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NOGCOES GERAIS DE
BIOSSEGURANGA E BOAS
PRATICAS EM LABORATORIOS

Il
FUNDAMENTOS TEORICOS:
Esta aula tem por objetivo apresentar nogdes gerais de biosseguranga para que o
trabalho realizado em laboratérios da drea da salde, particularmente os de bioquimica,
seja realizado com o méximo de seguranga.
Define-se biosseguranga o conjunto de agdes voltadas para a prevengdo, minimizagdo ou
eliminagdo de riscos referentes as atividade de pesquisa, produgdo, ensino,
desenvolvimento tecnologico e prestagdo de servigos, que podem comprometer o
integridade do estado geral de satde normal do homem, dos animais e do meio
ambiente, assim como a qualidade dos trabalhos desenvolvidos (Ribeiro, Guimardes,
2017).
O trabalho em laboratérios de salde expde os trabalhadores a riscos especificos da sua
atividade. Estes riscos sdo classificados em cinco grupos principais: Risco de Acidente,
Ergondmico, Fisico, Quimico e Bioldgico (santos et al, 2013).
As regras gerais de seguranga em laboratério envolvem: hdbitos de higiene pessoal,
proibigdes na drea laboratorial, a utilizagdo de Ficha de Informagdes de Seguranga de
Produto Quimico — FISPQ, para cada reagente utilizado nos seus ensaios além do uso de
Equipamentos de Protegdo Individual (EPI).

HIGIENE PESSOAL:

+ Cabelos longos devem ser mantidos presos durante os trabalhos;

« As unhas devem estar limpas e ndo ultrapassar a ponta dos dedos;
- Deve-se usar exclusivamente calgados fechados;

+ Se possivel, ndo usar lentes de contato.

PROIBIQGES NA AREA LABORATORIAL:

« Pipetar com a boca;

« Comer, beber ou fumar;

« Armazenar alimentos;

« Utilizar equipamentos da drea analitica para aquecer alimentos;
« Manter objetos pessoais, bolsas ou roupas;

RISCO QUIMICO:

Todo laboratdrio deve manter Ficha de Informagdes de Seguranga de
Produto Quimico — FISPQ que deverd informar, para cada reagente utilizado,
no mMinimo:

« As medidas de protec¢do: coletiva, individual;
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« As caracteristicas do produto: usos, propriedades fisicas e quimicas,
formas de estocagem;

« Os riscos: toxicologia, incéndio e/ou explosdo:;

« Informagodes para o descarte seguro.

EQUIPAMENTOS DE PROTEGAO INDIVIDUAL (eP1):

+ Avental: de mangas longas, com eldstico na extremidade. O fechamento
é frontal, com botdes, preferencialmente de pressdo. Confeccionado em
tecido de algoddo, ndo inflamdavel com comprimento abaixo dos joelhos.
Que deve ser usado permanentemente fechado.

- Oculos de seguranga e/ou escudo facial: séo usados em todas as
atividades que possam produzir salpicos, respingos e aerossois, projegdo
de estilhacos pela quebra de materiais que envolvam risco quimico ou
biolégico, ou quando hé exposicdo a radiagdes perigosas (por ex. luz
ultra-violeta).

« Mdscaras: sdo usadas as do tipo cirdrgico, sem sistema de filtro, para
prote¢gdo do aparelho respiratorio no manuseio de material biolégico,
dependendo da sua classe de risco, assim como para protegdo do
produto que estd sendo manuseado.

+ Luvas: sdo de uso obrigatdrio na manipulagdo de qualguer material
biolégico ou produto quimico. S&o fabricadas em diferentes materiais para
atender as diversas atividades laboratoriais.
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ELABORAGCAO DO RELATORIO

IMPORTANCIA:

Apds o término de cada aula prdtica, os alunos deverdo elaborar um relatorio referente &
atividade desenvolvida.

CONSTITUINTES DO RELATORIO:

| - Introducdo: Elaborada a partir de pesquisa bibliogrdfica sobre o
contetdo que foi abordado na aula. As buscas devem ser realizadas a
partir da consulta de livros, publicagoes cientificas e sites confidveis na
internet.

Il - Objetivos: Deve conter o que se pretendeu com a aula desenvolvida.

Il - Materiais e métodos: Nesse item, o foco & dado d metodologia
aplicada e a todos os equipamentos, reagentes e instrumentos utilizados
para a realizagdo da aula.

E importante frisar que o roteiro da aula ndo deve ser copiado na integra e
deve servir apenas como uma forma de orientagdo. Outro ponto
fundamental é escrever os materiais € métodos de maneira que qualquer
pessoa possa realizar a atividade novamente utilizando a explicagdo como
guia.

IV - Resultados e discuss@o: Nesse item, deverd conter todos os resultados
obtidos na aula, fazendo uma relagdo com o conhecimento tedrico
adquirido.

Podem ser inseridos grdficos, figuras e esquema para ilustrar os resultados
obtidos.

