'UFF Universidade Eederal Fluminense

Departamento de Biologia Celular e Molecular

Projeto: Desenvolvimento de Casos Clinicos para
Aplicacao no Ensino de Biologia Celular e
Molecular para Medicina

Tema: Enzimas no Diagnostico Clinico

Monitora: Marcelle da Costa Frickmann, Monigue Martins
Jordao

Orientadores: Profas. Lidia Maria da Fonte Amorim e
Patricia Burth




Enzimas no Diagn o6stico Cl inico

» Conceltos
e Enzimas
e |[soenzimas

» Infarto Agudo do Miocardio (IAM)
 Enzimas do |IAM
|. Lactato Desidrogenase(LDH)
II. Creatina Quinase(CK)
e Troponinas

» Metodos de Separacao de Isoenzimas
» Eletroforese
e Imunoinibicao




Enzimas

S&o proteinas que catalisam reacoes, com excecao de alguns RNAs

As enzimas aceleram a velocidade de uma reacao, diminuindo a
energia de ativacao.

LEGENDA:
ENERGIA




|soenzimas

Sé&o enzimas que diferem na sequéncia de aminoacidos, porem catalisam
a mesma reacao

Caracteristicas:
Sao tecido-especificas

Apresentam nivel sérico determinado pela lise celular

Diagnostico Laboratorial de Dosagem
de Isoenzimas

Apresentam comportamento eletroforéetico diferenciado




Metodos de Separa cao de Isoenzimas

> Eletroforese:

Metodologia bastante
precisa que, através da
utilizacdo de um campo
elétrico, promove a separacao
das isoenzimas, levando em
conta a carga elétrica e peso
molecular das isoenzimas.

»Imunoinibicao:

Fonte: Berg, Jeremy & Tymoczko, John & Stryer, Lumbert.
Bioquimica - 5° edicao

Consiste na inibicao das unidades M da creatino quinase (CK)
com um anticorpo anti M e dosagem posterior da fracao B da MB
circulante, uma vez que a fracdo BB predomina no cérebro, sendo
contida pelas meninges desde que estejam integras. As subunidades M
sao inibidas por um anticorpo especifico que nao afeta as subunidades B.




Infarto Agudo do Mioc ardio
(IAM)

O Infarto Agudo do -
aca de
Miocardio (IAM) ocorre Ateroma
como consequéncia de
uma diminuicéao no
suprimento sanguineo
em um determinado
local do tecido cardiaco,
devido a oclusao de
uma coronaria que
) . Coronaria
vasculariza essa regiao. | pireita
Tal fato, ocorre em
funcé&o da formacao de
Placas de Ateroma ou
Trombos.

Coagulo
Sanguineo




Lactato Desidrogenase (LDH)

Esta enzima catalisa a seguinte reacao:

| Lo ) . |
J NADH + H*
\ NAD"
—Z‘— .
Lactato
Desidrogenase

Caracteristicas:

Possui 5 isoenzimas, cada uma com quatro cadeias, formadas por combinacdes
diferentes de cadeias: H ou M




Isoenzimas Tecidos de Origem

HHHH

(migracdo mais rapida)

LDH -1 Coracao, hemacias e rins

Coracéo e sistema reticulo

LDH - 2
HHHM endotelial

LDH - 3 HHMM Pulmdes e outros tecidos

Placenta, pancreas
LDH - 4 HMMM , pancrea
e musculo esquelético

| LDH - 5 MMMM Figado e musculo
(migracéo mais lenta) esquelético

No |AM:

T moderada da LDH 1 e 1 da LDH2 1% horas apos o infarto

pico 48 — 72h

Niveis normais 10 a 14 dias




LDH from
cells
expressing
both the A
and the B
genes
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Creatina Quinase (CK)

Esta enzima catalisa a seguinte reacao:

Creatina + ATP = Creatina —|[g}+ ADP

Caracteristicas:

Possui 3 isoenzimas, cada uma formada por duas cadeias (B e M
em combinacgoes diferentes)

A Isoenzima CK-MB é encontrada predominantemente no miocardio;




lsoenzima

Tecidos de Origem

CK - BB

(migracdo mais
rapida)

| cK-1

Cérebro e Pulmao

| cK-2 CK — MB

Miocardio

CK-MM

(migracdo mais lenta)

| cK-3

Musculos esqueléticos e
Miocardio

No |AM:

f CK-MB dentro de 3-6h

valor maximo 12 — 24h

normal 24 — 48h (caso n&o ocorra um novo I1AM)




—m— CK-MB
—O— LDH-1
| —&— TGO total

/A

Atividade enzimatica

Dias apos a dor

Figura 4.1. Modelo tipico de alteracbes na atividade
enzimatica apos infarto do miocardio




Troponinas (Tn)

S&ao proteinas presentes nas ceélulas musculares do aparelho miofibrilar
do sarcomero, formando o Complexo Troponina

Actina  Troponina Tropomiosina
| .

Troponinas T,C e |

Fonte: Bruce Alberts, Alexander Johnson, Julian Lewis, Martin
Raff, Keith Roberts e Peter Walter Biologia Molecular da célula/,
trad. Ana Beatriz da Veiga et al — 4 °ed. — Porto Alegre: Artmed,

2004

Caracteristicas:
v'A TnTc e a Tnlc sado especificas da lesédo do miocardio, pois

diferem das troponinas T e | do musculo esquelético pela
sequéncia de aminoacidos;
v Aparecem de 6 a 18 h apés o infarto.




1. Caso Clinico

»Enzimas no Diagndstico Clinico:

Um operario de 29 anos sentiu uma dor toradcica ao manejar uma
ferramenta de trabalho. A intensidade da dor era moderada e ele achou que
tinha condicbes de continuar a trabalhar. Ao longo do dia comecou a sentir uma
dor aguda ao respirar e uma sensacao de aperto na parte anterior do peito.
Como nao melhorava, ao final do segundo dia o operario foi levado a
emergéncia de um hospital proximo e internado apés um breve exame. Os
resultados do eletrocardiograma e do raio-X de torax foram normais. NO

entanto, o0 exame de sangue mostrou um nivel elevado da enzima lactato
desidrogenase (LDH) no plasma (400UI/L). O nivel de LDH plasmatico
permaneceu acima da normalidade nos quatro dias subsequentes. Nao ocorreu
nenhum outro problema fisico ou laboratorial e a dor toracica regrediu aos
poucos, mediante repouso. A elevacao da atividade da LDH no plasma do
paciente justificou a analise do seu padrao de isoenzimas. Essa analise indicou
um aumento das isoenzimas M4 e HM3.

Para que nao restassem duvidas sobre a origem da lesdo analisou-se a
presenca no sangue de uma outra enzima, a creatina quinase (CK). Os
resultados do paciente mostraram um aumento da CK total no plasma, em
funcao da elevacao da isoenzima MM.




v Questdes:

. Quais seriam os diagnosticos possiveis para 0 quadro apresentado
pelo paciente?
2. Expligue o que séo isoenzimas sob o ponto de vista estrutural e
cinético.
3. Estabelecer a relacédo existente entre as isoenzimas da LDH com os
seus tecidos de origem.

4. Estabelecer a relac&o existente entre as isoenzimas da CK com seus
tecidos de origem.

5. Por que a andlise das isoenzimas da CK foi necessaria para um
diagnostico mais preciso? Por que apenas a analise das
iIsoenzimas da LDH nao foi suficiente?

. Explique que cuidados devem ser tomados ao se colher amostras de
sangue para as dosagens enzimaticas.

Com base nos sintomas e nas dosagens enzimaticas faca o
diagnostico do que ocorreu no paciente.




1. Caso Clinico

»Enzimas no Diagndstico Clinico:

Um homem de meia-idade, obeso, foi levado a sala de
emergéncia apos um acidente automobilistico. O paciente afirmou
gue estivera com falta de ar e um pouco tonto, logo antes da batida.
O exame fisico sugeria ou um acidente vascular cerebral (ACV) ou
um infarto do miocardio. O paciente foi internado para observacao e
amostras de sangue para a dosagem da creatina quinase e outras
enzimas foram colhidas periodicamente.

v Questoes:

1. Qual seria o proposito de dosar a creatina quinase varias
vezes durante a internacao?

2. Como as isoenzimas da creatina quinase poderiam ser
separadas”?

3. Qual é a relacdo da concentracdo da creatina quinase no
sangue e a extensao da lesao tecidual?
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