Enzimologia clinica - ntoducso

AS ENZIMAS DO PLASMA

= Fung&o fisioldgica:
- renina

- factores de coagulagao
= Libertadas das células resultante:

- do “turnover” normal da célula (intervalo de referéncia)
- da lesao celular

DIAGNOSTICO ENZIMOLOGICO

Determinagao da actividade enzimatica no soro pode fornecer informagdes ao
diagndstico em relagéo ao local e extenséo da lesao

EnZimOIOgia clinica - Diagnéstico enzimolégico
DIAGNOSTICO ENZIMOLOGICO:

» Lesao celular
Isolada

<>

Extensédo da
leséo celular grande grande
<> <>

= Evolugéo -
Ami . rapido

do ptocesso rapido rapido

= Subida da

actividade alta alta moderada escassa

enzimatica

= Deformacao intensa escassa moderada escassa

Hepatite Intoxicagéo Cirrose Ictericia
aguda  por fungos obstrutiva
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= Quando ha lesao patoldgica celular, ha maior libertagdo de enzimas, havendo
um aumento da sua concentragéo sérica

= Porém o aumento da concentracéo sérica pode também ser devida:

= Aumento do “turnover” celular

* Aumento da quantidade ou actividade da enzima

= Libertacdo na corrente sanguinea da enzima devido a haver obstrugéo
dos canais

= Diminuigdo da clearance da enzima no soro

= A maioria das enzimas &, provavelmente, removida pelo
reticulo endoplasmatico

= Pequenas moléculas (ex.: amilase) sao filtradas pelo glomérulo

= As condicdes do ensaio tém de estar
optimizadas e padronizadas de forma
a fornecer resultados fiavei
reprodutiveis
= 0s valores de referéncia dependem
das condigdes do ensaip:
= temperatura (factor de conversao

100 5
.~ Desnaturagao

Actividade enzimatica (%)

especifico da enzima) chlelrag_iod
i B einld a velocidade
= variagdes fisiologjcas de reaccio
Temperatura

Enzimologia clinica - pisgnstico enzimoisgico
= Uma desvantagem do uso de enzimas no diagnéstico de lesdes tecidulares é
a falta de especificidade para um tecido particular ou tipo de célula

= Muitas enzimas existem em mais do que um tecido = aumento
pode reflectir lesdo de qualquer um dos tecidos

s diferentes tecidos podem conter (e libertar quando lesados) duas ou mais
nzimas em proporgoes diferentes

= algumas enzimas existem sob a forma de isoenzimas (muitas vezes
cafkacteristicas de um determinado tecido)

= Apds uma lesdo do tecido, a actividade da enzima intracelular aumenta no
soro em proporgédo a lesdo celular, diminuindo a sua concentragéo
proporciohalmente a depuracdo da enzima = importante considerar o tempo
de intervalo entre a lesao celular e a colheita

= Se a colheita for muito cedo, pode a enzima ainda nao ter chegado a
corrente sanguinea

= Se a colheita for muito tarde, pode a enzima ja ter sido totalmente
eliminada
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= Tempos médios de vida no plasma de algumas enzimas de uso corrente no

diagnéstico:
ENFARTE DE MIOCARDIO
C&%T 1745 horas ui
GP%\ 47410 horas
700 -
LDH; (HBB{—D 113 +60 horas 600 -
LDHg 10 £2 horas 500
LDH
CK Aprox. 15 horas 400
AP 3-7 di 300
1as 2004 CK HBDH
y-GT 3-4 dias
Amilase \ 3-6 dias 1004

Lipase | 3-6 dias 1 2 \é ‘;\Ii‘ 6 7 8
HBDH - LDH, tem maiof actividade Pt Dias
catalitica com a a-hidroxibutirato Got
(como substrato) do\que com o
lactato (maior actividade com as
outras isoenzimas), logo recebe o
nome de a-hidroxibutirato
desidrogenase (HBDH)

S6 o LDH e o HBDH permite diagnosticar apos
o 5°/6° dia
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FOSFATASE ALCALINA (ALP)

= Enzima presente em elevadas concentragdes no figado, ossos (osteoblastos),
placenta e intestino

= Causas de aumento sérico:
= Fisioldgico: - gravidez (ultimo trimestre)
- infancia
= Patolégico: - doenga de Paget (aumento da actividade osteoblastica)
- colestase
- cirrose
- tumores dsseos
- doenga inflamatéria do intestino, ....

alkaling
phosphatase

200 ‘
{ium :

Atencao a idade da pessoa
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FOSFATASE ALCALINA (ALP) (cont.)