V - Conclus@o: Descrigdo do aprendizado promovido com a realizagdo da
aula. As conclusdes ndo devem ser copias de informagdes obtidas na
bibliografia consultada e sim, elaboradas pelos proprios alunos do grupo.
VI - Bibliografia: Consiste em descrever, a partir de regras determinadas
pela a Associagdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) com ou sem
modificagdes, todo material bibliogrdfico usado para a confecgdo do
relatorio.
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Abaixo, seguem exemplos de como elaborar a bibliografia consultada.

« Livro:

NOME DO(S) AUTOR(ES) Titulo da obra. Edigdo. Local da Publicagéo: Nome
da Editora, Ano da publicagdo nimero de pdginas ou volume da obra.
Exemplo:

NELSON, D. L.; COX, M. M.; LEHNINGER, A. Principios de Bioquimica. 5a Ed. Sdo
Paulo: Sarvier, 2011.

* Artigos de revista:

AUTOR (ES) DO ARTIGO. Titulo do artigo. Titulo do periédico em destaque,
Local de publicagdo (cidade), n.° do volume, n.° do fasciculo, paginas
inicial-final, més (abreviado), ano.

Exemplo:

COSTA, M.AF. Qualidade e Biosseguranga: uma necessidade de
integracdo. Revista Biotecnologia, N.4, jcn/fev, 32-33,1998.

« Documento eletrénico:

AUTOR (ES) DO ARTIGO. Titulo do artigo — ano da publicagdo. Disponivel
em: Home page da publicagdo do artigo. Acesso em: data de acesso
Exemplo:

Santos, AP.S.AS. (Coord) et al. BIOQUIMICA PRATICA. Protocolos para
andlise de biomoléculas e exercicios complementares - 2013.

<http:/ /www.repositorio.ufma.br:8080> /jspui/ bitstream/1/ 445> Acesso
em: 06 mar. 2023.
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INSTRUMENTAC}AO PARA USO
DO LABORATORIO

OBJETIVO:

Treinar transferir pequenos volumes com precisdo: técnica de pipetagem.

PROCEDIMENTO:

A)PIPETAGENS:

« Procure identificar as pipetas de diferentes capacidades de graduagdo
(1,2,5e10ml).

« Faga entdo os exercicios seguintes comegando com uma pipeta
graduada de 10 ml.

« Introduza a extremidade inferior da pipeta num béquer contendo dgua.
+ Aspire até que o nivel da solugdo ultrapasse o trago superior da aferigdo.
« Diminua a pressdo exercida pelo pipetador sobre a pipeta de modo a
deixar cair o liquido gota a gota, até que a parte inferior do menisco
coincida com o volume desejado, & altura de seus olhos.

« Com pipetas de 10 ml, acertado o zero, comece a escoar lentamente
volumes variaveis (10 ml, 8 ml, 7 ml, 4 ml) ajustando cada vez a parte
inferior do menisco com o volume desejado.

B)ACURACIA

* Meca 100 ml de dgua em uma proveta, transfira para: um béquer e um
erlenmeyer, confira os volumes medidos. Vocé detectou alguma diferenga
nas medicdes?

C)MICROPIPETA
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PRATICA DE LABORATORIO
DETERMINAGAO SEMI-
QUALITATIVA DE ACUCARES
REDUTORES

PRINCIiPIO:

Reacdo de Benedict

Utilizada para identificagéo de carboidratos redutores. fons de metais (Cobre,
Prata, Ferro, Mercdrio, entre outros) s@o reduzidos por grupos aldeidos ou
cetonicos livres de varios carboidratos.

Colocando-se Hidroxido de Cobre Il - Cu(OH)2 , de cor azul, em meio alcalino,
forma-se uma suspensdo que, sob aquecimento, se precipita como Oxido de
Cobre Il - CuO de cor preta. Mas se compostos redutores forem
acrescentados & suspensdo, o Cu(OH), é reduzido a Cu20, que se precipita e
cuja cor se situa entre o amarelo e o vermelho. As reagdes abaixo mostram o
que ocorre com o Cu(OH)2, na presenga e na auséncia de agentes redutores,
em meio alcalino e a quente.

Auséncia de composto redutor:

cu(oH)2 Meio Alcalino Cuwo ., ho

(azul) (preto)
Aguecimento

Presenga de composto redutor:

cu(OoH)2 Meio Alcalino CwO |, Ho
(azul)

Aquecimento (amarelo/
vermelho)

Como ndo é prdtico utilizar uma suspensdo de Cu2+, e também para evitar
gue o CuO (preto) mascare o resultado da reagdo, acrescenta-se ao meio
da reagdo um composto orgdnico solubilizador que, em meio alcalino
adequado, reage com os fons metdlicos, formando um complexo idnico
sollvel. Este complexo se dissocia em grau suficiente para que haja, no
meio da reacdo, ions metdlicos disponiveis para se reduzirem. No caso do
Reagente de Felihling, emprega-se CuSO4 4 2%, solubilizado por Tartarato de
Na+ e de K+ 10%, dissolvido em NaOH 2M; no caso de Reagente de Benedict
(qualitativo), emprega-se CusO4 & 2% solubilizado por Citrato de Na+ 20%,
dissolvidos em Na2CO3 2M.
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Os testes de carboidratos redutores s¢o positivos para compostos com
grupamentos -OH glicosidico livre, mas negativos para polimeros de
cadeias longas. Assim, amido ndo dd reagdo positiva, a ndo ser apds a sua
hidrdlise, e a reagdo € tanto mais positiva quanto maior a extensdo da
hidrolise.

