3.- ENZIMAS PLASMÁTICOS DE INTERÉS DIAGNÓSTICO


3.1.- TRANSAMINASAS

a) Definición: enzimas que catalizan la reconversión de aminoácidos (aa) en presencia de α–oxoglutarato, para dar α –cetoaminoácidos + L-glutamato.

Equilibran el pool de aa.

*Aspartato-transferasa=ASP=GOT

         AST

L-Asp + α-oxoglutarato ↔ AOA + L-glutamato        AOA:ác oxalacético

*Alanino-transferasa=ALT=GPT




        ALT

L-Ala + α-oxoglutarato ↔ Piruvato + L-glutamato



AST ↑↑↑



       



↑↑↑


ALT 




↓↓↓ 

Gráfica pág 3.2:
 -corazón: ↑ ASP




-hígado: ↑ ASP pero también bastante ALT

b) Aumento de transaminasas

↑10-100 veces:  - IAM(>12h, máx. a 48h, normalizado a 4-5d)

- hepatitis viral

└►útil orientación dolor 

- necrosis hepática  
                   precordial 4-5días 

AST



    - Shock


       duración, pero 

· Hipoxia


       necesario ECG (Q)

No ↑ en angina, ni aneurisma aorta, ni pericarditis.

↑ moderado:       - cirrosis hepática

· ictericia colestática

· metástasis hepática

· enfermedad musculoesquelética (musc tb tiene)

ALT: 
-afectación hepática


- ↑ paralelo a AST

c) Medición

 -2,4-dinitrofenilhidrazina: técnica colorimétrica





   AST

Aspartato + α-oxoglutarato ↔ oxalacetato + glutamato

Oxalacetato +  2,4- dinitrofenilhidrazina ↔  oxal-dinitrofenilhidrazona

└►color a 505nm, directamente proporcional a actividad AST

-Reacciones acopladas a deshidrogenasa para medir:

 *ALT: acoplada a LDH, que trabaja con piruvato

   ALT

L-Ala + α-oxoglutarato ↔ Piruvato + L-glutamato

            LDH

Piruvato + NADH ↔ Lactato +  NAD+
* AST: acoplada a MDH(malatoDH), que trabaja con oxalacetato 

      

   AST

L-Asp + α-oxoglutarato ↔ AOA + L-glutamato




 MDH

Oxalacetato +  NADH ↔ Malato +  NAD+

Y se mide la absorbancia a 340nm (que mide exclusivamente NADH, no NAD+),y conoceremos, indirectamente, la actividad de AST y ALT.


3.2.- LDH



Es una enzima muy abundante, y la última enzima de la glicólisis anaerobia.



Piruvato + NADH + H+ ↔ L-lactato + NAD+



Está presente en la mayoría de los tejidos, siendo abundante en aquellos que tienen una gran glicólisis.



    a)   ↑↑↑LDH: 



b) ↑ LDH es inespecífica, por lo que su aumento aislado es poco valorable, significativo.        ↑ LDH= necrosis , recambio celular.



Ej: leucemia, IAM, hepatitis... → ↑ LDH

c) estructura: 

Al hacer la separación electroforética, vemos que es un tetrámero.

2 genes codifican las subunidades: subunidades H, del corazón






   subunidades M, del hígado, músculo

Y según la asociación de subunidades, tenemos las diferentes isoenzimas

(4 H → H4 = LDH1 : migran rápidamente en el campo electroforético (más hacia el ánodo)
· H3M → LDH2
· H2M2 → LDH3
· HM3 → LDH4
· 4M → M4 → LDH5 (migra hacia el otro lado, hacia el cátodo).

    Todas las formas las podemos encontrar en el plasma.

d) Se distribuyen de forma diferente por los distintos órganos, así :

a. en el corazón predomina la LDH-1

b. en el hígado y músculo predomina la LDH-5

(ver gráfica 14-9 de la pág 3.3)

e) Medición: detección electroforética: NADH

1.- se sumerge una tira  de acetato de celulosa en una solución donde haya piruvato. 

Por la reacción (Piruvato + NADH + H+ ↔ L-lactato + NAD+), desaparece la LDH allí donde hubiera.

a. se incuba la tira

b. se seca

c. se mira por rayos UV: toda la tira de celulosa es fluorescente, pero donde había LDH, es menos fluorescente.

Pero es una técnica muy costosa, y no se usa en la clínica

2.- precipitación de colorante (azul terrazoico): donde había LDH, veremos una mancha.

f) Cambios de LDH sérica e isoenzimas en ciertos estados de enfermedad.

