemia, perfuragéo de intestino, etc).

Relagdo Clareamento de Amilase /Clareamento de Creatinina

Determinar a atividade da amilase e a concentracao da creatinina nas amostras de soro e
urina, e aplicar os resultados na seguinte formula:

AmU (U /L)xCrS(mg/dL) «
AmS (U /L)xCrU(mg/dL)
AmU = Amilase na Urina (Em U/L ou U/dL) AmS = Amilase no Soro (Em U/L ou U/dL)
CrS = Creatinina no Soro (Em mg/dL) CrU = Creatinina na Urina (Em mg/dL)

Relacdo% 100

Valores elevados

As patologias que mais comumente apresentam valores altos de amilase s&o: pancreatite
aguda primdria, pancreatite cronica recidivante, Ulcera péptica perfurada, perfuracao de
intestino, parotidite (caxumba), cetoacidose diabética, obstru¢cdo duodenal, colecistite aguda,
gravidez ectdpica e insuficiéncia renal.



Amostra bioldgica

Sangue. Usar soro ou plasma colhido com heparina. N&o usar plasma colhido com citrato,
EDTA ou oxalato porque produzem resultados falsamente elevados.

A atividade enzimética é estavel 7 dias entre 15-25°C e 2 meses entre 2-8°C.

N&o usar amostras com sinais de contaminagéo bacteriana.

Urina. A amostra a ser utilizada na dosagem pode ser uma urina colhida no intervalo de 2
horas, ou de 24 horas, ou entdo, de acordo com a solicitagdo médica. Quando se determina
a amilase na amostra de uma miccao, deve-se também determinar a creatinina na mesma
amostra. O resultado devera ser reportado como Relagdo Amilase/Creatinina (U/g), com o
objetivo de compensar as variagfes da atividade da amilase em amostras obtidas em cada
miccdo. As amostras de urina devem ser armazenadas entre 2-8°C. N&o adicionar
preservativo.

A dosagem de amilase pode também ser feita em amostras de liquidos ascitico, duodenal ou
pleural.

Relacdo Amilase/Creatinina na Amostra de Urina

Amilase(U / L)x100

Creatinina(mg / dL)

Relacdo Amilase / Creatinina(U / g)=

Fatores interferentes

Drogas que podem provocar um aumento na amilase sérica e urinaria sdo: &cido
aminosalicilico, analgésicos narcéticos, anticoncepcionais orais, aspirina, azatioprina,
corticosteroides, etanol, furosemida, glicocorticoides, metildopa, meios de contraste contendo
iodo, e predinisona.

Drogas que podem diminuir os niveis de amilase no soro e na urina sao: citratos, glicose e
oxalatos.

Métodos de Dosagem

1. Metodologia Amiloclastica Cinética de Tempo Fixo (Método de Caraway mod.)
GOLD ANALISA Cat. 311

Fundamento Quimico

A amilase hidrolisa o amido liberando moléculas de aglcares e dextrina, e com a adi¢do de

iodo ocorre a formacgéo de cor azul com o amido n&o hidrolisado. A atividade da amilase &

inversamente proporcional a intensidade de cor azul e é calculada em compara¢cdo com um

controle de substrato.

Valores de Referéncia

Soro: 60 a 160 U/dL

Urina: 50 a 140 U/h

2. Metodologia Cinética Colorimétrica (Método do Cloronitrofenol )

GOLD ANALISA Cat. 407
Fundamento quimico
A a-amilase hidrolisa o substrato 2-cloro-4-nitrofenil-a-D-maltotriose (CNPG3), liberando 2-
cloro-4-nitrofenol (CNP) e formando 2-cloro-4-nitrofenil-a-D-maltoside (CNPG2), maltotriose
(G3) e glicose (G). A velocidade de formacdo do 2-cloro-4-nitrofenol é medida
fotometricamente em 405 nm, possibilitando uma determinacdo direta da atividade da
amilase na amostra analisada.
Valores de Referéncia
Soro: 22 a 80 U/L
Urina: até 320 U/L
Relacdo Amilase Urinaria/Creatinina Urinaria: até 400 U/g
Relacao Depuracao Amilase /Depuracao Creatinina: 1,0 a 4,0%
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2. LIPASE

Sigla utilizada: LPS

Nome sistematico (IUB): Triacilglicerol acilhidrolase

Nome comum: Lipase

pH 6timo: 3,5a7,0

A lipase € uma enzima secretada pelo pancreas para o duodeno para hidrélise dos
triglicérides em seus constituintes, os acidos graxos. A lipase é excretada por filtragcao
através dos glomeérulos renais. Apos a filtragcdo, a maior parte da enzima é reabsorvida pelos
tdbulos proximais dos rins e catabolizada em outro local. Assim como a amilase, a lipase
aparece na corrente sanguinea apos uma leséo das células acinares pancreaticas.

A determinacado da lipase sérica € considerada por muitos como um teste muito sensivel e
especifico para a pancreatite aguda, especialmente quando se emprega métodos que
utilizam um cofator da lipase denominado colipase. O consenso na literatura, de um modo
geral, € de que a dosagem da lipase é provavelmente um teste cerca de 10% menos
sensivel do que a amilase sérica, porém é cerca de 20 a 30% mais especifico.

Na pancreatite aguda, os niveis de lipase normalmente acompanham os da amilase. Os
niveis de lipase geralmente aumentam um pouco mais tarde do que os da amilase,
comecando dentro de 3-6 horas, atingindo o pico em 24-48 horas e, na maioria dos casos,
retornam para a faixa de referéncia em 7-10 dias.

Os valores de lipase na pancreatite podem alcancar de 5-10 vezes o limite superior de
referéncia, enquanto que nas outras doencas os niveis de lipase sédo sempre inferiores a 3
vezes os valores de referéncia.

Como a excrecao da lipase é feita através dos rins, na insuficiéncia renal de uma maneira
geral os niveis de lipase sdo altos. Infarto intestinal, colangite aguda e obstru¢cdo do intestino
delgado sédo outras doencas que podem apresentar niveis altos de lipase sérica.

Valores elevados

As patologias que mais comumente apresentam valores elevados de lipase sdo: pancreatite
aguda primdria, pancreatite cronica recidivante, colecistite aguda, insuficiéncia renal,
obstrucao intestinal e infarto intestinal.

Amostra bioldgica
Sangue. Usar soro.
A atividade enzimaética é estavel 7 dias entre 15-25°C e 3 semanas entre 2-8°C.

Fatores interferentes

Drogas que podem provocar um aumento na lipase sérica sao: betanecol, colinérgicos,
codeina, indometacina, meperidina, metacolina, e morfina.

Os ions calcio podem diminuir os niveis de lipase no soro e na urina.

Métodos de Dosagem

Ha dois métodos gerais para a dosagem da lipase: titulométrico e turbidimétrico. Nos 2
métodos, o substrato utilizado € um triglicerideo (trioleina) ou uma mistura de triglicerideos
(6leo de oliva). Este substrato € hidrolisado para diglicerideos, monoglicerideos e &cidos
graxos livres.

1. Método Titulométrico

Fundamento Quimico

Os acidos graxos formados na hidrélise do substrato se dissociam em ions hidrogénio que
sdo titulados diretamente.

2. Método Turbidimétrico Cinético no Ultravioleta: € o método mais empregado na rotina
laboratorial.

Fundamento Quimico

O substrato de emulsdo de trioleina tamponado e estabilizado, na presenca de ativadores e

de colipase é hidrolisado pela lipase. Mede-se a velocidade da reacédo de hidrélise que é

proporcional a atividade da lipase na amostra. A velocidade da reacdo € determinada através

da diminuicdo da turbidez da emulséo (substrato) no ultravioleta.

Valores de Referéncia

Soro: até 200 U/L (25 ou 30°C)
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ENZIMAS NAS DOENCAS HEPATICAS

1. ALANINA AMINOTRANSFERASE

Siglas: ALT - GPT - TGP

Nome sistemético (IUB)/Nome comum: Alanina aminotransferase

Nome antigo: Transaminase glutamico-pirGvica

pH 6timo: 7,4

A alanina aminotransferase (ALT) ou transaminase glutamico-piravica (GPT/TGP) é uma
enzima encontrada predominantemente no figado, em concentracdo moderada nos rins e
em menores quantidades no coracdo e nos musculos esqueléticos. Na célula hepética, a
ALT localiza-se no citoplasma (90%) e na mitocéndria (10%). Qualquer leséo (injdria) tissular
ou doenca afetando o parénquima hepatico liberara uma maior quantidade da enzima para a
corrente sanguinea, elevando os niveis séricos da ALT. Em geral, as causas mais comuns
de elevagédo dos valores de ALT no sangue ocorrem por disfuncao hepética. Desta maneira,
a ALT além de ser sensivel é também bastante especifica para o diagnostico de doenca
hepatocelular.