Até alguns anos atrds, o teste de substdncias redutoras, sobretudo da uring,
era empregado no diagnostico de pacientes diabéticos, ou suspeito de sé-
lo, de modo rotineiro. Atualmente, hd testes mais sensiveis para dosagem
répida de glicose, baseadas em ensaio enzimatico (glicofita/glicose-
oxidase) e que s@o muito mais praticos, por ndo exigirem a disponibilidade
dos reagentes mencionados.

OBJETIVO:
Determinagdo semi-qualitativa de aglcares redutores

PROCEDIMENTO:

Identificagdo de substdncias redutoras com Reagente de Benedict
(qualitativo)

Preparar 9 tubos de ensaio:

Tubo Amostra Volume Rquer.mte Resultado
Benedict
1 Agua ml
2 Glicose 0,M Iml
3 Arabinose 0,]M Iml
4 Sacarose 0,]M Iml
5 Lactose 0,M Iml
6 Sacarose Invertida Iml
7 Amido 0,1% Iml
8 Urina humana (A) ml
9 Urina humana (B) Iml

A Sacarose Invertida do tubo 6 é obtida pela adigdo de 1,0 mL de HCI
concentrado em 1,0 mL de sacarose, aquecidos em chama direta com
agitagdo constante por aproximadamente 1 minuto, tomando todos os
cuidados necessarios.

U?
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1. Colocar o Tubo 1 em banho maria fervente durante 5 minutos. Observar se
houve alguma mudanga de coloragdio no BRANCO, o que indica
deterioragdo ou contaminagdo do reativo por substancias redutoras. Caso
isto ocorra, despreze o produto.

2. Aquecer todos os demais tubos durante 5 minutos.

3. Anotar os resultados obtidos (se positivo, numa escala de 1 a 4 cruzes, +
a ++++), comparando com o Tubo 1 (controle). Explique os resultados.

INTERPRETAGAO:

Caso a urina contenha glicose numa concentragdo superior a 80
mg/100mL, o reativo mudard de cor. Conforme a coloragéo obtida pode-se
ter uma idéia aproximada do teor de glicose presente na urina:

¢ Solugdo azul limpida: zero de glicose

e Solug@o com precipitado esverdeado: 100 a 500 mg/100mL; (+)

e Solug@o com precipitado amarelo: 500 a 1.400 mg/100mL; (++)

e Solug@o com precipitado alaranjado: 1.400 a 2.000 mg/100mL; (+++)

e Solug&o com precipitado vermelho tijolo: mais de 2.000 mg/100mL;
(++++)

U?
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PRATICA DE LABORATORIO
DETERMINAGAO PLASMATICA
DA GLICOSE

A concentragdo plasmdtica da glicose tem grande import&ncia clinica no manejo do
Diabetes Mellitus (DM), haja vista que se trata de uma doenga de alta incidéncia no Brasil,
acometendo cerca de 5 milhdes de individuos, segundo estimativas, e desses, metade
desconhece o diagnéstico. (1. PRADO, C. F.; RAMOS, J.; DO VALLE, R. Atualizagéo terapéutica.
s&o Paulo: Liv. Ed. Artes Médicas, p. 1820, 2003.).

- METODOLOGIA:
MONTAGEM DA BANCADA: ORTO-TOLUIDINA

A glicose reage com a Orto-
toluidina em meio acético e por
agdo do calor dd lugar a uma
mistura em equilibrio de glicosil
Orto-toluidina e a correspondente
base de Shiff.

A intensidade do produto verde
formado é medida por
espectrofotometria em 630nm e
corresponde a concentragdo de
glicose no material dosado.

Dispor em cada bancada:

+ 6 tubos de ensaio médio

« 1 suporte para tubos

» Pegador de tubos

- I micropipeta de 1000pL (para o
reagente de cor)

« I micropipeta de até 200pL
+ Ponteiras azuis

« Ponteiras amarelas

« Descarte para ponteiras

« 1 tela Amianto

1 Tripé

- 2 Béqueres de 250ml (1 para AMOSTRA DO PLASMA:
ferver e 1 para esfrior) O sangue deve ser colhido com

+ 1 caneta para escrever em vidro anticoagulante, EDTA-fluoretado (10
« Luvas g/dL-1 gota/5mL de sangue) e com
« Papel toalha O paciente em jejum.

« Cronbmetro

Dispor para uso comum:
« Fosforo

« Espectrofotdmetro

« Amostras de plasma

REAGENTES:

a) Solugéo Benzéica:

Dissolver g de dacido Benzdico em
300 mL de dgua destilada quente.