 (ver fig 14.11, pág, 3.4)

	IAM
	H4 ↑

H3M   

	Hepatitis viral aguda
	M4 ↑

H4 ↑

H3M ↑

	Hepatoma
	M4 ↑

	Sepsis
	Desmadre!


Cuando hay fabricación o destrucción de tejido (daño tisular, recambio tisular↑): ↑LDH


(leer tabla 14.3 de pág. 3.4)

¿Cómo saber qué isoenzima de LDH es la que está elevada?

   -hidroxibutirato DH: LDH cardiaca trabaja muy bien con hidroxibutirato, así que la LDH aumentada, reacciona con esta sustancia, será más de corazón (H4): LDH1, LDH2.

  -anticuerpos anti: subunidad M (LDH1)



       subunidad H (LDH5)

g) Rango de referencia: 90-320 U/l

3.3. CREATININ QUINASA  (suele preguntarlo en el examen!!!)


A.- Cataliza  una reacción importante:



Creatina + ATP  ↔ P-creatina + ADP





         └►enlace de alta energía (es una forma de almacenarla)


B.- Localización:





↑↑ CK:


      ↓↓ CK:


C.- Configuración:


      Son dímeros, formados por la asociación de 2 subunidades:



-subunidad B (brain)



-subunidad M (muscle)


    Y forman:

(1) CK-BB→ brain: SNC,  (pulmón, intestino)




En situación normal, solamente existen trazas en el plasma; mientras no haya daño en la BHE, CK-BB no sale.


Luego, 





CK-BB ↑ si :  infarto cerebral





Encefalitis

(2) CK-MM →  musc. esquelético


  




   94% de la actividad CK del plasma es CK-MM

(3) CK-MB → miocardio




 Representa < 6 % de la CK medida en el plasma


D.- Medición:


Separación por electroforesis:  -MM no migra





 
  -MB migra intermedio

- BB se desplaza más rápido hacia ánodo 

- CK-mitocondrial (musc, cerebro, hígado):hacia cátodo


E.- Variaciones niveles CK


↑ CK en afectaciones de:
-músculo esquelético






- cerebro → BB: daño BHE






- miocardio: empieza a ↑ a las 4-8h

└►MB

    6-15h: máx. a las 24h



    ↓  a los 3 días




OJO!!: ↑ en IAM, pero también en:
* isquemia






* angina






* inflamación miocardio









* intervención quirúrg cardiaca

· colapso o shock

· hipotiroidismo



en las enfermedades:    -   IAM






   -    distrofia muscular Duchenne (tb en ♀ portadoras)

· síndrome de aplastamiento

· esfuerzo físico extenuante

· inyección muscular


↓ CK en ↓ actividad: 
-reducción de la masa muscular 





- reposo en cama (encamamiento...)





- tratamiento esteroides





- Hipertiroidismo


F.- Separación de los tipos de CK


      * electroforesis


      * columnas de DEAE celulosa: 



retienen CK-MM y dejan pasar CK-MB→ si >6% de MB: ↑origen cardiaco


      * Anticuerpos antiB: ac precipitante de anti-subunidad B 



(el suero normal no tiene BB. Luego si reacciona a B, será MB)


      * radioinmunoensayo:no hay BB normalmente en suero; sólo se encuentran MM y MB; luego si ↑RIA de B en condiciones normales (no clínica cerebral), es que es de MB.


G.- Rango de referencia: 



hasta 160 U/l




CK-BB: ausente o trazas



CK-MB: 6% → [CK-MB] = 0-10 U/l



CK-MM: 96-94%


(leer tabla 14-4 de pag 3.6)

3.4.- FOSFATASA ALCALINA   (suele preguntarlo en el examen!!!)


A.- Es un grupo enzimático, que hidroliza fosfomonoésteres a pH óptimo de 9-10, para dar alcohol y fósforo.




        O-




        │         FA


H2O + R-O-P-O- ——→ R-OH + H2PO4



        │
        pH>9.0




       OH


B.- Localización


  Está en aquellos tejidos que tengan una importante función absortiva o secretora.



1.- HIGADO: en los canalículos biliares



2.- HUESO: osteoblastos (dependientes de Ca: calcificación)



3.- Riñón: membrana plasmática



4-. Intestino: mem plasmática


C.- Sus sustratos son muy variados.



En el laboratorio se emplea el para-nitro-fenil-fosfato (fenil-P)


D.- Son glicoproteínas

      Su pm es 74.000-92.000 Da. Dependiendo de los grupos glicosilados que contenga.


E.- Isoformas:


    
Renal o biliar (se confunden).... 1



Hepática......................................2



Ósea............................................3



Placentaria...................................4



Intestinal......................................5


Normalmente, tenemos la hepática (2) y la ósea (3), pero en:



-comida/digestión: intestinal(5) (la que menos migra hacia el ánodo)



- embarazo: placentaria (4)



- colestasis: biliar (1)


(ver fig (de electroforesis) en la pág. 3.7)


F.- Tras neuraminidasa, se elevan las FA de:  



-hepática
│

-hueso
│ mismo gen, pero ≠ grupos glicosilación, dependiendo del               



- riñón

│  tejido que proceda (≠ comportamiento electroforético)     


G.- Vida media variable:
* mínima: intestino



* 7 días: hígado


H.- Situaciones ↑ FA


      En situación normal (no embarazo, no comida intestino), FA→ origen: óseo /
   Hepático


      1.- Enfermedades hepáticas que afectan canalículos biliares

 




    -    colestasis (reflujo de la bilis hacia el plasma)

· colangitis

· cirrosis

· carcinoma hepatocelular, si dificulta el drenaje

· carcinoma metastásico en hígado

· pancreatitis aguda

· insuficiencia renal crónica

· sepsis



        2.-  Ósea (generación de hueso)



↑ FA:




    ↓ FA:


(en la pág 3.8 hay unas tablas con más enfermedades donde se afectan los niveles de FA, que se pueden leer, pero aquí he puesto solamente las que él mencionó en clase)


I.- Métodos para diferenciar tipos FA (la ósea de la hepática, fundamentalmente)



(es tedioso)



- electroforesis



- diferenciación por el calor: las dos pierden actividad, pero la ósea más



   Si calentamos a 56ºC durante 10 mins, pierden:
ósea: 90-100% actividad










Hepática: 50% actividad



- tratar con urea (1-2 molar): la ósea es fuertemente inhibida



- inhibición por fenilalanina: si inhibida actividad (hasta 75%) → intestino











           placenta


( se puede consultar la tabla 14.6 de la pág 3.8)


J.- Rango de referencia: 35-100 U/l



(adolescentes y niños 1ºs meses vida: 2-3 x más)



K.- Isoformas



- isoenzima Reagan:
isoestable (60ºC, 35 mins)






en 3-15% de tumores



-isoenzima Nagao:  en cáncer pleural





        en cáncer páncreas

3.5.- FOSFATASA ÁCIDA


A.- Es un grupo de enzimas que cataliza la hidrólisis de ésteres fosfatos a pH óptimo de 4.5 (<7)


B.- Origen



-eritrocitario



- intracelular/lisosomal



- intracelular microsomal



-prostática: 1000x > que en cualquier otro tejido


Por el tejido de procedencia, el orden es:



1º-próstata



2º- hígado



3º- riñón



4º- hematíe; plaquetas



5º- osteoclasto


C.- ↑ FOSFATASA  ÁCIDA



- carcinoma próstata: a veces la ↑ de actividad no es muy manifiesta; sí en las etapas C y D.



- adenoma prostático



- después de tacto prostático



- enfermedad Gaucher: lipoidosis por deficiencia de la enzima β-glucocerebrosidasa (→hepatoespelenomegalia....)



- Hiperparatiroidismo



-mieloma múltiple metastásico



- algunos tipos de leucemias



-policitemia



- trombocitopenias con daño plaquetario (rotura de plaquetas)



D.- Medición



Sustrato medición: para-nitrofenil-fosfato a pH ácido.



Para la forma prostática existe un sustrato especial: monofosfato de finolftaleína: si existe actividad → es de origen prostático


          es inhibido por tartrato.


E.- Rango de referencia: 0.5-1 U/l


F.- En el líquido seminal puede haber ↑ Fosfatasa Ácida: diagnóstico violación si existe en flujo vaginal. 


Dura de 12 a  48h.

3.6.- AMILASA


A.- Función



Hidroliza los enlaces α1→4 de los polímeros de glucosa: tipo almidón










         Amilopeptina



El glucógeno está formado por enlaces α1→4







   Ramificaciones α1→6, cada 6-8 glucosas



La amilopeptina tiene menos ramificaciones: cada 10-14 glucosas.


B.- Configuración



pm relativamente pequeño: 50.000 Da



Necesita Ca para la evacuación.


C.- Localización



-en glucógeno que tomamos de los alimentos



-intracelular: lisosomas



- saliva



- páncreas



- pulmón (intracelular)



- ovario



- hueso



- tiroides


D.- Isoformas:



-salivar:   migra más hacia el ánodo




    no se presenta como una banda, pues, como es una glicoproteína, tiene diferentes bandas: S1, S2, S3, S4



- pancreática (P): migra menos hacia el ánodo (es más lenta)





     subtipos: P1, P2, P3...


E.- Macroamilasemia



Es una isoforma, ligada al Ig: amilasa de ↑↑ pm.



Normalmente, la amilasa pasa por el glomérulo va a la orina.



En la macroamilasemia, no se filtra: presenta niveles en plasma.



No da patología.


F.- Significado clínico



-paperas: salivar



-dolor abdominal: pancreatitis aguda (80%): ↑ sensibilidad


 Si ↑amilasa , sólo 10-15% tenían pancreatitis aguda: ↓ especificidad (40%)
- ruptura embarazo ectópico



- enfermedad glándulas salivares



- carcinoma:
ovario





pulmón





páncreas



No dar importancia a 
↑ amilasa aislada.


G.- Rango de referencia: 25-125 U/l


H.- Método de  medida



No es muy bueno.



Amilopeptina: liberación de glucógeno...



Se miden los cambios en el espectro de absorbancia.

3.7.- LIPASA


A.- Función


      Hidroliza los triacilglicéridos: glicéridos que tiene esterificados ácidos grasos.


      Libera 2 monoglicéridos y 2 ácidos grasos.


B.- Localización



-páncreas exocrino



- estómago



-mucosa intestinal



- lisosomas leucocitarios


C.- Importancia clínica


↑ lipasa en :


 -pancreatitis aguda: diagnóstico:↑lipasa + ↑ amilasa  pancreática: > especificidad


 -intoxicación etanol


 -trauma abdominal


 -edema pancreático


 -hipoxia


D.- Método de medición



Clarificación: emulsión en aceite.


E.- Rango de referencia: 2-7.5 U/l


F.- ↓ pm: 45.000 Da.


      Por su pequeño tamaño, filtra por el riñón, pero no es reabsorbido  por el túbulo: normalmente NO ha lipasa en la orina.

3.8.- γ-GT (γ-glutamiltranspeptidasa)


A.- Función



Utiliza glutation (GSH): tripéptido de γglutámico-cisteina- glicina



El grupo SH es el más potente reductor celular.



En ciertas situaciones, como en el daño hepático, hay ↓ GSH.



γ GT:
-usa un aa del exterior de la célula (membrana) del riñón, hígado...




-coge el GSH intracelular




- transfiere el residuo γglutámico del GSH al aa


- así, forma γglutamilaminoácido, que se hidroliza para liberar aa al interior celular; γGT genera oxoprolia, liberando cisteinil-glicina.


B.- Localización:



-riñón

│



-hígado
│ ricos en GSH



-páncreas
│



- intestino
│


> parte de la γ GT del suero es hepática:  de membranas microsomales







       de canalículos biliares 


(NO se encuentra en miocardio




          músculo esquelético)


C.- SIGNIFICADO CLÍNICO



-afectación hepatobiliar




↑ sensibilidad si colestasis (↑ tb de fosfatasa alcalina): 80-90%



-afectación canalículos: obstrucción biliar; cirrosis biliar



- afectación hepatocelular: hepatitis vírica



- consumo de alcohol



   El metabolismo del alcohol se realiza por:

· alcohol DH

· sistema MEOS (microsomal oxidating system...): induce γ GT 

      └►estatina se metaboliza por sistema MEOS: produce ↑ resaca

3.9.- ALDOLASA


Hay un tipo, el tipo A, que es muscular.


Es mensurable en patología muscular.

3.10.- 5´NEUROTIDASA


Canalículos biliares.

Dijo que en el examen, podía poner preguntas como: origen, reacción que cataliza, significado clínico, de LDH o CK o γ-GT.

Citoplasma hepático


Miocardio 


Músculo esquelético


Riñón


(también en mitocondria)





CITOPL. HEPÁTICO


RIÑÓN





Musc esquelético


corazón





Cerebro


Hematíes


Leucocitos


Músculo


Hígado


Corazón





-MÚSCULO:esquelético(musc recto;abdo)


                      cardiaco


-CEREBRO


-ESTÓMAGO





-hígado


-placenta





 -  Enf Paget: destrucción y formación      constante de hueso (↑ tb la hepática)


Hiperparatiroidismo


Acromegalia


Osteomalacia


Raquitismo


Adolescentes (crecimiento)	│2-3 x↑


1ºs meses de vida		│





hipotiroidismo


escorbuto


hipofosfatemia


cretinismo


kwashiorkhor
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