Convém ressaltar que uma lesdo tecidual nos rins, coracdo e nos musculos esqueléticos
também provocam uma maior liberagdo de ALT para a corrente sanguinea, elevando seus
niveis séricos. Assim, diante de um quadro clinico de miosite ou de uma rabdomidlise grave,
os valores de ALT podem elevar-se tanto quanto na hepatite virética aguda.

Na hepatite virética, na mononucleose infecciosa e na lesdo hepatocelular induzida por
drogas o grau e a frequéncia da elevacdo dos niveis de ALT s&o praticamente os mesmos da
AST. Ja nos casos de cirrose ativa, hepatopatia alcodlica aguda, congestdo hepdatica
passiva, obstrucdo dos ductos biliares extra-hepaticos e tumor metastatico do figado, os
niveis de ALT encontram-se frequentemente menos elevados do que os da AST.

A Relacdo AST/ALT (indice DeRitis) tem sido empregado algumas vezes para auxiliar no
diagnostico diferencial das hepatopatias. Na hepatite virética aguda, a Relagdo AST/ALT é
sempre menor do que 1, enquanto que nas outras doencas hepatocelulares (cirrose,
hepatites crénicas,etc) € sempre maior que 1.

Valores elevados

Os valores elevados de ALT sdo mais comumente verificados nas seguintes patologias:
hepatites, cirrose, necrose hepética, colestase, isquemia hepética, tumor hepatico, drogas
hepatotdxicas, ictericia obstrutiva, miosite e pancreatite.

Amostra bioldgica

Sangue. Usar soro ou plasma colhido em EDTA ou heparina. N&o utilizar amostras
hemolisadas.

A atividade enzimatica na amostra € estavel por 4 dias entre 2 e 8°C e por 2 semanas
quando conservada a 10°C negativos.

Fatores interferentes

InjecBes intramusculares anteriores ao teste podem elevar os niveis de ALT.

Algumas drogas que podem elevar os niveis de ALT s&o: anticoncepcionais orais,
acetaminofen, allopurinol, acido aminosalicilico, &cido nalidixico, ampicilina, azatioprina,
carbamazepina, clofibrato, cefalosporinas, codeina, clordiazepéxido, clorpropamida,
cloxacilina, dicumarol, fenilbutazona, fenotiazinas, fenitoina, indometacina, isoniazida,
metildopa, nitrofurantoina, oxacilinas, procainamida, propoxifeno, propanolol, quinidina,
salicilatos, tetraciclinas e verapamil.
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Métodos de Dosagem

1. Metodologia Cinética no Ultravioleta Otimizada — GOLD ANALISA Cat. 422
Fundamento Quimico

A alanina aminotransferase (ALT/GPT/TGP) catalisa a transferéncia do grupo amina da
alanina para o cetoglutarato com formacao de glutamato e piruvato. O piruvato é reduzido a
lactato por acdo da lactato desidrogenase (LDH), enquanto que a coenzima NADH é oxidada
a NAD". A atividade enzimética da ALT na amostra é calculada com base na reducdo da
absorbancia em 340 ou 365 nm, quando o NADH se transforma em NAD".

Valores de Referéncia

Soro ou plasma

e Até 41 U/L na temperatura de 37°C

e Até 29 U/L na temperatura de 30°C

2. Metodologia Cinética Colorimétrica de Tempo Fixo (Método de Reitman e Frankel)
GOLD ANALISA Cat. 353

Fundamento Quimico

A alanina aminotransferase (ALT/GPT/TGP) catalisa a transferéncia do grupo amina da
alanina para o cetoglutarato com formagéo de glutamato e piruvato. O piruvato formado
reage com a 2-4-dinitrofenilhidrazina formando a hidrazona que adquire coloracdo maxima
pela adicdo de hidréxido de sodio. A intensidade de coloracdo é proporcional a atividade
enzimatica da amostra.

Valores de Referéncia

Soro ou plasma: 4 a 32 Unidades/mL.

Converséao de Unidade Reitmam-Frankel (U/mL) para Unidade Internacional (U/L)
Unidades Reitman-Frankel U/mL X 0,482 = U/L

2. ASPARTATO AMINOTRANSFERASE

Siglas utilizadas: AST - GOT - TGO

Nome sistematico (IUB)/Nome comum: Aspartato aminotransferase

Nome antigo: Transaminase glutamico-oxalacética

pH 6timo: 7,4

A aspartato aminotransferase (AST) ou transaminase glutamico-oxalacética (GOT/TGO) é
uma enzima encontrada em concentragdo muito alta no musculo cardiaco, no figado,
musculos esqueléticos e em menor concentragdo nos rins e pancreas. Nas células hepéticas,
a AST localiza-se no citoplasma (40%) e na mitocéndria (60%). Qualquer lesdo tissular ou
doenca afetando o parénquima hepatico liberara uma maior quantidade da enzima para a
corrente sanguinea, elevando os niveis séricos da AST. Sempre que ocorrer uma leséao
hepatocelular de qualquer etiologia haverd uma grande liberacdo da enzima AST para a
corrente sanguinea, elevando seus niveis séricos.

Na hepatite virética aguda, os niveis de AST encontram-se quase sempre elevados em mais
de 10 vezes o limite superior da faixa de referéncia e em alguns casos ultrapassam a 20
vezes esse limite superior de normalidade. Entretanto, dentro de uma a duas semanas, 0s
valores de AST diminuem bastante podendo cair para a faixa normal ou apresentar ligeiro
aumento.

Nos casos de obstrucao extra-hepatica, as elevagbes de AST ndo sdo comuns, mas podem
ocorrer quando ha lesdo parenquimatosa secundaria aguda. Na cirrose, as alteracdes da
AST e seus respectivos niveis vao depender da ocorréncia e do grau de lesdo hepatocelular
ativa presente. Geralmente, na cirrose inativa os valores de AST néo se alteram. Na cirrose
alcodlica ativa, os valores de AST se elevam moderadamente.

Na hepatite vir6tica crénica ativa, os niveis de AST também encontram-se elevados
moderadamente. Varias doencas comuns apresentam elevacdo pequena ou moderada de
AST, e entre elas podemos citar: mononucleose infecciosa, hepatite aguda na fase de
remissdo ou recuperacdo, hepatite crénica, disfuncdo hepdtica induzida por drogas, tumor
hepatico metastatico, congestdo hepatica passiva, cirrose ativa ou hepatopatia alcodlica,
obstrugéo extra-hepatica prolongada do ducto biliar, figado gorduroso e citomegalovirus.

Na maioria das vezes, a dosagem de AST é realizada juntamente com a ALT e a Relagao
AST/ALT pode ser determinada para auxiliar no diagnéstico diferencial das doencas.
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Assim, a Relacdo AST/ALT é sempre maior do que 1 em pacientes com cirrose alcodlica,
hepatites crbnicas, congestdo hepatica e tumor metastatico do figado. Geralmente, essa
relacdo € menor do que 1 nos casos de hepatite virdtica aguda e mononucleose infecciosa.
Nos casos de lesdo do miocardio, a AST juntamente com a dosagem da creatina quinase
(CK) e da desidrogenase lactica (LDH) é muito util para o diagnéstico e acompanhamento do
infarto do miocardio (IM). Os niveis de AST aumentam dentro de 6 a 10 horas ap0s o infarto,
atingindo um valor maximo em 12 a 48 horas, voltando aos niveis normais em 3 a 4 dias, se
nao ocorrer novo infarto. Portanto, as determinacdes em série da AST como da CK, séo
muito Uteis para a avaliagdo do infarto do miocardio. No entanto, a AST é muito menos
especifica do que a CK-MB para o diagnostico do infarto do miocardio.

Nos casos de pericardite, angina e cardite reumatica ndo ha aumento dos niveis de AST.

Valores elevados

Os valores elevados de AST sdo mais comumente encontrados nas seguintes patologias:
hepatites, cirrose hepatica, necrose hepatica, metastase hepatica, drogas hepatotodxicas,
processo infiltrativo hepatico (tumor), infarto do miocéardio, operacdes cardiacas, angioplastia
e cateterizacdo cardiaca, pancreatite aguda, trauma muscular esquelético, queimaduras
graves, anemia hemolitica aguda, distrofia muscular progressiva, mononucleose infecciosa
com hepatite, doencas musculares primarias (miopatia, miosite), doenca renal aguda e
convulsdes recentes.

Amostra bioldgica

Sangue. Usar soro ou plasma colhido em EDTA ou heparina. N&o utilizar amostras
hemolisadas.

A atividade enzimatica na amostra € estavel por 4 dias entre 2 e 8°C e por 2 semanas a 10°C
negativos.

Fatores interferentes

Injecdes intramusculares anteriores ao teste podem elevar os niveis de AST.

Exercicios podem provocar aumentos nos niveis de AST.