U:
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b)Solucéo padréo de Glicose 100
mg/100 mL:

Pesar 1,0 g de glicose pura, anidra e
colocar em um baldo volumétrico
de 1000 ml. Transferir a solucdo
benzdica para o baldo volumétrico,
adicionar 400 ml de adgua destilada,
esfriar e completar o volume para
1000 mL. Esta solugdo conserva-se
indefinidamente.

c)Reativo Cromogeénico:

Acido acético glacial --- 940 ml
Orto-toluidina -------- 60 ml
Tiouréia ——------------- 159

PROCEDIMENTOS:

Conforme a tabela apresentada
abaixo, adicione em 4 tubos de
ensaqio:

-Misturar bem os tubos de ensaio
com as substdncias e colocar em
banho de dgua fervente durante 5
minutos. Apds isso, passar para
esfriar em banho de agua fria
durante 3 minutos.

-Determinar as absorbdncias das
amostras e do padrdo com
comprimento de onda em 630 nm
(filtro vermelho) acertando o zero
com o branco.

\
Observagégo: E importante o emprego de orto-toluidina 1
incolor. A adigdo de tiouréia como antioxidante confere ao |
. o I
reativo uma cor ligeiramente amarelada. '
.

\

Branco

Agua

A 25pL
destilada

Plasma
(Amostra 1)

Plasma 2
(Amostra 2)

Padréo -

Reagente de

25ml
Cor

Valores de
Absorbdncia

Amostra 1

Padréo

Amostra 2

25pL - -

- 25pL -

25pL

2,5ml

2,5ml 2,5ml

10
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CALCULOS:

Glicose (mg/100dL)= Absorbéancia da amostra * 100 (concentragéo do padréo)
Absorbéncia do padrdo

Considerar 100 como a concentragdo de glicose no padrdo
Valores de referéncia (Fonte: Laboratério Delboni Auriemo):

« Glicose ou glicemia em jejum de 8 a 12 horas: 70 a 99 mg/dL
- Glicemia aleatéria ou apds sobrecarga (alimentagdo ou sobrecarga de
Glicose): até 200 mg/dlL.

Porém, existem faixas intermedidrias que sdo sinais de alerta para que seja
possivel a mudanga de hdbitos e controle do aglcar no sangue.

« A glicose de jejum entre 100 e 125 mg/ dL € chamada de glicemia de jejum
alterada. A partir de 126 mg/dL ja temos o diagnéstico de diabetes.

« Na glicose sem jejum, valores acima de 140 mg/dL remetem ao
diagnostico de Intoleréncia & Glicose e acima de 200mg/dL, também
temos o diagnéstico de diabetes.

CASO CLINICO:
DIABETES

VBP, 20 anos de idade, sexo feminino, natural e procedente de Catanduva-
SP, procurou o pronto atendimento do Hospital Padre Albino, apresentando
quadro agudo de polidipsia, polidria e perda de peso seguida de internagdo
hospitalar em quadro compativel com cetoacidose. No momento da
anamnese estava acompanhada pela mae, CBP, 50 anos, hipertensa desde
0s 35 anos, que declarou estar sentindo 0os mesmos sintomas de polidipsia,
polilria e perda de peso. Na historia pregressa a jovem apresentava
desenvolvimento neuropsicomotor dentro da normalidade, porém com
dificuldade de desenvolvimento fisico. Nenhum registro de doenga familiar.
A paciente ndo fazia uso de nenhuma medicagdo.

Resultados dos exames laboratoriais:
- Glicemia aleatéria = 205 mg/dL

« Glicemia de jejum = 420 mg/dL

- HbAlc = > 8.5%

1
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QUESTOES:

1- Quais os fatores diagnodsticos apresentados pela paciente que justificam
0s exames solicitados?

2- Quais diagnosticos diferenciais devem ser considerados?

3- Qual o diagndstico da paciente?

4- Quais dados foram conclusivos para o diagndstico?

5- Porque a predisposi¢cdo genética & considerada um fator de risco fraco?
6- Qual tratamento deve ser prescrito para a paciente?

7- Quais as complicagdes esperadas?

8- Qual o progndstico esperado caso as metas do tratamento ndo sejaom
atingidas?

Utilizar as Leituras Sugeridas para responder as questées.

LEITURAS SUGERIDAS:

« https:/ /www.diabetes.org.br/publico/
« https:/ /saude.novartis.com.br/diabetes-tipo2/
« https: / / www.abbottbrasil.com.br/homepage.html

12
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PRATICA DE LABORATORIO
CURVA DE TOLERANCIA A
GLICOSE

IMPORTANCIA:

O teste de tolerdncia & glicose, também chamado de curva glicémica, auxilia o médico a
fazer o diagnoéstico da Diabetes e consiste na ingestdo de glicose ou dextrosol pelo
individuo através de um liquido agucarado fornecido pelo laboratorio.

OBJETIVO:

Determinar experimentalmente o comportamento da curva de absorgdo
de glicose pelo organismo em duas situagdes: em repouso e apds
realizacdo de exercicio aerdbico:

PROCEDIMENTOS:

A - Em repouso:

+ O aluno deve estar em jejum de pelo menos 4 horas;

- Realiza-se a medida de glicose sanguinea inicial (tempo zero);
- Ingerir uma solugdio de dextrose (115 g/Kg) e aguardar 60°;

Realize as medidas indicadas na tabela abaixo

Frequéncia Pressdo Arterial

Tempo (em minutos) Glicose (mg/dL) cardiaca (bpm) (mmHg)

Zero
60 minutos (apés)

90 minutos (apés)

13
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B - Em exercicio:

« O aluno deve estar em jejum de pelo menos 4 horas;

- Realiza-se a medida de glicose sanguinea inicial (tempo zero);

- Ingerir uma solugéo de dextrose (115 g/Kg):

- Depois de 60 minutos realizar uma atividade aerébica (caminhada de 25
minutos).

Realize as medidas indicadas na tabela abaixo

Frequéncia Pressdo Arterial

Tempo (em minutos) Glicose (mg/dL) cardiaca (bpm) (mmHg)

Zero
60 minutos (apés)

Quando retorna da
caminhada

Construa um Unico grdafico com dados de A e B para a glicose e frequéncia
cardiaca Vs tempo.

QUESTOES:

1- Os niveis de glicose no jejum nd&o sdo zero. Discuta como é mantida a
glicemia no jejum.

2- O que ocorreu com a frequéncia cardiaca no repouso e depois da
atividade fisica?

3- Correlacione os resultados da frequéncia cardiaca com os da pressdo
arterial.

4- Qual o hormonio estd relacionado com atividade fisica como
determinante do aumento da frequéncia cardiaca, do catabolismo?

5- Qual hormonio & responsdvel pela redugdo dos niveis de glicose
observado na curva de toleréncia a esse carboidrato?

6- Considere a curva de toler@ncia ¢ glicose observada no repouso e a do
exercicio fisico. Justifique as diferencas observadas entre as duas.

7- Quais as células do organismo humano que utilizam glicose como fonte
de energia?

14
g

UNIFIPA




PRATICA DE LABORATORIO
DOSAGEM DE CREATININA EM
AMOSTRAS BIOLOGICAS

KIT LABSET - REF. 35

IMPORTANCIA CLINICA: '

|
A creatinina, sintetizada principalmente no figado e rins, é produzida e excretada em um ritmoil
constante independente da dieta, grau de hidratagdo e metabolismo proteico. Sua elevagdo :
no plasma sanguineo se relaciona com insuficiéncia renal aguda e cronica, obstrugdo do I
trato urindrio, insuficiéncia cardiaca congestiva, desidratagdo e diabetes melitus. Todavia, sua

. . . . . . . . |
diminui¢éo pode refletir distrofias musculares, desnutrig@o e diminuigdo da massa muscular.

OBJETIVO:
Quantificar a creatinina em fluidos biolégicos (plasma sanguineo e urina).

REAGENTES:

- Solugéio de dacido picrico 44,4 mmol /L

- Tampé&o (NaOH 208 mmol/L e tetraborato de sédio 12,7 mmol/L)
- Padréo de creatinina (4 mg/dlL)

- Acidificante (&cido acético 11.4 mol/L)

« Soro sanguineo humano (omostro desconhecida)

« Urina humana (amostra desconhecida) diluida 1:25

PROCEDIMENTOS:
Preparar 4 tubos de ensaio conforme a tabela abaixo:

Branco Padréo Plasma Urina
Tampdo 2,0ml 2,0ml 2,0ml 2,0ml
Padréo - 250pL - -
Plasma - - 250pL -
Urina - - - 250L
Acido Picrico 500pL 500pL 500pL 500pL
15
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« Homogeneizar as solugdes e incubar por 10 minutos em banho-maria a
37°C.
- Verificar a absorbdncia (Al) do padrdo e das amostras, em 510 nm.

Branco Padrdao Plasma Urina
Absorbéncia
(a1)
Acidificante 100pL 100pL 100pL 100pL

« Homogeneizar as solugdes e deixar em temperatura ambiente durante 5

minutos.
- Verificar novamente a absorbdncia (A2) do padrdo e das amostras, em

510 nm.

Branco Padrdo Plasma Urina

Absorbdncia

(a2)

CALCULOS:

Concentragdo de creatinina no _ Absorbéncia do Plasma (A1 - A2) X Concentracéio Padréo
plasma (mg/dL) Absorbdncia do Padréo (A1 - A2)

Concentracdo de creatinina na _ Absorbdncia do Plasma (A1 - A2) X Concentracéio Padréo X 10

urina (mg/dL) Absorbdncia do Padréo (A1 - A2)

Concentragdo de creatinina em _ Creatinina urindria X Volume (mL/24h)
urina (mg/24h) - 100

———————————————————————————————————————————————————

I .
Valores de Referéncia:

« soro ou plasma (adulto): 0,53 a 1,00 mg/dL (mulheres) e 0,70 a 120 mg/dL (homens).
- Urina (adulto): 900 a 1500 mg/24h (16 a 22 mg/kg/24h mulheres) (21 a 26 mg/kg/24h homens).

UNIFIPA




RESULTADOS:

Absorbdncia do Padréo = Al - A2 =

Absorbdncia do Plasma = Al - A2 =

Absorbdancia da Urina = A1 - A2 =

Concentragdo de creatinina no plasma (mgIdL) =
Concentragéo de creatinina na urina (mg/dL) =
Concentragdo de creatinina em urina (mgl24h) =

1-Quais os valores de creatinina encontrados para as amostras?

2-0s valores encontrados nas amostras estéo de acordo com os valores
de referéncia?

3-0 que podem indicar?

17
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PRATICA DE LABORATORIO
DETERMINAGAO CINETICA DA
CREATINA QUINASE (CK)

4
PRINCIPIO:
A amostra é incubada com o reagente que contém um anticorpo especifico capaz de
inibir completamente a atividade enzimdatica do mondmero CK-M. A atividade do
mondmero CK-B, que n&o & inibida pelo anticorpo, € medida de acordo com a sequéncia
de reagdes abaixo.

APLICAGAO:

Os valores de CK estdo elevados em presenca de lesdes musculares como
no infarto do miocdrdio. Em seguida ao infarto, a concentragdo sérica
desta enzima eleva-se rapidamente (3 a 6 horas), alcanga um pico
mMaximo apds 12 a 24 horas e permanece elevada por um periodo curto de
2 a 3 dias. Outras fontes potenciais de elevacdo da CK total sdo:
hipotireoidismo, doenga muscular (miopatias, polimiosite), acidente
vascular cerebral, convulsdes, cateterismo cardiaco, politraumatismo,
exercicio fisico intenso, imobilizagdo prolongada.

PRINCIPIO DA REAGAO:

» Creatina Fosfato + ADP — Creatina + ATP
(ck-B)

« ATP + Glicose = ADP + Glicose-6-Fosfato

» Glicose-6-Fosfato + NADP = 6-PG + NADPH
(G-6-PDH)
COMPONENTES DO KIT:

« NUmero 1 - Tampdo imidazol 125 mmol/L, N-acetilcisteina 25 mmol/L, ADP
2,5 mmol/L, AMP 6,25 mmol/L, Diadenosina pentafosfato 12,5 mol/L, acetato
de magnésio 12,5 mol/L, NADP 2,5 mmol/L, Hexoquinase 5000 U/L, G-6-PDH

3500 U/L, azida sédica 0,095% e estabilizador.

« NUmero 2 - Tampdo, glicose 100 mmol/L, creatina fosfato 150 mol/L, azida
sodica 0,095%, anticorpo anti-CK-MB.
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« Nimero 3 - Tampdo 50 mmol/L, cloreto de sédio 154 mol/L, albumina bovina
3,6%, CK-MM e CK-MB humana e estabilizadores.

PREPARO DO REAGENTE DE
TRABALHO:

Misturar 4 (1,6 mL) volumes do Reagente 1 e 1 volume (0,4 mL) do reagente 2.
Manter em recipiente fechado, 2-8°C (estavel 4 dias).

PROCEDIMENTO:

1. Em um tubo contendo 2,0 mL do reagente de Trabalho, adicionar 0,10 mL
de amostra, homogeneizar e incubar a 37°C durante 5 minutos.

2. Transferir imediatamente para a cubeta termostatizada a 37°C e esperar
30 segundos.

3. Registrar a absorvéancia inicial (A) e disparar o cronémetro. Apds 5
minutos registrar a absorvancia (AQ).

CALCULOS:
Atividade de cK-MB (U/L) = (A2 - Ai) X 1340

!
|

1 Valores de Referéncia:
|+ Homens: 24-195 U/L.
!+ Mulheres: 24-170U/L.
!
!
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PRATICA DE LABORATORIO
DOSAGEM DE PROTEINA E
CURVA PADRAO PELO
METODO DE BIURETO

4
PRINCIPIO:
Os fons Cu2 presentes no reagente de Biureto formam ligagdes com o Nitrogénio do grupo
amino presente nas ligagoes peptidicas. Esta ligagdo dd origem a uma coloragdo parpura
de intensidade proporcional ao nimero de ligagdes peptidicas e, portanto, proporcional &
concentragdo de proteina.

OBJETIVO:

Verificar a finalidade e a utilizagdo na prdtica laboratorial da determinagdo
do espectro de absorgdo e estudar o procedimento para confeccionar
uma curva de calibragdo ou referéncia.

Ensinar a dosar quantitativamente proteinas totais contidas em uma
amostra desconhecida.Serd utilizado um padrdo de concentragdo
conhecida como referéncia.

REAGENTES:
- Proteina Padrdo (40 mg/ml).
+Agua destilada.
« Reagente de Biureto.
« Soro sanguineo humano (omostrc desconhecida).

PROCEDIMENTOS:
Preparar 5 tubos de ensaio conforme a tabela abaixo:

Concentracéio
P Proteina Soro final das Incubar a
Tubo  |Biureto| Agua ~ . ~ A545
u gu Padréo Desconhecido| solugdées em 37°C por
mg/ml
P1 2000pL | 350uL 50uL - 2mg/ml 10min
P2 2000uL | 300pL | 100pL - 4mg/ml 10min
P3 2000pL | 200uL | 200pL - 8mg/ml 10min
Amostra | 2000pL | 300pL - 100pL 10min
Branco | 2000pL | 400pL - 10min 0,000A
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Concentragdo de Proteina nos tubos P1, P2 e P3 = 2mg, 4mg a 8mg,
respectivamente.

- Anote a Absorbdncia no comprimento de onda de 545 nm (A545) na Gltima
coluna. Ela serd medida pelo espectrofotdmetro e utilizada para calcular a
concentragdo de proteina.
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PRATICA DE LABORATORIO
DOSAGEM DE HEMOGLOBINA

IMPORTANCIA CLINICA:

A dosagem de hemoglobina & um importante parémetro na avaliagdo de anemias,
perdas de glébulos vermelhos e metabolismo da hemoglobina.

OBJETIVO: REAGENTES:

Determinagdo de hemoglobina - Reagentes de cor: 19,8ml de dgua
em amostras de sangue humano. em 200pL da solugdo 1.

« Sangue humano heparinizado
(amostra desconhecida).

PROCEDIMENTOS:
Preparar 5 tubos conforme a tabela abaixo:

Branco Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4

Reagente de

- 25ml 25ml 25ml 25ml
cor

Agua

4 2,5ml - - - -
destilada

Amostra 1 - 10pL - - -
Amostra 2 - - 10pL - -
Amostra 3 - - - 10pL -

Amostra 4 - - - - 10pL

Valores de
absorbdancia
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+ Misturar e aguardar & temperatura ambiente durante 5 minutos
« Determinar as absorbdncias das amostras e do padrdo em 540 nm,
acertando o zero com o branco.

CALCULOS:

Hemoglobina (mg[100dL) = Absorbancia da amostra X 10
Absorbancia do padréo (0,280)
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PRATICA DE LABORATORIO
DOSAGEM ENZIMATICA DE
TRIGLICERIDES

KIT LABSET - REF. 87-2/100

IMPORTANCIA CLINICA:

A determinagdo dos triglicérides em amostra de sangue é empregada na abordagem
laboratorial das hiperlipidemias, e possui um vasto significado clinico, especialmente em
se tratando de doengas coronarianas e arterioscleréticas. O doseamento dos triglicérides
€ de muita importéncia também para avaliagdo de quadros que envolvem diabetes
mellitus, obstrugoes biliares, nefroses e varios outros distdrbios do metabolismo endocrino.

OBJETIVO: REAGENTES:
Determinagdo enzimdtica de « Padr&o

triglicérides por reagdo de ponto - Reagente |

final em amostras de plasma - Plasma sanguineo humano
humano. (amostra desconhecida)

I

PROCEDIMENTOS:

Preparar 6 tubos de ensaio conforme a tabela abaixo:

Branco | Amostra 1| Amostra 2 | Amostra 3 | Amostra 4 | Padréo

Reagente 1 2,0ml 2,0ml 2,0ml 2,0ml 2,0ml 2,0ml

Plasma

- 20pL - - - -
(Amostra 1) H

Plasma 2

- - 20pL - - -
(Amostra 2) H

Plasma 3

- - - 20pL - -
(Amostra 3) H

Plasma 4

- - - - 20pL -
(Amostra 4) H

Padréo - - - - - 20pL

Valores de absorbdncia
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« Misturar e colocar em banho maria a 37°C durante 10 minutos.
« Determinar as absorbdncias das amostras e do padrdo em 505nm,
acertando o zero com o branco.

CALCULOS:

Triglicérides (mg/100dL)= Absorbancia da amostra
Absorbdncia do padrdo

X 200

RESULTADOS:

1- Pesquise na literatura os valores desejdveis ou recomendados para
adultos e classifique o valor obtido pela amostra de acordo com os
desejaveis.

2- Explique o principio enzimdtico para a determinagdo dos triglicérides em
amostras de plasma.

< . INTERSECGAO COM A AULA DE DOSAGEM ENZIMATICA
CASO CLINICO: . .o/ isteroL

DISLIPIDEMIA

PRIMEIRA CONSULTA

MRSP, de 62 anos de idade, diabética e hipertensa, queixa tonturas e dor de
cabeca frequente, de localizagdo frontal e moderada intensidade,
dificuldade para enxergar. Com lesdo ulcerada no pé direito, e que ndo
melhora fazendo tratamento com ‘remédios caseiros”’, além disso, sente
dorméncia e cdimbras nos pés. Urina varias vezes ao dia e sente ardor,
toma muita dgua, tem sede constante. Realiza tratamento com Metformina
(500 mg) no café da manha e no jantar, Glibenclamida (5mg) 01 no café e
no jantar. Losartana (50mg) del2 em 12 horas.

« Antecedentes pessoais: Diabetes Mellitus, Hipertensdo arterial.

- Antecedentes familiares: Mae: Morta IAM (Diabetes mellitus), Pai: Vivo
(Hipertensdo Arterial sistémica). Vacinas: atualizadas. Moradia: A casa com
quatro quartos, boas condiges estruturais, de tijolo, telhas e piso de lajota,
quintal grande e limpo.

- Historia psicossocial: Nascida em 04/5/1954 numa familia de lavradores,
com sustento da roga e agora vive da aposentadoria devido a sua
incapacidade para trabalhar. £ a quarta do total de 11 irmaos.
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O pai PJN, de 86 anos, tem acompanhamento por hipertensdo arterial
sistémica, gosta de tomar cachaga as vezes, a mde MSN era diabética, morreu
de infarto cardiaco a idade de 68 anos em 1995, gostava de fumar tabaco.

A paciente & casada com o Senhor RMRP, de 65 anos teve cinco filhos, trés
filhos homens, FSP de 37, RSP de 30 e CFSP de 19 anos respectivamente, e duas
filhas, MJSP de 33 e MASP de 25 anos, todos com o ensino fundamental.
Convive com ela o esposo, a filha de 25 anos e 0 marido dela, JMF de 27 anos,
com um filho, LPM de quatro anos; e o filho de 19 anos que é solteiro, ndo “se
dd bem” com o cunhado porgue gosta de beber e jogar. Os outros filhos ndo
moram mais Na casal.

« Exame fisico: (PA: 170/107 mmhg. Peso: 90 kg; altura 1,62 metros), IMC: 34.2.
Circunferéncia abdominal: 121 cm. Glicemia capilar no jejum 350 mg/dl. Olhos:
Diminuicdo da visdo, com opacidade do cristalino direito. Pulsos pediosos
muito fracos. Pé direito Lesdo ulcerada de 2 x 1 centimetro com bordes grossos,
base avermelhada e fundo com tecido branco-amarelado. Atrofia dos
musculos dos dedos dos pés. Diminuicdo da sensibilidade tatil e dolorosa.

- Avaliagéo Diagnéstica: (Registro Orientado por Problemas).
ODiabetes mellitus Tipo 2 descontrolada.

OHipertensdo Arterial Sistémica estagio 2 descontrolada.
OInsuficiéncia arterial.

ONeuropatia diabética.

OUlcera no pé direito.

OCatarata olho direito.

0Tabagismo.

OObesidade

* Plano Terapéutico.

Modificagdo do tratamento para Hipertensdo Arterial Sistémica e Diabetes
Melitus.

OLosartana 01 comprimido de 12/12 horas.

0Anlodipino (10 mg) 01 comprimido ao dia.

OMetformina (850mg) 01 comprimido junto com o café de manhd, almogo e
no jantar.

0Glibenclamida (5mg) 01 comprimido antes do café da manhd e do jantar.
0Cefalexina 500 mg. 01 caps. Cada 6 horas (10 dias)

O0Curativo didrio no posto da lesdo ulcerada do pé com Cloreto de sodio 0,9 %,
iodo povidona e Nitrofurazona creme.
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+ Plano diagndstico: Orienta-se para realizagdo de exames complementares:
Hemograma completo, glicemia, hemoglobina glicada, creatining, colesterol
total, LDL e HDL colesterol, triglicerideos, acido Urico, transaminase glutdmica
pirdvica (TGP), transaminase glutdmico oxalacética (TGO), exame das fezes,
eletrocardiograma, ultrassom abdominal, Rx de torax.

* Plano Educativo: Orientar em quanto d importéncia da adesdo ao
tratamento em geral. Mudangas alimentares e comegar a diminuir até eliminar
0 consumo de cigarros.

« Acompanhamento: Agendar consulta para atendimento programado
continuado em 15 dias e encaminhamento para Oftalmologista e Angiologia.

SEGUNDA CONSULTA
Diz que tomou as medicagdes segundo foi indicada, melhorou a dor de
cabegaq, j& ndo tem ardor na uring, resto igual, trouxe resultados dos exames.

« Exames Complementares: Hemoglobina 13,7 g/ % Leucécitos: 5,400/ mm,
Diferencial: Segmentados. 64%, Linfocitos.25%, Eosindfilos. 9%, Mondcitos.02%.
Colesterol total 248 mg/dl; HDL colesterol 38mg/dl, LDL Colesterol 147 mg/d
Triglicerideos: 246 mg/dl. Glicose de jejum: 158 mg/dl. Hemoglobina Glicada
6,7%. Glicemia media estimada 156 mg/dl. TGP 29 UI/L, TGO 27 UI/L, Creatinina
0,90 mg/dl. Urina. Ligeiramente turvo, amarelo citrino, Densidade 1.019, pH 6.0,
Glicose +,Proteinas negativo, Leucocitos negativo, hemdcias negativo,
bactérias negativo, piocitos 4 p/c. Leveduras raras. Fezes: Ovos de
ancilostomideos. Eletrocardiograma. Ritmo sinusal,G- I. Frequéncia cardiaca 80
BPM, blogueio incompleto do ramo esquerdo, e hipertrofia ventricular. N&o
alteragdes do ST-T. Ultrassom abdominal: Esteatose hepdtica leve. Rx de torax
(PA): sem alteragoes.

- Exame fisico: PA: 130/80 mmHg. Peso: 90 kg; altura 1,62 metros). IMC: 34.2.
Circunferéncia abdominal: 121 cm. