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A enzimologia clinica veterinaria tem assumido um importante papel nos tempos atuais, principal-
mente no que se refere ao auxilio diagnostico de diversas enfermidades. Este trabalho teve por
objetivo apresentar uma revisao sobre os principais fatores que interferem na determinagao das
enzimas no soro e no plasma e que podem acarretar uma interpretagdo inadequada dos resultados.
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Introducao

valor do estudo das enzimas como auxilio diag-

nostico foi primeiramente demonstrado em

1900, quando a atividade da lipase sérica foi
mmmm determinada para ajudar no diagnostico de do-
enca pancreatica. Desde entdo, a atividade de varias
enzimas € determinada na rotina laboratorial com a
finalidade diagnostica, uma vez que inimeros processos
fisiopatologicos, sobretudo nos que ha lesdo celular,
como pode ser observado nas cardiopatias,
hepatopatias, miopatias, doengas pancreaticas, doen-
¢as Osseas e outras, resultam em um aumento das
atividades enzimaticas no plasma.

A distribuicio das enzimas varia de acordo com
o tecido e uma sele¢io cuidadosa entre dois ou mais
testes deve ser normalmente feita para que a fonte das
enzimas séricas seja precisamente definida.

Algumas enzimas tendem a ser predominantes
em tnico 6rgdo, enquanto outras estdo presentes em
varios 6rgaos. Aquelas presentes em multiplos 6rgaos
tém formas moleculares diferentes e sdo denominadas
de “isoenzimas”, as quais possuem formas fisicamente
distintas, porém com a mesma atividade catalitica. Es-
sas isoenzimas podem ser mensuradas separadamente
por diversas técnicas.

A separagdo da isoenzima ¢ usualmente feita por
eletroforese, entretanto, um desenvolvimento recente de
metodologia de imunoprecipitagdo fornece maior
especificidade e velocidade ao teste. Em virtude de cer-
tas isoenzimas serem unicas ou em maior concentragao
num tecido particular, elas oferecem uma maior sensibi-
lidade diagnostica.

Na pratica, uma enzima esta presente em quan-
tidade elevada no soro ou plasma se sua liberagdo a
partir dos tecidos esta aumentada em fung¢do de uma
lesdo destes. As dosagens enzimaticas no soro devem
corresponder a diversas finalidades — avaliar a exten-
sdo e a gravidade do comprometimento tissular bem
como sua evolugdo e determinar a natureza do 6rgao
lesado.

Extensao e gravidade das lesoes

Uma citodlise libera no soro um conjunto de
enzimas intracelulares. A quantidade de enzimas libera-
das é, a principio, proporcional a massa de células
destruidas e sua distribui¢do reflete o equipamento
enzimatico destas células.

Quando lesoes celulares discretas conduzem a
uma libera¢do aumentada de enzimas no soro, esta tlti-

ma varia de acordo com sua localizagdo celular, como
ocorre com as enzimas soliiveis no citoplasma, que sdo
liberadas mais facilmente que as das organelas
subcelulares.

Enzimas citoplasmaticas sdo geralmente soluveis,
facilmente liberadas e prontamente passam através da
membrana celular. Esta propriedade faz com que elas
sejam sensiveis marcadores diagnosticos. Enzimas
mitocondriais usualmente aparecem no sangue apds uma
lesdo, pois estas estdo ligadas e devem atravessar de 2
a 3 membranas até atingirem a corrente sangiiinea.
Enzimas lisossomais estdo ligadas a granulos
intracelulares e aparecem no sangue sé apos a organela
ser danificada. Enzimas de membrana, por sua vez, nio
sdo solaveis e estdo firmemente ligadas a membrana
celular, sendo geralmente liberadas apos uma leséo se-
vera, entretanto, podem aparecer no sangue apos uma
estimulagdo para 0 aumento na produgao.

Em todos os casos, para uma mesma quantida-
de de enzimas liberadas, a saida das células de
ativadores ou de inibidores ¢ igualmente capaz de mo-
dificar a atividade das enzimas no soro, por isso ndo ha
sempre uma estrita proporcionalidade entre a atividade
enzimatica sérica e a extensdo da zona afetada.

Evolucao das lesoes e origem tissular

As diversas enzimas liberadas por um tecido le-
sado tém diferentes meias-vidas diferentes no soro. Suas
taxas respectivas variam, portanto, no curso da evolu-
¢ao de uma afeccéo. Por exemplo, durante a repara-
¢d0 hepatica as aminotransferases séricas diminuem len-
tamente, enquanto a atividade sérica da fosfatase alca-
lina (FA) na maioria das vezes aumenta até que a
colestase local seja resolvida. Conseqiientemente a FA
¢ usualmente a ultima enzima hepatica a retornar ao
normal nos animais em resolugdo de uma lesdo aguda.

O interesse semioldgico da variagdo de uma
atividade enzimatica no soro baseia-se em grande parte
na possibilidade de, a partir disso. deduzir a natureza
do drgdo ou do tecido lesado. Diversos critérios de-
vem ser considerados na escolha das enzimas a dosar
quando se suspeita da afec¢do de um orgdo: a
especificidade tissular da enzima, a sensibilidade de suas
variagoes e a confiabilidade da dosagem.

Diversos métodos permitem obter uma
especificidade de 6rgdo satisfatoria, como por exem-
plo: a escolha de enzimas especificas de um tecido, o
estudo de enzimas multiplas e o estudo das isoenzimas.

O ideal seria dispor, para cada 6rgdo, de uma
enzima especifica, mas como esta situagio é raramente
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encontrada, a dosagem da atividade das enzimas mais
abundantes em um tecido, pode fornecer resultados
precisos sobre a origem da afeccdo, assim como nos
casos de falta de especificidade para um 6rgdo, uma
segunda enzima pode ser combinada com a primeira
para aumentar o valor diagnodstico. Um exemplo que
pode ser citado € o caso da fosfatase alcalina (FA) sérica
que pode encontrar-se aumentada em doengas 0sseas
e hepaticas. Para confirmar que seu aumento € de ori-
gem hepatica, a alanina aminotransferase (ALT) oua
gama glutamiltransferase (GGT) sdo incluidas no perfil
hepatico. Além disso, a varia¢do das atividades
enzimaticas ndo sdo necessariamente paralelas no tem-
po, podendo-se aproveita-las para o estudo da evolu-
¢do da doenga. No que se refere as isoenzimas, sua
determinag¢do permite melhorar consideravelmente a
especificidade do 6rgdo de uma dosagem enzimatica,
mas alonga geralmente o prazo de obtengao dos resul-
tados, sem falar que estes ndo s@o rotineiramente de-
terminados no laboratorio.

Desenvolvimento do teste enzimatico clinico

Uma enzima para ser valiosa como um auxilio ao
diagnoéstico deve ser dosada de forma rapida e
econdmica e refletir razoavelmente uma alteragéo pa-
toldgica em um tecido, 6rgdo ou grupo de 6rgaos.

A sensibilidade e especificidade diagnostica cli-
nica de uma enzima para uma determinada doenga ou
lesdo devem ser criticamente avaliadas, pois sdo de
extrema importancia para que uma nova metodologia
enzimatica tenha credibilidade.

Uma vez que as enzimas citoplasmaticas este-
jam livres na célula e no fluido extracelular, plasma,
fluido cerebroespinhal, urina ou leite, suas atividades
podem ser mensuradas como um indice de integrida-
de celular. Entretanto, esta afirmagdo ndo ¢ verda-
deira para as enzimas ligadas a membrana, tais como
a GGT e FA, cujas atividades plasmaticas podem es-
tar alteradas sem uma perda de integridade da
célula.

Para ser de valor diagnostico, a enzima sérica
deve ter mais do que alta especificidade tissular. Varia-
veis a serem consideradas quando determinado o valor
diagnostico de uma enzima sdo o limite de referéncia da
atividade individual dentro da populagdo referencial. a
localizagdo anatomica da célula, a localiza¢@o da enzima
na célula, a massa total do tecido ou tipo celulare a
meia-vida plasméatica. Um amplo limite na referéncia da
atividade enzimatica plasmatica ou sérica de uma po-
pulagdo. tal como a FA sérica em ruminantes, torna di-

ficil determinar quando um valor do individuo torna-se
anormal, diminuindo, assim, a sensibilidade do teste.

Fatores que afetam a atividade enzimatica

A atividade enzimatica intracelular € usualmente
1000 vezes maior que no soro. A atividade sérica nor-
mal provavelmente reflete um balango entre a morte
celular fisiologica (liberagdo) e a degradagao/inativagio
pelo sistema monofagocitico ou, menos comumente, a
excrecdo. A regeneragdo celular pode também contri-
buir para a atividade enzimatica no soro.

Quando ha uma lesao tecidual ocorre um aumento
na liberagdo de algumas enzimas. A magnitude deste
aumento esta na dependéncia de varios fatores como
por exemplo: a concentragdo tecidual da enzima (que
varia com o tipo de tecido e entre as espécies), a loca-
lizagdo celular da enzima, a amplitude do dano tecidual,
o tipo de lesdo e a taxa de remogao enzimatica pelo soro.

A lesdo pode variar desde uma morte celular
completa (dano as membranas e organelas) até distur-
bios metabolicos sem alteragdes celulares visiveis mi-
croscopicamente. Por exemplo, em caso de anemia
aguda ou faléncia cardiaca, a anoxia pode causar
exocitose ou formag¢do, na membrana, de vesiculas,
cujas enzimas citosolicas sdo langadas no plasma
circunvizinho, o que mantém a célula viavel.

A maioria das elevagdes das enzimas no soro
parecem ser resultado de um aumento da liberagdo. da
concentragdo enzimatica tecidual, seguido por um au-
mento na produgdo durante um processo reparativo,
contribuindo para a elevagdo da atividade enzimatica.
Entretanto, certas enzimas como a FA hepaticae a GGT
estdo presentes em muito baixas concentragoes
teciduais. A elevagdo destas enzimas no soro esta as-
sociada com um aumento da sintese secundaria a um
estimulo. Existem dois estimulos mais comumente en-
volvidos na indugdo da sintese enzimatica: o desequilibrio
do fluxo biliar e algumas substancias como hormdnios e
drogas.

As reagdes enzimaticas podem ainda ser afetadas
por inimeros fatores como temperatura, pH, concen-
tracao do substrato, cofatores, inibidores e estabilida-
de do reagente. Conseqiientemente, o valor da atividade
enzimatica no soro pode variar entre testes laboratoriais
da mesma amostra.

A determinagdo dos valores de referéncia para
cada enzima deve ser feito por todo laboratorio. Even-
tualmente, o valor de referéncia deve ser avaliado peri-
odicamente, porque o laboratério pode mudar a
metodologia.
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Costicosteroéides el LTt Horménios
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Fenitoina i ik Teofilina U
' Primidona i T i Tiacetarsamida i b S

Fonte: reproduzido em parte de Meyer & Harvey (1998)

mudanga variavel, dependendo da metodologia.

T, valor aumentado devido a alteracdes fisiologicas; ¥ , valor diminuido devido a alteragdes
fisiologicas; ¥, valor diminuido devido a interferéncia, com alteragoes na metodologia ou coleta; v,

Quadro 1 - Efeito de drogas ¢ horménios na determinagdo de enzimas no soro ¢ plasma.

Uma historia clinica completa € essencial para
interpretar os valores do laboratério porque muitas dro-
gas (Quadro 1) sdo causas de alteragdes na atividade
daenzima.

Cuidados com a colheita
e metodologias empregadas

A colheita deve ser tio estéril quanto possivel
para evitar uma eventual contaminag@o das amostras
por microorganismos. A dosagem deve ser efetuada o
mais rapidamente, para evitar a perda de atividade por
desnaturag¢do no curso da conservagdo. A presenca de
ativadores ou de inibidores pode influenciar fortemente
as atividades enzimaticas, por isso € indispensavel utili-
zar materiais de vidro muito limpos. As dosagens
enzimaticas podem ser realizadas no soro ou no plas-
ma, de acordo com a enzima requerida.

Os frascos de colheita de plastico e vidro devem
ser bem limpos. Detergentes interferem em muitos tes-
tes e s6 uma perfeita lavagem pode diminuir-lhes o resi-
duo de maneira que nao venha a interferir com o teste.
Sempre que possivel frascos de colheita acessiveis co-
mercialmente sdo recomendados.

Uma boa técnica deve ser tdo simples quanto
possivel, no que se refere a economia de tempo e de
pessoal. Ela deve ser precisa, a fim de que, em primeiro
lugar, a técnica escolhida ofere¢a 0 minimo de erros e,
em segundo lugar, leve em conta, na interpretacdo do
resultado, a margem de erro. Ela deve ser sensivel, isto
¢, se for aplicada varias vezes na mesma amostra, even-
tualmente em diversos dias consecutivos, deve forne-
cer um resultado sendo idéntico, pelo menos compre-
endido dentro de certos limites definidos. O método
deve ser exato, isto ¢, o resultado encontrado em um
laboratorio deve ser idéntico (nos limites do desvio-
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padrdo) aos resultados encontrados em outros
laboratorios. Enfim, o método deve ser especifi-
co, ou seja, ele deve permitir dosar somente o
composto visado, sem interferéncia de outras mo-
léculas.

Lipemia T e A
Qualidade da amostra Hemolise LI LI fplnn
) _ . Ictericia el 7 v
Muitas enzimas requerem ions metalicos [qo 0o a
para sua atividade maxima, por isso o plasma — =
contendo anticoagulantes quelantes como o |Anmais imaturos LIS il
EDTA, o citrato ou o oxalato sdo inadequados | Envelhecimento (3-12 anos) !
para estes testes. Em alguns procedimentos 0 |anticoagulantes B
plasma heparinizado pode ser u;ado, ent.re':tant?, EDTA n slululy
recomenda-se, em caso de divida, a utilizagdo
do soro sangiiineo. Y Y AR | Y
Algumas enzimas sdo muito estaveisatem-  Citrato i} bjujuju
peratura ambiente. A refrigeracdo e o congela- | Fiyoreto U R
mento preservam muitas enzimas, mas outras dete- . | M

rioram quando congeladas, pois este procedimen- il o . [ |
~ . . Fonte: reproduzido em parte de Meyer & Harvey (1998) T, valor aumentado devido a alteragdes
tO resulta cmuma COHC@DU'aQaO de saisecnzimas € fisiologicas; 1, valor diminuido devido a alteragdes fisiologicas; f1, valor aumentado devido a interferéncia
3 1 o 1di = com alteragdes na metodologia ou coleta; U, valor diminuido devido 4 interferéncia com alteragdes na
desagr ega@ao de algumas llga@oe‘s P eptldlcas fra metodologia ou coleta; v, mudanga varidvel, dependendo da metodologia; * se lactente
cas. Vale ressaltar que a estabilidade de uma

enzima em uma espécie nio significa necessaria-

Quadro 2 - Efeitos de varios fatores na determinagdo das enzimas no soro e

mente sua estabilidade em outra espécie. AR

A hemolise, a lipemia, além de outros compos-  zem a qualidade dos exames laboratoriais, destacam-
tos, podem interferir com a dosagem enzimatica, resul-  se: a pureza dos reagentes, a exatiddo dos padrdes, a
tando em elevag@o ou diminuigio de suaatividade (Qua- ~ precisdo da aparelhagem, a limpeza do material, a
dro 2). Em alguns casos, a hemdlise resulta em libera-  calibragdo dos aparelhos, a pericia técnica dos analis-

¢do de enzimas eritrocitarias no soro. Leucdcitos e tas e a utilizagdo de calculos apropriados.
hemacias devem ser separados do soro tio ra-
pidamente quanto possivel, em razio destas cé-
lulas, quando hipoglicémicas, liberarem lactato
desidrogenase (LDH) e aspartato

aminotransferase (AST) no soro, mesmo antes | g-Amiase Tamparauraambslents 8 100
de hemolise aparente. A lipemia pode causar uma Fcisatiosiinese | Tesporsiun ambiens v i
falsa diminui¢do ou aumento na atividade | Conpetila : e
enzimética como resultado de uma interferéncia | gy amato desigrogenase | Temperatura ambiente 2 60
com o método utilizado, uma vez que este com- s 5 -
posto compromete a refragdo natural da luz. ' Aspartato aminotransferase | Temperatura ambiente 4 90

: Cog-;egda g gg

cont")le de qua“dade dos exames ‘ Alanina aminotran;fe;ase fTemperaéi‘a‘;:ambienté g ;g
Congelada 8 31
O controle de qualidade e seguranga na | - Lactato desidrogenase Tompaiture b B 74-88
enzimologia clinica sdo parte dos planos de ad- | Ceriitats 8 81
ministragdo de qualidade total e procedimentos  Fosfatase acalina | Temperatura ambiente 8 1
de um laboratorio e difere pouco de outras par- Conanieds ; &
tes dO laborat(')rio. ‘ Sorbitol desi&i‘ow\T T : Esr;écie de;penden@ é 7'1
Os responsaveis pelo laboratorio devem | B A it
; Fonte: Kancko et al. (1997)

considerar todos os fatores que determinam a
qualidade do servigo. Dentre os fatores que fa- Quadro 3 - Estabilidade das enzimas no soro.
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A negligéncia de qualquer um destes fatores
afetara a marcha da andlise e o resultado final. A fide-
dignidade da informag@o que o laboratodrio fornece ao
clinico depende ainda de outra série de fatores que in-

cluem as manipulagdes, a capacidade profissional do
pessoal, as condigdes de colheita, a estocagem (Qua-
dro 3) e estabilizagido das amostras, o seu transporte, o
preparo do material, dentre outros.

The veterinary clinical enzymology has become an important tool for clinicians, aiding in the diagnosis

of several diseases. The objective of this paper was to review the main factors affecting plasma or
serum enzyme determinations which could lead to results misinterpretation.

Key words: Veterinary clinical enzymology. Chemistry profile. Veterinary clinical pathology. Artifacts.

La enzimologia clinica veterinaria ha adoptado un importante papel en los tiempos actuales, princi-
palmente en lo que se refiere al auxilio diagnostico de diversas enfermedades. Este trabajo tuvo por
objeto presentar una revision sobre los principales factores que interfieren en las determinaciones
de las enzimas en el suero y en el plasma y que pueden acarrear una interpretacion inadecuada de
los resultados.

Palabras clave: Enzimologia clinica veterinaria. Bioquimica. Patologia clinica veterinaria. Artefac-
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