Algumas drogas que podem elevar os niveis de AST s&o: anticoncepcionais orais,
antihipertensivos, agentes colinérgicos, anticoagulantes tipo-cumarina, drogas hepatotéxicas,
eritromicina, isoniazida, metildopa, opiaceos, preparacdes digitalicas, salicilatos e verapamil.

Métodos de Dosagem

1. Metodologia Cinética no Ultravioleta Otimizada — GOLD ANALISA Cat. 421
Fundamento Quimico

A aspartato aminotransferase (AST/GOT/TGO) catalisa a transferéncia do grupo amina do
aspartato para o cetoglutarato com formagéo de glutamato e oxaloacetato. O oxaloacetato é
reduzido a malato por acdo da malato desidrogenase (MDH), enquanto que a coenzima
NADH ¢ oxidada a NAD". A atividade enzimatica da AST na amostra é calculada com base
na reducéo da absorbancia em 340 ou 365 nm, quando o NADH se transforma em NAD".
Valores de Referéncia

Soro ou plasma:

Soro ou plasma

e Até 42 U/L na temperatura de 37°C

e Até 27 U/L na temperatura de 30°C
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2. Metodologia Cinética Colorimétrica de Tempo Fixo (Método de Reitman e Frankel)
GOLD ANALISA Cat. 352

Fundamento Quimico

A aspartato aminotransferase (AST/GOT/TGO) catalisa a transferéncia do grupo amina do
aspartato para o cetoglutarato com formacdo de glutamato e oxaloacetato. O oxaloacetato
formado reage com a 2-4-dinitrofenilhidrazina formando a hidrazona que adquire coloracéo
maxima pela adicdo de hidréxido de sédio. A intensidade de coloracdo é proporcional a
atividade enzimatica da amostra.

Valores de Referéncia

Soro ou plasma: 4 a 36 Unidades/mL.

Conversdo de Unidade Reitmam-Frankel (U/mL) para Unidade Internacional (U/L):
Unidades Reitman-Frankel U/mL X 0,482 = U/L

3.FOSFATASE ALCALINA

Siglas utilizadas: ALP - FALC

Nome sistematico (IUB): Fosfohidrolase monoéster ortofosférica

Nome comum: Fosfatase alcalina

pH 6timo: 8,5a 10,3

A fosfatase alcalina compreende um grupo de enzimas fosfohidrolases que apresentam
atividade maxima em pH alcalino, proximo de 10. A enzima é encontrada em varios tecidos,
com maiores concentragcdes no figado, no epitélio do trato biliar e no osso. A mucosa
intestinal e a placenta contém também a fosfatase alcalina. A fosfatase alcalina apresenta
varias isoenzimas, sendo que cada uma das fontes produtoras contém uma isoenzima
especifica. O fracionamento das isoenzimas da ALP é (til para diferenciar doengas dsseas
de doencas hepaticas. As isoenzimas sao melhor estudadas pelo teste de estabilidade ao
calor e pelo fracionamento eletroforético. A isoenzima de origem hepatica (ALP,) é termo-
estavel, enquanto que fracao 6ssea (ALP,) é inativada pelo calor.

A determinacdo laboratorial da fosfatase alcalina (ALP) se aplica muito bem para o
diagnéstico de doencas do figado e dos 0ssos.

No figado, a ALP é secretada pelos hepatdcitos (células de Kupffer) e pelas células da
mucosa do trato biliar. Geralmente, qualquer hepatopatia ativa pode aumentar os valores da
ALP, mas as maiores eleva¢des nos niveis da enzima ocorrem nos casos de obstrugdo do
trato biliar. Desse modo, a fosfatase alcalina estara muito aumentada nas obstrucdes biliares
intra ou extra-hepéaticas e também na cirrose.

Nos casos de tumores hepaticos, hepatites e drogas hepatotodxicas as elevacdes da enzima
S80 menores.

Nos 0ssos, 0s osteoblastos respondem pela secrecdo da fosfatase alcalina e qualquer
aumento na atividade osteoblastica correspondera elevacdo nos niveis da enzima no soro.
Por essa razéo, no crescimento 6sseo normal da infancia e adolescéncia, na fase de
consolidacéo de fraturas, na doenca de Paget, no hiperparatireoidismo, na osteomaléacia, no
raquitismo e no carcinoma osteoblastico com metastase ha aumento nos niveis séricos da
fosfatase alcalina.

Valores elevados

Cirrose, obstrucdo biliar intra e extra-hepatica, tumor primario ou metastatico do figado,
tumor metastatico do o0sso, recuperacdo de fraturas Osseas, doenca de Paget,
hiperparatireoidismo, fases de crescimento normal dos 0ssos.

Valores Diminuidos
Hipotireoidismo, hipofosfatemia, desnutricdo, doenca celiaca.

Amostra bioldgica

Sangue. Usar soro ou plasma colhido com heparina.
A atividade enzimatica é estavel por 7 dias entre 2-8°C e por varios meses a 20°C negativos.
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Fatores interferentes

Os niveis de ALP podem estar aumentados apés uma ingestdo recente de alimentos, sendo
obrigatorio portanto, o jejum para a coleta do sangue.

As drogas que podem provocar um aumento da ALP sdo: acido nicotinico, allopurinol,
antibidticos, azatioprina, colchicina, fluoretos, indometacina, isoniazida, metildopa,
metotrexato, probenicide, tetraciclinas e verapamil.

As drogas que podem provocar uma diminuicdo da ALP s&o: arsenicais, cianetos, fluoretos,
nitrofurantoina, oxalatos e sais de zinco.

Métodos de Dosagem

Por causa da diversidade de substratos disponiveis, na literatura ha registros de uma grande
variedade de métodos que podem ser empregados para a dosagem da fosfatase alcalina.
Atualmente, os métodos mais indicados sdo os que usam como substrato o para-
nitrofenilfosfato.

1. Metodologia Cinética Colorimétrica (Método do Paranitrofenol) — GOLD ANALISA
Cat. 440

Fundamento Quimico

Em pH alcalino, a fosfatase alcalina (FALC) catalisa em meio alcalino a transferéncia do

grupo fosfato do p-nitrofenilfosfato para o 2-amino-2-metil-1-propanol (AMP), liberando o

para-nitrofenol (amarelo). A atividade catalitica € determinada a partir da velocidade de

formacao do p-nitrofenol, medida em 405 nm.

Valores de Referéncia para Soro ou Plasma:

Adultos: 26 a 117 U/L

2. Metodologia Cinética Colorimétrica de Tempo Fixo (Método de Roy mod.)
GOLD ANALISA Cat. 340
Fundamento Quimico
A fosfatase alcalina do soro hidrolisa 0 substrato de timolftaleina monofosfato, liberando
timolftaleina e fosfato inorgénico. Pela adicdo de &lcali, a acdo enzimatica € inibida e a
timolftaleina adquire cor azul, cuja absorbancia é medida fotometricamente. O produto final
da reacao se constitui de uma mistura de cor azul e a cor propria do substrato.
Valores de Referéncia
Soro ou plasma
Adultos: 13 a 43 U/L.
Criancas até 12 anos: 56 a 156 U/L

4. GAMAGLUTAMIL TRANSFERASE

(GAMAGLUTAMIL TRANSPEPTIDASE)
Siglas utilizadas: GGT - y-GT - GGTP - y-GTP
Nome sistemético: y-Glutamil transferase
Nome comum: y-Glutamil transpeptidase
pH 6timo: 8,0 a 8,5
A GGT é uma enzima localizada predominantemente nos hepatdcitos, em menor
concentracdo nos rins e, em concentracdo bem menor no epitélio do trato biliar, no intestino,
coracdo, pancreas, baco e cérebro. A principal funcdo dessa enzima é catalisar a
transferéncia de amino acidos e peptideos através das membranas celulares.
Os recém-nascidos apresentam valores altos de GGT que decaem para valores do adulto,
em torno de 4 meses de vida. Ja foi constatado, através de estudos, que os individuos
obesos apresentam niveis de GGT mais altos do que as pessoas nao obesas.
As doencas hepaticas ativas compreendem as causas mais comuns de elevac¢édo da GGT.
Os niveis de GGT séo afetados tanto pela lesdo hepatocelular aguda quanto pela obstrugéo
do trato biliar. Desse modo, a determinacdo da GGT é empregada no diagndéstico das
doencas hepaticas e € muito especifica para indicar uma colestase. Nesses quadros clinicos,
0s niveis de GGT acompanham os da fosfatase alcalina (ALP), porém a GGT é mais sensivel
e também ndo se eleva nas doengas Osseas como a fosfatase alcalina. Um paciente
apresentando GGT normal com ALP alta indica uma doenca 6ssea, enquanto uma GGT alta
com ALP alto indica uma doenca hepatica.
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Devido a lesdo hepatica concomitante, a GGT encontra-se também aumentada nos casos
de tumor hepatico e de mononucleose infecciosa.

Outro aspecto clinico importante da GGT é a sua utilizacdo para detectar a ingestdo de
alcool, uma vez que ela pode aumentar mesmo apés pequenas doses de bebida. De acordo
com a literatura, cerca de 75% dos bebedores inveterados e alcodlatras crénicos apresentam
niveis altos de GGT. Atualmente, a dosagem da GGT é recomendada como método de
triagem para o alcoolismo.

Valores elevados

Valores elevados de y-GT s@o mais comumente encontrados nas seguintes patologias:
hepatite, cirrose, necrose hepatica, tumor hepatico, colestase, drogas hepatotdxicas,
ingestao alcodlica, ictericia, pancreatite, isquemia hepdtica, infarto do miocardio (4-10 dias
apos) e insuficiéncia cardiaca congestiva.

Amostra bioldgica

Sangue. Usar soro ou plasma colhido com heparina ou com EDTA. Anticoagulantes
contendo citrato, fluoreto ou oxalato inibem a atividade da GGT.

A atividade enzimética € estavel por 7 dias entre 2-8°C e por varios meses a 10°C negativos.

Fatores interferentes

Os valores da GGT podem estar diminuidos na fase final da gravidez.

As drogas que podem aumentar os niveis da GGT sdao: alcool, fenobarbital e fenitoina
(Dilantina).

As drogas que podem diminuir os niveis da GGT sdo: anticoncepcionais orais, citrato,
clofibrato, fluoreto e oxalato.

Método de Dosagem
Metodologia Cinética Colorimétrica (Método de Szass mod.) — GOLD ANALISA Cat. 461
Fundamento Quimico

A y-glutamiltransferase (GGT) catalisa a transferéncia do grupamento glutamil da y-glutamil-
3-carboxi-4-anilida para a dlicilglicina, formando y-glutamilglicilglicina e 3-carboxi-4-
nitroanilina, que tem elevada absorbancia em 405 nm.

A quantidade de liberada é diretamente proporcional a atividade da GGT na amostra.

A atividade catalitica da GGT € determinada a partir da velocidade de formacéo da 3-carboxi-
4-nitroanilina.

Valores de Referéncia para soro ou plasma:

37°C
Mulheres Até 38 U/L
Homens Até 55 U/L

5. COLINESTERASE

Siglas utilizadas: CHE - CHS

Nome sistematico (IUB): Acil colina acil-hidrolase

Nome comum: Colinesterase/Pseudocolinesterase

pH 6timo: 7,8 - 8,6

A colinesterase € uma enzima com a fun¢éo de catalisar a hidrélise da acetilcolina e outras
colinas, regulando a transmissdo do impulso nervoso na sinapse do nervo e na jungéo
neuromuscular. Dois tipos de colinesterase sdo determinadas: acetilcolinesterase
(colinesterase verdadeira) e pseudocolinesterase. Enquanto a acetilcolinesterase (acetil
colina hidrolase) é encontrada nas hemécias e terminacdes de nervos colinérgicos, a
pseudocolinesterase (butirilcolinesterase) encontra-se no plasma, figado, musculo liso e
adipécitos. A colinesterase verdadeira tem afinidade pela acetilcolina, enquanto a
pseudocolinesterase caracteriza-se por catalisar a hidrélise da butirilcolina.

Valores diminuidos de CHE sdo encontrados nas doencas hepaticas crbnicas, devido a
diminui¢do da sintese enzimética do figado.

Na hepatite aguda e na hepatite crénica de longa duracdo ha uma diminuigdo de 30 a 40%
da atividade enzimatica.

Na cirrose avangcada e no carcinoma hepdtico, a diminuicdo da sintese enzimatica atinge
valores de 50 a 70%. Por essa razdo, a CHE é considerada uma enzima indicadora de
sintese hepatica.
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Valores diminuidos de CHE s&o também verificados nos envenenamentos por inseticidas
organofosforados, os quais atuam como inibidores da enzima.

Valores diminuidos

Valores diminuidos de CHE sao encontrados nas seguintes situa¢des: no envenenamento
por inseticidas organofosforados, doenca hepatocelular, desnutricho e em pessoas com
deficiéncia congénita de enzimas.

Amostra bioldgica

Sangue. Usar soro ou plasma colhido com heparina ou com EDTA. Anticoagulantes
contendo citrato, fluoreto ou oxalato inibem a atividade da CHE.

A atividade enzimatica é estavel por 7 dias entre 2-8°C.

Fatores interferentes

Os valores da CHE podem estar diminuidos durante a gravidez.

As drogas que podem diminuir os niveis da CHE sao: anticoncepcionais orais, atropina,
cafeina, codeina, estrdgenos, fenotiazinas, sulfato de morfina, teofilina, quinidina e vit. K.

Método de Dosagem
Metodologia Cinética Colorimétrica
Fundamento Quimico
A CHE sérica ou plasmaética catalisa a hidrélise dos ésteres de colina, como o S-butirilcolina
em pH 7,7. A tiocolina liberada reage com o &cido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB)
formando um composto de cor amarela diretamente proporcional & atividade enzimatica, que
€ medido fotometricamente em 405 nm.
Valores de Referéncia para Soro ou plasma:

25°C 30°C 37°C
3200 - 9000 U/L [ 3962 - 11142 U/L | 4970 - 13977 U/L

ENZIMAS NAS DOENCAS CARDIACAS

1. CREATINOQUINASE (CK)

(ADENOSINA TRIFOSFATO: CREATINA N-FOSFOTRANSFERASE

Siglas utilizadas: CK - CPK

Nome sistematico (IUB): ATP Creatino N-fosfotransferase

Nome comum: Creatinoquinase

pH 6timo: 6,8 no sentido da formagédo de ATP com o substrato de creatinofosfato e 9,0 no

sentido da fosforilacdo da creatina com o substrato de creatina.

A Creatinoquinase (CK/CPK) é encontrada no musculo cardiaco, na musculatura esquelética

e no cérebro. Deste modo, qualquer lesé@o nas células desses 6rgaos provocara um aumento

nos niveis séricos de CK. De acordo com a literatura, a enzima encontra-se aumentada

numa faixa de 65-100% dos pacientes com infarto agudo do miocardio. No infarto do

miocardio, a CK comporta-se de modo semelhante a AST, porém as doencas

hepatocelulares que produzem elevacdes da AST ndo exercem nenhum efeito sobre a CK.

Os valores de CK no soro podem estar alterados em varias condi¢des clinicas associadas a

lesdo muscular aguda ou a esforco muscular intenso. Portanto, os niveis de CK encontram-

se normalmente altos na miosite, distrofia muscular, traumatismo muscular, ap6s exercicio

moderadamente intenso, apoés cirurgia e no delirium tremens ou nas convulsdes.

Niveis altos de CK podem ser encontrados nos casos de alcoolismo acentuado, devido ao

efeito do alcool sobre os musculos.

A CK encontra-se também quase sempre elevada apos inje¢des intramusculares.

Em relagdo ao diagnéstico do infarto do miocéardio, a dosagem da CK total apresenta alguns

inconvenientes a saber:

- falta de especificidade, devido a elevagdes falso-positivas em consequéncia de lesdo dos
musculos esqueléticos, principalmente nas inje¢des intramusculares.

- periodo de tempo relativamente curto em que a enzima permanece alta apds o inicio do
infarto.
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Isoenzimas da Creatinoquinase (CK)

A CK total pode ser separada em 3 fragdes principais, denominadas de CK-BB (CK;), CK-MB
(CK,) e CK-MM (CKj). Atualmente, os laboratérios ja podem dispor de métodos adequados
para a determinacao das isoenzimas da CK.

1. Isoenzima CK-BB

E encontrada predominantemente no cérebro e no pulméo, sendo que uma elevacéo dos
seus niveis ndo é comum.

A CK-BB pode estar elevada em algumas condicdes como apds embolia pulmonar e em
alguns pacientes com carcinoma de prostata e pulmao. Ja nos casos de disturbios cerebrais,
nos quais teoricamente deveria ser liberada a isoenzima CK-BB, o comum tem sido
encontrar no soro a isoenzima CK-MM.

2. Isoenzima CK-MM

Compreende mais de 95% da CK dos musculos esqueléticos e cerca de 70-75% da enzima
do miocardio. Considerando que a quantidade de musculo esquelético do corpo é muito
superior a do miocéardio, consequentemente a elevacédo dos niveis de CK-MM no soro sera
devido a uma lesdo ou hipéxia do musculo esquelético, incluindo exercicio intenso,
convuls@es, traumatismo, inflamacao, distrofia muscular ou injecéo intramuscular. Podem ser
observados aumentos também da fragdo MM de CK nos casos de hipotireoidismo e
hipocalemia atingindo os musculos.