= Determinacgéo da fosfatase alcalina

METODO

P-nitrofenil fosfato + H,O — p-nitrofenol + fosfato
ALP

- determinacéo cinética a pH alcalino

-nitrofenol tem uma absorgao maxima a 405 nm

aumento da absorvancia é directamente proporcional a actividade de
LP na amostra

i B
| Table 5910 Methods for of alkaline (ALP) i

. Mathod Primighe Unage ~ Comment
-@m Toxal charge or. varions isoenzymes Most frequenty used Incomplete separation; bone|
R : A e . o e
Fonte da enzima < e et Syt My echnique i
Figado ' @Poly:ﬂyﬁmidegel Sep-ation by both charge and mo- Frequently used Best separation, difficulty
. v lecular weight in densitornetric scan-
o) R sing; qualiative estimate
SSE0 i of isoenzymes
Intestino Al b cettiose Scparation by charge Some wage Beos o8 e o
B P!
N Heat inactivation ‘Heat inactivati of isoen- . Frequently used Caleulation is made more
gl ac?ma (2] ymey differ. ket imscivasion diffcl by presence of
aftes incubation & 56° C is intestinal or other mer:
arcinoma ‘suggestive of presénce of bone or heat-stable isoenzyme
Tivex isoenzymes forms
3. Chemical inactivation L-Phenytalanine and utea inactivate Some usage: ¢an be Regan-like isoenzyme ac-
! different isoenzymes at different automated on 3 tivities differentiated

fates centrifugal ana- from bone and liver
tyzer
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FOSFATASE ACIDA (ACP)

= Enzima presente em elevada concentracao na glandula prostatica, mas tb nos
GV, plaquetas, ossos, figado e bago

Causas de aumento sérico:

= A concentragdo aumenta em 20% dos doentes com tumores confinados
a glandula prostatica.

A concentragdo esta elevada em 80% dos doentes com metastases,
sendo usado como um marcador tumoral

Alguns casos de prostatite

Hipertrofia prostatica benigna

oengas dos 0ssos

= tfombocitémia

Retirar a amostra para analise antes do exame clinico, visto que o exame &
realizado por toque rectal que pode originar libertacdo de ACP na
circulagao, produzindo um aumento passageiro da actividade enzimatica.

= E uma enzima pouco estavel:
= transportar rapidamente para o laboratério, manter o soro arrefecido até
a realizagéo da analise.
= A pH acima de 6 ¢ inactivada (aconselhavel adicionar um estabilizador-
acido)




. . ;.
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FOSFATASE ACIDA (ACP) (cont.)
= Métodos de determinagéo da fosfatase acida
g Table 59-1  Summary of methods for acid (ACP) in body Auids
Amostra: Soro & plasma St .
re ‘method Type of amatysis Principle Usage Commests Nieeairs
heparinizado. O L R S E o — — =
0. 3 e -point o monophenyl phos- Serum, manual  Historical nterest 0.091
detergente inibe a &nzima. Lzt phennl axas with o
.. H o Jaffé 2nd ;. : s 2l - . N
Rejeitar amostras hemolisadas Ty ot specwopto- Vet oo e S, manal Hioreal et 20
‘with coler reaction barion times;
:Lgh mmum
. I " b 2
- %Df ) &;ﬁ.x or g;:c Summ: ponitzophenol phos- s%‘,“:mual Segis:ilai;,g s:;&in- [’ o3
> Measure release g{gﬂ‘n&h:nenl) mated strate; ot spe-
Huggios and  End-point ot kinedc Substrate: phenalphthacin phos-  Serum, manua! s;f‘m”bm
. . Talalay’ spectrophotomerric phats or anto- relatively i:sen- -
Intervalo de referéncia: N ot iy ™ s sibeme
0‘5_ 1,9 U/L Seligman Ead-point or kinetic smmyxn@m Serum, manual  Multiswep proce-
etal i Libawsd B omp or o ey A siu e
~ with o-Samisiing 10 form dye mated peodect
o e o e EE R R e A
Babsonsad  End-point or kinctic Sabsizase: a-naphubyl phosphate  Serum, manual  Multizzep . 3
o < proce. 0.39
‘spectropbotometric x.h: ‘a-napixbol m ::;:» du; precise
: o extraction i
Roy et at* Kinetic specrrophom>-  Sabstrasc: ymolpirhalein mon- Al body fluids S’mV;:::zm:: 12
e aoé st of buse oniives s g
spectficiey for
Ewen’ End-point or hnene Substrae: &)’Wlp:lnkiin mon-. A];:dx}:ds ngﬁc:ir'?; na.
method
Riez and " Fluerometric kinetic Scbstrate: 4-methybambe!liferene Aﬂmilfids Hisg‘?b!zng:iﬁmnip na.
Messure rate of appexrance of solids; man- meat expense
fluorescent 4-methylumbelti- ual or auto- may be limita-
__ferone mated tion
“PAP, Prostatic acid phosphatase; n.a.. not applicable.
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ASPARTATO AMINOTRANSFERASE (AST ou GOT) e ALANINA
AMINOTRANSFERASE (ALT ou GPT)

= Designadas por transaminases. Ambas amplamente distribuidas pelo
organismo. A concentracdo de GPT é menor em todos os tecidos.

ausas de aumento sérico da GOT:
= Hepatite aguda e necrose do figado
= Hipoxémia severa dos tecidos

Enfarte de miocardio
Doenga muscular esquelética
olestasis

iolégico (neonatal)

= QOutras doengas do figado
= Pancreatite

= Hemolise

lasmatica estd aumentada em igual extensdo em doencgas do figado (na
hepatite a GPT pode ultrapassar a GOT), mas em menor extensdo em outras
condigdes. O|indice de Ritis (GPT/GOT) normalmente inferior a 1, torna-se maior
que a unidade nesta situacéo (principalmente hepatite de origem viral).
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ASPARTATO AMINOTRANSFERASE (AST ou GOT) e ALANINA

AMINOTRANSFERASE (ALT ou GPT) (cont.)

= Métodos de determinagéo da GOT (n&o tem isoenzimas) e GPT

Amostra:

GOT - soro (preferido) ou plasma (ndo usar anticoagulantes com amonia).

Rejeitar amostras hemolisadas.

PT - O oxalato, heparina e citrato ndo inibem a actividade enzimatica mas
podem introduzir uma pequena turvagao.
E estavel no soro durante 3 dias a temperatura ambiente e 1 semana
a 4°C.

- a urina tem pouca ou nenhuma actividade e ndo é recomendada

Intervalo de referéncia
GOT: Adulto: 8 - 33 U/L (37°C)

GRT: 4-36 U/L (37°C)

Recém-nascido e criangas: 2x superior ao adulto (normaliza ao
fim de 6 meses de vida)
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ASPARTATO AMINOTRANSFERASE (AST ou GOT) e ALANINA AMINOTRANSFERASE
(ALT ou GPT) (cont.)
= Métodos de determinacédo da GOT (ndo tem isoenzimas) e GPT (cont.)

CcCoo <|300'

(IF=O HN=GH coor

CH (,300 CH; "o
+ HN'—gH ———» ] L

CH, ] Aminotransferase (-|:H2 R

| R

COO" COO

a-cetoglutorato aminoacido glutamato  o-cetoacido
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ASPARTATO AMINOTRANSFERASE (AST ou GOT) e ALANINA AMINOTRANSFERASE

(\Al{:du GPT) (cont.)
= Métodos de determinagéo da GOT (ndo tem isoenzimas) e GPT (cont.)
 Table $9.73 Methods of aspartas am s

Method - Typeef
1, DinlirophényHiydr RPN LA
- “coupling (colocimetric) . :..

(Reittnan and Franket')

) Popeiato + ¥ aloatutered o
Quagtitative A + XG5 G+ 0z

P COH"
ooecepoto Malic acid
3. Dizzonium dye cou- Quantitat EG-AST
pling (colorizaetric) Asp +oEG5 Gl +-00 Seramt
(I:DiH COH
. c=0 =0
Ar-N=N +-] - +HY
JCH: A-N=N-CH
e CoH co;,;
f : : 'Da - Oa dixzonhmy dye
vAsp. Aspassie xid; a-KG. st acik I, gl

e UG, glomemic w0 dxaloacetic acid. {Hiswrical: o (reaverty wad
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ASPARTATO AMINOTRANSFERASE (AST ou GOT) e ALANINA AMINOTRANSFERASE

(ALT ou GPT) (cont.)
= Métodos de determinacédo da GOT (ndo tem isoenzimas) e GPT (cont.)

Table 59-5 Methods of alanine aminotransferase (ALT) analysis (> €T

Pyr + DNPH — Pyr-DNP-hydrazone
9 Enzymatic (ultraviolet monitoring) Quantitative UV monitoring of NADH disappearance at
(Wréblewski and LaDue”) 340 nm:
Ala + a-KG— Gl + Pyr
Pyr + NADH + H* B Lac + NAD*

Type of 5
Method analysis Principle* Usage
1. Dinitrophenylhydrazine (DNPH) Quantitative End-point absorbence measurement ar 505 Se{um. rarely per-
coupling (colofimetric) (Reitman . nm: formed assay
and Frankel') Ala + a-KG— Gl + Pyr

Serum, most frequently
employed procedure

dinucleotide; NADH, reduced nicotinamide adenine dinucieotide; Pyr, py

3. Enzymatic (fluorescence) Quantitative Fluorescence moritoring of NADH disap- Sem.m, ran.’v _u§ed
e: (high seasitivity)
. Same reactions as above
*Ala, Alanine; a-XG, a-ketogl . DNP. dinitrophenyl; DNPH, dinitrophenylhydsazine; Gl, Lac, lactate; NAD™, nicotinamide adenine
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y-GLUTAMIL TRANSPEPTIDASE (y-GT)

= Encontra-se em concentragdes elevadas:
= Figado

= Rins

= Pancreas

= Causas de aumento sérico da y-GT:
= Colestase
Doenga hepatica de origem alcodlica

Ingestao excessiva de alcool (pode manter-se até 3 a 4 semanas apds a
suspensdo da ingestdo, mesmo na auséncia de les&o hepatica) -
existem excepgoes

Importante indicador da disfuncéo hepatica, podendo apresentar valores
elevados em|colestases, antes dos valores da fosfatase alcalina estarem
elevados.
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y-GLUTAMIL TRANSPEPTIDASE (y-GT)
= Determinagao da y-GT:
rincipio da andlise -

-GT
utamil-p-nitroanilina + glicilglicinay—> y-glutamilglicilglicina + p-nitroanilina
pH=8,25

XL
ju

p-nitroanilina (405 nm)

O

\\z
/

Intervalo de referéncia:

Mulher: 1-24 U/L (37°C)
Homem: 2-30 U/L (37°C)




Enzimolo gi a clinica -enzimas com valor diagnéstico e seus métodos de analise

Patrones enzimaticos

Patrones enzimaticos en inflamaciones
en cirrosis hepaticas hepdticas cronicas
de etiologia diversa N de etiologia diversa

8 8 8z

Actividade im4ticas en muitipics de la narma 6% de la

misma .
Valores medios = SEM (desviacién siandard del valor medio)

irrosi: . irrosi ividad imaticas en méltiplos de la norma % de la misma
e e ¥ igs & SE: iacién standard del valor media)
alcohélica ‘Z hepatitica (y criptog.} Valores medios & SEM (desviacién s .
: hepatitis hepatitis hepatitis
e B v
Ao' a4 ‘ crén.-agr. crén.-pers. - cran.-aicoh:
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LACTATO DESIDROGENASE (LD)

= Esta enzima existe nos tecidos do corpo sob a forma de um tetramero

= Existem dois monémero: H e M que se podem combinar em diferentes
proporgdes originando cinco isoenzimas.

ISOENZIMAS DA LACTATO DESIDROGENASE E SUA DISTRIBUIGAO
\{soenzima 1 2 3 4 5
Su&unidades H, H;M H,M, HM, M,
Soré\ normal + ++ + vestigios | vestigios
Muﬁt’:ulo +++ +++ Vestigios - -
+ = presente; cardiaco
- = ausente Eritrcicito + + +- vestigios | vestigios
Figa*jo - - - + +++
Ml’lsc"x(;_o . . - + +++
esquelético
Rim \ ++ ++ + vestigios | vestigios

Determina-se a concentragao da LD quando se suspeita de enfarte de
miocardio e no diagnéstico de crise hemolitica na anemia falsiforme.
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LACTATO DESIDROGENASE (LD)
= Aumento da actividade da LDH
= Lesao grave:

- figado

-rins

- masculos

= Anemias:
- megaloblasticas
- hemoliticas

Amostra\- soro (preferido) ou plasma (alguns anticoagulantes como o
interferem com a reacg¢ao). Rejeitar amostras hemolisadas. A

Principio da anadlise -

CH, CH,
| LDH |
(I:=0 +H*+NADH o (iHOH + NAD*
COOH COOH
piruvato L-lactato
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LACTATO DESIDROGENASE (LD) (cont.)
= Determinagédo da LD :

Table 59-23 Methods of laczate dehydrogenase (LD) analysis-

Method Trpe of analysis Principle Usage Comments
> |. Lactate to pyruvate Enc-zoint or kinetic Reaction buffered at alkaline All body Kinetic
L—P) sgectrophotometric _RH to favor equilibdum to fluids Suggested reference mathod
. P i i pyruvate . Automated : .
=2, Pyruvate to lactate. . . Enc-zoint or kinetic ' . Reaction buffered at physio- Allbody * Claimed to be less linear than
®-L) : specirophotometsic logical pH ~ fluids method 1; however, faster
o . o Automated rate than |
3. Diniwophenylhydrazine Enc—gan:t Spectro- fyruvam - Lactate Manual For laboratories without uitra-
p Tic Ji d pyruvate forms col- violet spectrophotometer; im-
. ored product with reagent pmds:pc
4, Tetrazolium End-pmnt Spectro- Lactate —» Pyruvate +. NADH ~ Manual For laboratories without uitra-
P Reduced NADH forms colored violet spettrophotometer
product by reduction of tet- Most often used for electropho-
razolium dye o -retic isoenzyme detection

Intervalo dlz referéncia: os valores da actividade da LD no soro depende
da reacgéo, tipo de método e parametros experimentais
120-240 U/mL (adulto a 25°C) (método usado nas aulas

praticas)
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LACTATO DESIDROGENASE (LD) (cont.)
» Determinagéo das isoenzimas da LD:

Table 59-25 Methods of lactate dehydrogenase (LD) isoenzyme analysis .~

Method Principle Usage Comments
2®Elecuvphorais T arpHSS, mjor isoeuzymes have differeat mobil- Mot frequendy used  Separates a five major iso-
ities in I% aga Eﬁ activity - enzymes
termined 5y coup m%w 'xi‘&:;,ﬁk Torada Rapid and relatively simplc
2. Anion-exchange At pH 8. D, and LD, are nbsorbed to a diethyl-  Rare Separation of all isoenzymes
h ph inoethyl (DEAE type of ion-exchange resin not readily accomplisbed
column :
LD, is eluted initially, with LD, being chuted at
highest salt couccnrrmcns
Either step: or gradients ehute isoen-
zyme fractions
D ! Fractions are quantitated by sundan‘l
I precipitation M subumits of H,M, H:M;, HM;, and M, (LDz ) Frequently used Gives only LD, activity;
P ‘removed by de ibody, solid-phase capture ‘r2pid and relatvely sim-
_rgaction RLEs) ple
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CREATINA CINASE (CK)
= A molécula activa de CK é constituida por um dimero de dois distintos
monémeros (M e B)

= Estdo descritas 3 isoenzimas:

= BB - existem principalmente no cérebro e tiréide. A sua
concentragao sérica normal é baixa e a subida é pequena
mesmo em casos de acidente vascular cerebral.

= MM - é a isoenzima que normalmente esta presente em maior

quantidade no soro, tendo como origem o musculo esquelético.

=\ MB - esta isoenzima encontra-se fundamentalmente no musculo

cardiaco.

= CK-MB: 1% CKtotal no m. esq. e 45% do CKtotal no m. card.
= CK-MM: 99% CKtotal no m. esq. e 55% do CKtotal no m. card.

= Causas de aumento da creatina cinase
= Enfarte de miocardio
= Apds uma cirurgia
= Trauma a nivel do musculo esquelético
= Exercicio severo

= Fisiologico (neonatal)
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CREATINA CINASE (CK) (cont.)

= Determinagao da creatina cinase

Amostra - soro (preferido) que deve ser separado rapidamente, plasma

(com heparina, devido a que outros inibem a enzima), fluido

cerebrospinal e liquido amniético.

O soro deve ser armazenado no escuro a 4°C ou -20°C se a andlise
nao for realizada de imediato.

io da analise -

Oliver (método cinético) - pH=6,8

pH=9,0
reatina + ATP(_—) creatina fosfato + ADP

CK, Mg?*
pH=6,8

ATP + glucose — glucose-6-fosfato + ADP

glucose-6-fosffito + NADP*(:) 6-fosfogluconato + NADPH + H*

A taxa de aumento na absorvancia a 340 nm é a medida da actividade da CK
presente na amostra.

Intervalo de\referéncia:Homem - até 160 U/L
Mulher - até 130 U/L
Recém-nascidos - 2 a 3 vezes o valor do adulto
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CREATINA CINASE (CK) (cont.)
= Determinagédo das isoenzimas da creatina cinase

~ - —_.x“ .
«_ Table 59-21 Methods for creatinine kinase (CK) isoenzyme analysis )

- - Method.. -~~~ _ - _Principle - . .. - . 5 Usage " T "7 = Comnients”
oAgamsc gel electrophoresis At pH 8.6, major iscenzymes bave Most frequently used Separates all three major
A P different mobilities in. 1% aga- technique iscenzymes
0% cooaos o r9se; CK activities detected by Rapid, relatively simpie
4 Sooms N i on cou i (Auores- Minute sample volume
do coso v Zos oo Cont or visible). Unusual i
: forms such as macro-
i CK; easily detectable
2. lon-exchange chromatography At pH 6.7, CK-MM isoenzyme Historical usage; was Reference method for
. does not absord onto column and most frequently used quantitation of CK-
elutes; CK-MB is eluted from method for CK-MB MB activity
column with buffer of different activity quantitati Requires rig con-
ionic swrength. trot of assay parame-
ters for accurate per-
. formance
3. Immunoinhibition M subunits of CK-MM and CK-MB Frequently used Can be subject to inter-
are inactivated by reaction with ference by CK-BB
anti-M antibody; measure remain-
ing B subunit activity. X
4. Radioimmunoassay Competitive binding assay for B or Rarely used Clinical utility of this
M subunits assay not yet proved
5. Two-site (sandwich) immu- Anti-M or -B Ab binds MM and lncreaser use Requires dedicated ana-
noassay MB or MB and BB. Labeled sec-

lyzer
ond Ab, anti-B or -M, used 0

detect MB.
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AMILASE (AMS)

= Enzima presente nas glandulas salivares e nas secre¢des exocrinas do
pancreas

= Causas de aumento da amilase
= Pancreatite

= Ulcera duodenal perfurativa
Obstrugao intestinal
Outros disturbios abdominais agudas

oencas a nivel das glandulas salivares (célculos, inflamagdes,...)
acroamilasemia (diminuigao de clearance apds complexagdo com uma

= Determinagéo da amilase

Amostra - soro ou plasma com heparina (ndo usar anticoagulantes que
actuem baseados na quelatagdo, como citrato, oxalato e EDTA,;
orque a amilase necessita de ides calcio e também cloreto).

- sQro e urina, sem contaminagao bacteriana, ndo perdem actividade

nzimatica da amilase durante 1 semana a temperatura ambiente
u varios meses a 4°C.
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AMILASE (AMS) (cont.)
= Determinagéo da amilase

Principio da andlise -

AMS a-glucosidase
maltopentose — maltotriose + maltose — 5-glucose + 5 ATP

Hexocinase
5-glucose + 5 ATP — 5-glucose-6-fosfato + 5 ADP + 5 NAD
G6PD
5,6-fosfoglucondto + 5 NADH (340 nm)
Method Principle Usage Comments
1. Viscosimetric Amylase degradation of siarch decreases vis- Historical Neither precise aor accurate

cosity of soiution; viscasity is fnversely re-
lated to amylase concezmatios.

2. Turbidimeic, Decrease in axbidity or scattered light {nephe- Rare With consistsat substrate, uto- Inte rVaIO de referenCIa *
hel is f starch solucon is directly related d tecini i le H H
nephelometric :n:emn-yyl)z; mmn:;g::n is v relate mated tecinique is accepuble Soro - inferior a 1800 U/L
3. lodometric Degradation of starch by amylase reduces re- Rare Can be easily adapted by most : f :
S on of ioding with sareh; educdon it for Taborsorcs Urina - inferior a 5000 U/24
dine-starch (Agus = 660 0m) is in-
versely related to amylase activicy. . horas
(&) Saccharogenic Glucose celeased from substrate is quantitated, Very frequent Can be easily adapted to many au- . . o
E usually by eazymatic procedure, such a5 tomated, discrete analyzers Recém-nascidos - 18% do
bexokinase ot glugese oxidase.
5. Chromolytic valor do adulto
2 Liberation of dye coupled to insoluble poiy- Frequent Labor intensive; nat suited for au-
saccharide, tomation
5. Liberaton of chromogen from scluble, defined Increasingly Suitable for awtomation
substrates. frequent,
6, Fluorescence Armylase degrades fluorescein-labeled starch Rare

Available cn 2 single instrument

into smailer fragments. More rapidly rotat- (TDx), suitable for stat usage

ing labeled fragments cause polarized light
to be emitted as depolarized fluorescsacs.
Decrease in fluorescencs polarizaton is re-
* lated to amylase activiy.




Enzimolo gi a clinica -enzimas com valor diagnéstico e seus métodos de analise

5’-NUCLEOTIDASE (5°-NT)

= Causas de aumento da 5'-NT
= Doengas hepato-biliares
= Malignidades

"\Determinagéo da 5'-NT
Amostra - soro

ipio da analise -

5°-NT ) )
5-AMP — Adenosina + Pi
AdenosinaAD—S>eInosina + NH;

Table 59-28 Methods of 5'-nucleotidase analysis

Method Type of analysis

Principie

Comments

N&o existe método de referéncia

(D) Colotimesic a. Phosphare release
Ammonia forma-
don

¢. Inosine release

(fosfatases acidas e alcalinas
hidrolisam os fosfatos de estér):

5-AMP — Adenosina + Pi

Phosphate produced as product of sub-
strate hydrolysis

L
5’-AMP forms inosine, wkich can be
converted to hypoxanthine and/or uric

Cannot be used when enzyme diversio
methods used

High serum ammonia causes increased]
values

High absorbance .

and H;0,
2. Spectrophotometric

a. Xanthine oxidase  Monitors hypoxanthine reaction but using  High serum absorbance
(usar Ni+ — inibe a acgdo da 5-NT)™~ A_ffzq"”"'w"‘m 194 10 596, but ac-  —
tion of H:O; coupled 13 NADP forma-
tioa (Equations 59-7 and 59-8)

- . b._NADPH linked

Intervalo de rLferéncia: 0-11 U/L (37°C)

Enzimolo gi a clinica -enzimas com valor diagnéstico e seus métodos de analise

LIPASE (LPS)
= Util no diagnéstico de pancreatite. No entanto os métodos de determinagao

ndo a determinam de forma exacta e reprodutivel.

Determinagao da LPS

Amostra - soro ou fluido duodenal (armazenados a 4°C até serem analisados).
Evitar estar sempre a refrigerar e a degelar.

- normalmente nédo é encontrado na urina.

io da anadlise

Princi PS
triglicerideos — B-monoglicerideo + 2 acidos gordos

A lipase actua apenas sobre a interface estér-agua. Logo os substractos
devem estar sob a forma de emulsées. Uma emulsido ndao adequada permitira
a actuagao\de enzimas nao lipases.

Method nci
Principle Usage Comments
i. };imliar':dor‘ released  Reaction A: Triglyeeride -LES, Mouaoglyceride + 2 fatty acids
tty acids fatty acid + NaOH titration @ neutrality using Used Cherry-Crandali V4
; & +1 tilration @ neutrality usin = cry-Crang
. By e | ;
by i(::c:ol.::(zi with titration of released acids using pH meter to assess Rareiy used Res:iizda pH
. meter accurate
. ] a o =0.01
2. Colorimetric (a) Reaction A with released farty acids reacti i i s
e acting with Spectru i E
® glue dye to form blue complex § 2% Speeim Caonie Rarey used
eaction A with released fatty acids reacting with Cu** jons
i i i ng wi Rarely used
() Reaction A with released farty acids changing e color of pH indica-  Rarely used

tor, methyl red

Intervalo de reféréncia: 2-7,5 U/mL (apds 60 anos aumenta em cerca de 20%)