3. Isoenzima CK-MB

E uma frag&o hibrida composta de cadeias M e B, que é encontrada predominantemente no
musculo cardiaco. A sua determinagdo € bastante especifica para o diagndstico do infarto do
miocardio. A CK-MB aumenta dentro de 3-6 horas apés ocorréncia do infarto, atingindo um
valor maximo em 12-24 horas e retornando ao normal em 24-48 horas, caso ndo ocorra um
novo infarto nesse periodo. Existe uma correlacdo grosseira entre o grau de elevagdo da
enzima e a extenséo do infarto.

Valores elevados de CK Total

Infarto agudo do miocérdio, distrofia muscular, delirium tremens, infarto pulmonar, doenca
vascular cerebral aguda, convulsbes, alcoolismo crénico, poliomiosite, choque elétrico,
hipocalemia, dermatomiosite e trauma do sistema nervoso central.

Valores elevados da Isoenzima CK-BB
Infarto pulmonar, lesdo cerebral, acidente vascular cerebral, choque, embolia pulmonar,
hemorragia subaracnéide e cancer no cérebro.

Valores elevados da Isoenzima CK-MM
Distrofia muscular, miosite, convulsdes recentes, cirurgia recente, hipotireoidismo,
hipocalemia, inje¢des intramusculares, e delirium tremens.

Valores elevados da Isoenzima CK-MB
Infarto agudo do miocardio, defibrilagédo cardiaca, isquemia cardiaca, miocardite, cirurgia de
aneurisma cardiaco, distrofia muscular e rabdomiélise.

Amostra bioldgica

Sangue. Usar soro ou plasma colhido com EDTA ou heparina. Evitar exposi¢éo a luz solar
intensa. A atividade enzimatica é estavel por 24 horas entre 15 - 25°C e 7 dias entre 2 - 8°C.
N&o usar amostras hemolisadas.

Fatores interferentes

InjecBes intramusculares , exercicios intensos ou moderados e cirurgia recente podem elevar
0s niveis de creatinoquinase (CK).

Drogas que podem provocar um aumento da CK no soro s&o: ampicilina, anfotericina B,
alcool, alguns anestésicos, aspirina, captropil, colchicina, clofibrato, dexametasona
(decadron), furosemida (lasix), lovostatin, litio, lidocaina, morfina, propanolol e succinilcolina.
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Método de Dosagem da CK Total

Metodologia Cinética no Ultravioleta— GOLD ANALISA Cat. 458

Fundamento Quimico

A CK catalisa a reacao entre creatina fosfato e adenosina difosfato (ADP) formando creatina
e adenosina trifosfato (ATP). A glicose é fosforilada pelo ATP sob a agdo da hexoquinase
(HK) formando glicose-6-fosfato, que € oxidada a 6-fosfogluconato (6-PG) pela glicose-6-
fosfato-desidrogenase (G-6-PDH) na presenca de NAD'. Uma quantidade equimolar de
NAD" é reduzida a NADH, ocorrendo um aumento da absorbancia em 340 ou 365 nm,
proporcional a atividade da CK na amostra.

Valores de Referéncia para soro ou plasma:

Valores de Referéncia para soro ou plasma:

25°C 30°C 37°C
Mulheres 7-55U/L 10 - 80 U/L 26 - 140 U/L
Homens 10 - 65 U/L 15-105U/L | 38-174 U/L

Método de Dosagem da Isoenzima CK-MB

Metodologia Cinética no Ultravioleta— GOLD ANALISA Cat. 490

Fundamento Quimico

As subunidades M da creatinoquinase (CK) séo inibidas por um anticorpo especifico que nao

afeta as subunidades B. A concentracdo catalitica de CK-B, que corresponde a metade da

atividade da CK-MB, é determinada pelas rea¢fes acopladas da hexoquinase (HK) e glicose-

6-fosfato desidrogenase (G6P-DH). Uma quantidade equimolecular de NADP" é reduzida

para NADPH, havendo um aumento da absorbancia em 340 nm proporcional a atividade

catalitica de CK.

Valores de Referéncia para soro ou plasma:

Temperatura 37°C
Valores Até 25 U/L

2. DESIDROGENASE LACTICA

(LACTATO DESIDROGENASE)
Siglas utilizadas: LDH - LD
Nome sistematico (IUB): L-Lactato NAD-6xido-redutase
Nome comum: Lactato desidrogenase/Desidrogenase lactica
pH 6timo: 8,8 a 9,8 no sentido da formacao de &cido pirdvico com o substrato de &cido latico
e 7,4 a 7,8 no sentido da formacéo de &cido latico com o substrato de acido piravico.
A desidrogenase lactica (LDH) é encontrada em varios tecidos como corag¢édo, hemacias,
figado, musculo esquelético, rim, cérebro, pulmdes e tecido linféide. Desse modo, os valores
de LDH total estardo altos em uma variedade de situac¢des clinicas. Devido a sua distribuicéo
diversificada pelos tecidos, a dosagem da LDH total ndo € um indicador especifico nem de
doencas hepaticas nem de doencas cardiacas. Porém, quando determinada conjuntamente
com outras enzimas, ou quando fracionada em isoenzimas, torna-se bastante (til para o
diagnéstico dessas patologias.
Valores elevados de LDH total sdo observados em uma variedade de condig¢8es clinicas.
Os niveis mais altos sdo encontrados em pacientes com anemia megaloblastica, em
carcinomas e no choque grave. Elevagbes moderadas ocorrem em pacientes com infarto do
miocardio, infarto pulmonar, anemia hemolitica, leucemia, mononucleose infecciosa e nos
pacientes com distrofia muscular progressiva. Alteracdes pequenas da LDH total sdo
encontradas em pacientes com hepatite aguda, nas ictericias obstrutivas e na cirrose.
Valores elevados sdo também encontrados no delirium tremens.

Isoenzimas da LDH

A origem principal da fracdes de LDH é a seguinte:
B LDH;: coragdo, hemécias e rins.

LDHy,: coracéo e sistema reticulo endotelial.
LDHa;: pulmdes e outros tecidos.

LDH,: placenta e pancreas.

[ |
[ |
[ |
B | DHs: figado e musculos esqueléticos.
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Sao varios os métodos que podem ser utilizados para o fracionamento da LDH, porém a
eletroforese e o teste do calor sdo os mais empregados. O aquecimento a 60°C por 30
minutos inativa 3 fragdes, deixando intactas as fragcdes 1 e 2, de origem cardiaca que séo
termo-estaveis.

Pela eletroforese, o perfil mostra que as fracdes LDH; e LDH, (cardiacas) sdo mais rapidas
frente ao anodo (polo positivo), enquanto que a LDHs (hepatica) € a mais lenta,
permanecendo proxima ao ponto de aplicacdo. Existem ainda métodos imunolégicos
especificos para a dosagem da LDHj.

A determinagdo laboratorial da desidrogenase hidroxibutirica (HBDH) é também utilizada
para substituir a dosagem da LDHj, pois os seus valores se equivalem clinicamente.

Aplicacéo Clinica do Fracionamento da LDH

1. Infarto Agudo do Miocéardio: ha elevagdo moderada da LDH; e pequena da LDH; nas
primeiras horas ap0s o infarto, atingindo o pico em 48-72 horas, retornando aos niveis de
referéncia dentro de 10-14 dias. Uma relacdo LDH;/LDH, maior do que 1 é uma
informacao bastante indicativa de infarto do miocardio.

2. Doencas Hepéticas: ocorre aumento das fragbes LDH, (moderado) e LDHs (acentuado)
nas hepatites agudas, ictericias obstrutivas e cirrose.

3. Doencas do Sistema Nervoso Central: nas meningites e tumores malignos ha aumento
nas fracdes LDH, e LDHs.

4. Doencas Malignas: havendo metastase, verifica-se aumento das fragcdes LDH,, LDH3 e
LDH,.

5. Distrofia Muscular: elevagéo de LDH;, LDH; e LDHs.

Anemia Megaloblastica: aumento acentuado de LDH;.

7. Anemia Apléastica: todas as fracdes se elevam devido a destruicdo das heméacias e
leucaocitos.

o

Valores elevados de LDH total

As causas mais comuns de elevacdo da LDH total sdo: infarto do miocéardio, infarto
pulmonar, hepatite, cirrose, ictericias obstrutivas, distrofia muscular, anemias, doencas do
parénquima renal, tumores, acidente vascular cerebral.

Amostra bioldgica

Sangue. Usar soro que deve ser separado até 1 hora apds a colheita. O analito € estavel por
4 dias entre 15-25°C. Refrigeracdo e/ou congelamento da amostra podem desnaturar
determinadas isoenzimas.

N&o usar amostras hemolisadas.

Liguor. O analito é estavel por 6 horas entre 15-25°C. A amostra deve ser centrifugada.

Fatores interferentes

A hemodlise pode provocar um aumento falso-positivo nos niveis da LDH.

As drogas que podem causar um aumento da LDH sao: alcool, anestésicos, aspirina,
clofibrato, fluoretos, mitrimicina, narcoticos e procainamida.

O acido ascorbico pode provocar uma diminuigdo no valor da LDH.

Métodos de Dosagem da LDH Total

Existem métodos colorimétricos, fluorimétricos e espectrofotométricos para a dosagem da

LDH total.

1. Metodologia Cinética no Ultravioleta (Método Piruvato-Lactato)

GOLD ANALISA Cat. 457

Fundamento Quimico

Nas condicdes do ensaio, a desidrogenase lactica (LDH) catalisa a conversdo do piruvato

para lactato, enquanto o NADH é oxidado para NAD". Determina-se o decréscimo da

absorbancia em 340 nm, que é proporcional a atividade de LDH na amostra analisada.

Valores de Referéncia para soro ou plasma:

Temperatura 25°C 30°C 37°C
Valores 105 -210 U/L 140 - 280 U/L 207 - 414 U/L
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2. Metodologia Cinética Colorimétrica de Tempo Fixo (Método Lactato-Piruvato
Fundamento Quimico

A desidrogenase lactica (LDH) catalisa a oxidacdo do lactato para piruvato. Na mesma
reacdo, o NAD" é reduzidlo a NADH + H' que, em uma reacdo acoplada, reduz
estequiometricamente o INT (cloreto de iodofenil-nitrofenil tetrazolio) a formazan, com o PMS
(metasulfato de fenazina) agindo como um transportador intermediario de elétron. A
absorbancia do formazan de cor vermelha formado, medida em 500 nm, é diretamente
proporcional a atividade de LDH na amostra.

Valores de Referéncia

Soro: 80 a 240 U/L

Liguor: 5a 33 U/L

Métodos de Dosagem das Isoenzimas da LDH

A eletroforese em acetato de celulose ou em agarose sdo 0os melhores processos para se
fazer o fracionamento e quantificacéo das frag6es da LDH.

A isoenzima LDH; pode ser determinada diretamente através de técnicas imunoquimicas,
usando anticorpos especificos para a LDH;.

Pode-se fazer também uma quantificacdo aproximada da LDH;, usando o principio da
termoestabilidade. Enquanto a fracdo LDH; resiste a uma desnaturacdo a 65°C por 30
minutos, as outras isoenzimas sdo destruidas nessas condi¢des. O processo compreende a
dosagem da LDH total antes e apds submeter a amostra a 65°C por 30 minutos.

O valor de LDH; pode também ser estimado por meio da dosagem da desidrogenase
hidroxibutirica (HBDH), ja que sua atividade é reconhecida representar a LDH;.
1.Metodologia Eletroforética em Acetato de Celulose

Fundamento Quimico

As isoenzimas sdo separadas por eletroforese e a revelagédo e quantificacdo é processada
através do substrato (lactato + NAD") e do reagente de cor (INT + PMS), com leitura
fotométrica em 500 nm.

Valores de Referéncia das Isoenzimas no soro ou plasma

LDH, 17 - 27%
LDH, 27 -37%
LDHs 18 - 25%
LDH, 3-8%
LDHs 0 - 5%

2. Dosagem da HBDH

A dosagem da HBDH pode ser empregada para substituir a determinacdo da isoenzima
cardiaca (LDH;). Na verdade, a HBDH compreende a LDH total que é colocada para atuar
sobre um substrato de acido a-cetobutirico em lugar do substrato de acido lactico ou piravico.
Nessas condicdes, a medida da atividade da HBDH determina indiretamente a atividade da
LDH; (cardiaca).

Fundamento Quimico

Em reacgéo catalisada pela a-HBDH (desidrogenase hidroxibutirica), o acido a-cetobutirico é
reduzido a &acido a-hidroxibutirico enquanto o NADH é oxidado a NAD®. A velocidade da
reacdo é medida através do decréscimo da absorbancia do NADH no ultravioleta.

Valores de Referéncia: 60 a 140 U/L (Soro)

3..ASPARTATO AMINOTRANSFERASE (AST) - Ver pagina 13 - 15
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MARCADORES BIOQUIMICOS DO INFARTO AGUDO DO
MIOCARDIO

As doencas cardiovasculares constituem um grave problema de salde publica, pois
correspondem a cerca de 50% de todas as mortes ocorridas no mundo e 1/3 desses 6bitos
ocorre na faixa etaria de 35 a 65 anos de idade. Elas tém ainda uma alta correlagdo com o
grau de desenvolvimento do pais e a sua prevaléncia é maior nos paises industrializados.
Dentre as doencgas cardiovasculares, a Doenca Arterial Coronariana (DAC) ou Doenca
Coronariana Isquémica (DCI) que provoca o Infarto Agudo do Miocardio (IAM), considerado a
principal causa de morte nos paises industrializados, atingindo principalmente a populagéo
economicamente ativa e de melhor nivel sécio-econémico.

De acordo com a Organiza¢do Mundial de Saude (OMS), ocorrem no mundo cerca de 7,2
milhdes de 6bitos por ano devido a DAC.

Em 1996, somente nos EUA 9,2 milhdes de pessoas apresentaram sintomas relacionados
com essa patologia e, incontestavelmente, o Infarto Agudo do Miocérdio (IAM) é a sua maior
consequéncia.

No Brasil, segundo o Ministério da Saude, é evidente um aumento significativo no nimero de
casos de DAC nas ultimas 5 décadas.

Dessa maneira, € extremamente importante que o diagndstico da DAC seja estabelecido o
mais cedo possivel para o definicdo de uma terapia adequada e melhoria da sobrevida dos
pacientes.

Em relagdo aos marcadores bioquimicos do IAM, tem-se observado na literatura uma
evolugdo constante procurando sempre valorizar mais aqueles marcadores de maior
especificidade e maior sensibilidade.

Nos estudos sobre os marcadores deve-se conhecer os sitios fisiolégicos de cada um para
evitar falsas interpretacdes diagnésticas, principalmente quando um marcador € originario de
diferentes 6rgdos. E importante ainda, conhecer o menor tempo para o marcador se elevar
na corrente sanguinea e o tempo que o mesmo leva para retornar aos valores de referéncia.
Esse intervalo é denominado de ” janela diagnostica.” E também importante saber o tempo
gue o marcador atinge o valor maximo no sangue.

Para um melhor entendimento, pode-se classificar os marcadores bioquimicos da DAC em:

e MARCADORES CLASSICOS

1.AST/GOT (Aspartato Aminotransferase/Transaminase Glutamico-Oxalacética)

A determinacéo de AST/GOT como marcador de |IAM foi descrita no inicio da década de 50.
Posteriormente, foi sendo substituida gradualmente pela CK, que é um marcador mais
precoce e mais especifico. Nos dias de hoje, a dosagem da AST/GOT como marcador de
IAM, praticamente ndo é mais empregada.

2.LDH (Desidrogenase Lactica/Lactato Desidrogenase)

A dosagem de LDH na rotina do laboratério clinico teve inicio na década de 70. Em
comparacao com a AST/GOT, a LDH tem a vantagem de ser mais sensivel.

Por ser composta de 5 sub-unidades (isoenzimas), a LDH necessita que se faca o
fracionamento para a dosagem da fragdo cardiaca LDH; e, caso o paciente tenha lesdes no
parénquima renal ou doen¢a hemolitica, pode-se obter resultados falso positivos para o IAM
devido ao efeito cumulativo que lesbes nesses 6rgaos apresentam. Além do mais, a LDH
apresenta uma janela diagnéstica tardia, se confrontada com os novos marcadores.

Assim como a AST/GOT, ultimamente a dosagem da LDH tem sido preterida como marcador
bioquimico de IAM.

3.CK/CPK (Creatinoguinase/Adenosina Trifosfato: Creatina N-Fosfotransferase)

Dentre os marcadores classicos do IAM, a dosagem de CK-MB é a mais indicada.

E recomendavel a solicitagio de dosagem de CK-MB juntamente com CK Total com o
objetivo de poder identificar fracdes séricas atipicas.

A CK é um dimero composto de 2 sub-unidades, cada uma com um PM de ~ 40.000.

As sub-unidades M (musculo) e as B (cérebro) sao produtos de 2 gens estruturais distintos.
Desse modo, 3 pares diferentes de sub-unidades podem existir: CK-BB (CK,), CK-MB (CK,)
e CK-MM (CK3) e atualmente, os laboratérios ja dispdem de métodos adequados para a
determinacéo das isoenzimas da CK.
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A CK; é predominante no cérebro, prostata, intestino, pulmao, bexiga, tireéide, Utero e
placenta, enquanto que a CKj; predomina nos musculos esqueléticos e cardiaco. A CK,
(CKMB) esta presente no muasculo cardiaco (25 a 46% da atividade de CK) e nos musculos
esqueléticos (< 5%). As 3 isoenzimas encontram-se no citosol das células ou associadas a
estruturas miofibrilares.
Além dessas 3 isoenzimas citosélicas CK-BB (CK,), CK-MB (CK;) e CK-MM (CKj3), existem
ainda 2 isoformas mitocondriais (CK-Mt) e também 2 isoformas macromoleculares
denominadas de Macroquinases
A CK-Mt, de origem mitocondrial, difere das outras imunologicamente e na mobilidade
eletroforética. No coracdo, a CK-Mt corresponde a 15% da atividade da CK Total.
As fragcbes macromoleculares sdo denominadas de macro CK dos tipos 1 e 2, sendo que o
tipo 1 é a CK; associada a IgG, ou CK; a IgA; e o tipo 2 é a CK-Mt oligomérica.
Por ser encontrada no musculo cardiaco, na musculatura esquelética e no cérebro, um
aumento nos niveis séricos de CK pode indicar uma lesdo nas células desses orgéos.
Portanto, uma elevacao de CK Total pode ocorrer tanto no IAM como em outras patologias.
De acordo com a literatura, a CK encontra-se aumentada numa faixa de 65-100% dos
pacientes com infarto agudo do miocéardio. No infarto do miocéardio, a CK comporta-se de
modo semelhante & AST, porém as doencas hepatocelulares que produzem elevacdes da
AST néo exercem nenhum efeito sobre a CK.
Como marcador de IAM, o ideal é a dosagem da fragdo CK-MB (CKy) pela sua especificidade
e sensibilidade.
Sao varias as metodologias para a dosagem da CK-MB (CK,), destacando-se dentre elas as
seguintes:
elmunoinibicdo
E a metodologia mais empregada para a dosagem da CK-MB (CK,). Consiste na inibicao
das unidades M com um anticorpo anti M e dosagem posterior da fracdo B da MB
circulante, uma vez que a fracdo BB predomina no cérebro, sendo contida pelas meninges
desde que estejam integras.
A solicitacdo de dosagem de CK Total juntamente com a de CK-MB (CK;) é uma pratica
recomendavel com o objetivo de poder identificar ou suspeitar da presenca de fracdes
séricas atipicas. Nesses casos, os valores de CK Total e de CK-MB (CK;) sdo proximos.
Este fato pode ser minimizado quando se emprega a dosagem de CK-MB (CK,) por
Quimioluminescéncia (MASSA).
eQuimioluminescéncia (MASSA)
Esta metodologia emprega um anticorpo monoclonal especifico para a fracdo MB, ndo
sofrendo a interferéncia das fracdes atipicas quando circulantes.
eEletroforese
E uma metodologia bastante sensivel e especifica, principalmente, quando se usa a
eletroforese de alta voltagem (1450 v) que possibilita inclusive o subfracionamento da CK-
MB em CK-MB; e CK-MB,, tornando o diagndstico mais precoce (2 horas apdés os
sintomas). Por ser uma técnica de alto custo, ainda esta restrita a pesquisa.
eCromatografia em Coluna

¢ NOVOS MARCADORES

1.TROPONINAS

As troponinas séo proteinas presentes nas células musculares do aparelho miofibrilar do

sarcOmetro, isto € o nucleo basico da parte contratil da fibra muscular cardiaca.

A troponina T e, em particular a troponina | sdo marcadores cardioespecificos da lesao

cardiaca. A principal desvantagem é que as altera¢Bes no soro ndo sdo detectadas nas

primeiras horas ap6s o inicio dos sintomas (de 6 a 18 horas). Esses marcadores surgem em

paralelo com a dosagem de massa da CK-MB.

As troponinas sdo compostas de multiplas sub-unidades:

e Troponina T (TnT) que é uma sub-unidade ligada a miosina (Tropomiosina).

e Troponina | (Tnl) € uma sub-unidade inibidora de actina (Actinomiosina).

e Troponina C (TnC) é a sub-unidade ligada ao célcio e regula a contracgéo.

e Troponinas TnTc e Tnlc, formas denominadas cardioespecificas, diferindo dos seus
homénimos da musculatura esquelética pela sequéncia de aminoacidos em diversos
locus.
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A determinacédo da Tnlc tem sofrido restricdes devido a falta de padroniza¢@o dos anticorpos

e também por causa das reacdes cruzadas que ocorrem com as formas complexadas com a

TnC. Ha também problemas com a capacidade de fosforilagdo, oxidacdo e reducao que lhe

imp8em uma falsa negatividade, bem como uma falsa positividade em pacientes renais

crbnicos que ocorre também com a TnTc. Esses problemas tém sido minimizados com a

determinac&o da TnTc empregando metodologias com ensaios de 2° geracéo.

Como marcador do IAM, as troponinas tém caracteristicas de:

eApresentar alta sensibilidade e especificidade na deteccdo ou exclusédo de Infarto do
Miocérdio.

eServir para avaliar o risco em pacientes com Angina de Peito Instavel (deteccdo de
Microinfartes)

e Possibilitar o diagnostico tardio de Infarto do Miocardio até uma semana apés o inicio da
dor.

e Auxiliar na triagem dos pacientes com dores no peito.

e Monitorizac&o ndo invasiva de terapéutica trombolitica.

e Monitorizacdo de lesédo cardiaca durante e apés Cirurgia Geral.

2.MIOGLOBINA

E uma hemoproteina de PM 17.600 daltons, localizada no citoplasma celular, que esta
presente tanto na musculatura esquelética quanto na cardiaca.

E um dos marcadores mais precoces para o diagnostico do IAM, mas devido a sua
inespecificidade tem sido preterida, servindo apenas como diagnéstico de exclusdo, ou em
casos confirmados de IAM serve para avaliar o sucesso da reperfusdo quando se usa
terpéutica trombofilica. Quando é determinada junto com a Anidrase Carbénica lll, os valores
altos de mioglobina podem ser Gteis quando se suspeita de IAM.

A mioglobina pode ser detectada no soro dentro de 2 a 5 horas do inicio do infarto, atinge o
pico por volta das 12 horas e cai para dentro do seu intervalo de referéncia em 24 horas.
Resultados falso positivos surgem em conseqliéncia de lesdo do musculo esquelético, e
ocorrem também na insuficiéncia renal devido a uma incapacidade de excretar esta molécula
na urina.

3.MIOSINA DE CADEIA LEVE
E o mais recente marcador para o diagnéstico do IAM, porém ainda ndo se tem uma
avaliacdo muito acentuada de sua utilidade.

ENZIMAS EM DOENCAS DA PROSTATA

FOSFATASE ACIDA

(FOSFATASE ACIDA PROSTATICA)

Siglas utilizadas: ACP - FAC (Fosfatase acida) - PAP (Fosfatase acida prostatica)

Nome sistematico (IUB): Fosfohidrolase monoéster ortofosférica

Nome comum: Fosfatase &cida

pH 6timo: 4,8 a 6,0

A denominacéo Fosfatase Acida (FA) compreende um grupo de fosfatases que hidrolisam
substratos de ésteres do acido fosférico em pH abaixo de 7,0. Estas fosfatases sédo um grupo
de isoenzimas similares ou relacionadas entre si e cada uma ndo uma espécie particular de
enzima.

A fosfatase &cida é encontrada em muitos tecidos como préstata, hemacias, plaquetas,
figado e medula 6ssea. Como a glandula prostatica é responsavel pelos niveis mais altos
dessa enzima, a principal finalidade de sua determinacdo laboratorial € auxiliar no
diagnéstico de carcinoma da prdstata e monitorar a eficacia do respectivo tratamento.

Devido a importancia do aumento da atividade da FA no diagndstico e monitorizacdo do
cancer da prostata, é importante verificar, nos casos de aumentos pouco significativos, se a
elevacao é ou ndo devida a isoenzima prostatica.

Valores elevados da enzima s&o encontrados em pacientes com cancer de préstata com
metastase além da capsula, especialmente nos ossos. Havendo sucesso no tratamento por
cirurgia, os niveis de fosfatase &cida decrescem em alguns dias. Quando o tratamento
empregado é a estrogenoterapia, os niveis da enzima decairdo em algumas semanas.
Quando ocorrer um novo aumento da enzima apds a terapia significa um progndstico ruim
para o paciente.
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Vérias isoenzimas da fosfatase acida podem ser fracionadas por eletroforese, sendo a
isoenzima prostatica (Fosfatase Acida Prostatica - PAP) a de maior importancia clinica. Para
o diagnéstico do cancer de prostata, a determinacé@o da fosfatase acida prostatica (PAP) é
mais especifica do que a fosfatase &cida total, porém menos especifica do que a
determinacao do antigeno prostatico especifico (PSA).

Valores Elevados

Valores elevados de fosfatase acida sdo mais comumente encontrados nas seguintes
patologias: céncer de prostata, manipulagdo recente da prostata, hipertrofia benigna da
préstata, metastases 6sseas de cancer nao prostatico.

Amostra bioldgica

Sangue. Usar soro ou plasma colhido com heparina. Evitar a hemolise.

A atividade enzimatica é sensivel ao efeito da temperatura e pH. Portanto, separar o soro ou
plasma até 30 minutos apds a colheita e acidificar cada 1,0 mL da amostra com 0,01 mL (10
ulL) de &cido acético 20% (V/V) ou com 0,02 mL (20 uL) de tampao acetato 5M pH 5,0.

A atividade enzimatica da amostra acidificada é estavel por 2 dias entre 2-8 °C e por 1
semana a 10°C negativos.

Fatores interferentes

Devido a estimulagdo prostatica, os valores de fosfatase acida podem estar elevados em
pacientes apos o exame de toque retal ou apés instrumentacao da préstata (citoscopia).

As drogas que podem elevar os niveis da fosfatase &cida sdo: clofibrato (Atromid S) e
androgenos em mulheres.

As drogas que podem provocar uma diminuicdo da fosfatase &cida séo: fluoretos, fosfatos,
oxalatos e é&lcool.

Métodos de Dosagem

Varios sao os métodos que podem ser empregados para a dosagem da fosfatase &cida,
sendo que aqueles utilizando a timolftaleina monofosfato como substrato apresentam uma
boa especificidade para a isoenzima prostatica.

Varios inibidores das isoenzimas tém sido utilizados na dosagem da isoenzima prostatica
(PAP), sendo que o tartarato € o mais comumente usado porque inibe praticamente toda a
atividade enzimatica da frac@o prostatica. Os ions cobre e o formaldeido tém sido utilizados
para inibir as fosfatase acidas ndo prostaticas, principalmente a hemética. Do ponto de vista
pratico pode-se prevenir a interferéncia da enzima da hemacia realizando uma colheita da
amostra em condicBes técnicas adequadas para prevenir a hemdlise, providenciando a
separacdo imediata, com acidificagdo e refrigeracdo do soro para estabilizar a atividade
enzimatica.

Os inibidores aumentam o trabalho operacional porque requerem, para cada amostra, dois
ensaios da atividade enzimatica sendo um deles com a presenca do inibidor. Uma alternativa
€ a utilizacdo de substratos mais sensiveis a atividade da isoenzima prostatica como ocorre
com o a naftil fosfato e a timolftaleina monofosfato. Do ponto de vista pratico estes substratos
nao sdo hidrolisados pelas isoenzimas eritrocitarias e plaquetarias, porque somente uma
fracdo muito pequena e desprezivel da atividade encontrada sera devida as fosfatases de
origem hematica ou plaquetéria.

1. Metodologia Cinética Colorimétrica de Tempo Fixo (Roy mod.)

O produto utiliza um substrato de timolftaleina monofosfato que, apesar do sistema medir a
fosfatase &cida total, os resultados quando elevados, podem ser considerados como sendo
correspondentes a fra¢@o prostética, porque a sensibilidade do substrato as outras fragfes é
consideravelmente diminuida e os valores encontrados para a atividade das fosfatases néo
prostaticas sao tdo reduzidos que nao tém significado clinico.

Fundamento Quimico

A fosfatase &cida hidrolisa o substrato de timolftaleina monofosfato, liberando timolftaleina e
fosfato inorganico. Pela adicdo de alcali, a acdo enzimatica € inibida e a timolftaleina é
convertida na sua forma azul, cuja absorbancia € medida fotometricamente. O produto final
da reacao se constitui de uma mistura de cor azul e a cor propria do substrato.

Valores de Referéncia
Soro ou plasma: 0,15 a 0,56 U/L.
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2. Metodologia Cinética Colorimétrica para dosagem da Fosfatase Acida Total e
Prostatica (FAC TOTAL e PROSTATICA) GOLD ANALISA Cat. 439

Fundamento Quimico

A fosfatase acida (FAC) catalisa em meio acido a hidrélise do oa-naftilfosfato. O a-naftol
produzido reage com um sal de diazénio (Fast Red TR) formando um cromogeno. A
atividade catalitica € determinada a partir da velocidade de formagédo do referido cromégeno
medido em 405 nm. O tartarato é usado no método como inibidor especifico da fragédo
prostatica da fosfatase acida. A fosfatase &cida prostéatica € calculada pela diferenca
entre a fosfatase acida total e a fragdo inibida pelo acido tartarico (ndo prostatica).

Valores de Referéncia
Fosfatase acida total até 10 U/L
Fosfatase acida prostatica: até 3,5 U/L

ANTIGENO PROSTATICO ESPECIFICO

Sigla utilizada: PSA = Prostate-specific antigen

Nome oficial: Semenogelase

Nomes alternativos: gama-seminoproteina, seminina e antigeno p30.

O antigeno prostatico especifico (PSA), isolado e identificado por Wang e cols.em 1979, é

uma glicoproteina monomérica com peso molecular de 34.000, produzido somente pelo

tecido prostatico seja normal, hiperplasiado ou maligno.

Em termos de g%, o tecido prostéatico canceroso produz cerca de 10 vezes mais PSA do que

o tecido normal.

O PSA ¢é secretado no liquido seminal, tem uma atividade similar a da tripsina e

guimiotripsina, com a funcao de liquefazer o coagulo.

Por ser produzido exclusivamente pela préstata, ha uma tendéncia de valorizacdo da

dosagem do PSA como um marcador de Adenocarcinoma Prostéatico (ACP).

O PSA é considerado um 6timo marcador tumoral na triagem do cancer de préstata, mas no

inicio, seu uso servia apenas para indicar a massa tumoral e progresséo da doenca.

Em vérios estudos tem-se verificado que a associagdo de um PSA monoclonal maior que 4,0

ng/mL com um toque retal anormal € um método altamente sensivel e especifico na

deteccdo do cancer de proéstata.

Como ndo é encontrado em nenhum outro tecido, o PSA estard elevado na hipertrofia

benigna da prostata (HPB), no adenocarcinoma de préstata (ACP), na prostatite aguda ou

cronica, no infarto de préstata e apds 0 manuseio prostatico.

Assim sendo, a determinacdo dos niveis séricos de PSA no laboratorio clinico vem se

constituindo no mais significativo avanco para o diagndstico e acompanhamento do

adenocarcinoma prostatico (ACP).

Em sintese, a dosagem do PSA no soro tem sido empregada:

1. Como um eficiente marcador tumoral do adenocarcinoma prostatico (ACP).

2. Para monitorar a terapéutica de pacientes portadores de neoplasia prostatica. Se apos
uma prostatectomia radical constatar-se PSA no soro, indica presenca de residuos de
tecido prostatico ou metéstases. Consequentemente, aumentos gradativos dos niveis
séricos de PSA revelam a recorréncia da doenca.

3. Em programas de “screening” de ACP em populacBes selecionadas de homens,
assintomaticos e com idade superior a 50 anos, permitindo o diagndstico precoce, a nivel
populacional.

Entretanto, o simples aumento na taxa de PSA Total sérico ndo permite uma conclusédo

diagnostica, visto que, além do ACP, outras patologias benignas da préstata como a

hiperplasia benigna da prostata (HBP) e prostatite podem elevar o PSA Total.

Mais recentemente foi demonstrado que o PSA encontra-se no soro nas seguintes formas:

1. ~10% na forma livre.

2. ~de 90% ligado a inibidores de protease tais como a alfal-antiquimiotripsina (ACT-PSA).

3. O PSA Total representa a somatéria das duas formas 1 e 2.

A meia vida do PSA complexado € de cerca de 2 a 3 dias, sendo que esta lenta eliminagao

se deve ao fato da molécula ser grande e de dificil filtracdo glomerular. Ja a fragdo livre tem

uma meia vida de cerca de 2 horas, pois é compativel com a filtragcdo glomerular.

Com os avancos metodologicos recentes, constatou-se que 0s pacientes com patologias

prostéticas benignas (HBP e prostatite) apresentam uma propor¢cao maior da forma livre do

PSA em relacdo ao PSA Total, enquanto que em pacientes com ACP ha maiores propor¢cdes

da forma complexada do PSA.
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Com base nesse conhecimento, varios estudos demonstraram que os portadores de ACP
apresentam uma relagdo PSA Livre/PSA Total inferior a 20%, engquanto que nos pacientes
com HBP essa relacéo € igual ou superior a 20%.

Amostra bioldgica
Sangue. Usar soro. Evitar a hemdlise.
Evitar manipulacéo prostatica 48 horas antes do exame. Jejum de 8 horas.

Métodos de Dosagem
Enzima Imunoensaio (EIA)

Ensaio Imunoradiométrico (IRMA)
Ensaio Imunofluorimétrico (IFMA)
Metodologia Imunofluorimétrica

Os valores de referéncia variam de acordo com a metodologia empregada.
Método Fluorimétrico Duplo:
PSA Total: até 5,20 ng/mL
PSA Livre: até 0,88 ng/mL
Relacao Percentual: abaixo de 20% provavel ACP
Acima de 20% provavel HBP
Atencdo: A relacdo percentual s6 é valida quando o valor de PSA Total for acima de 4,0
ng/mL
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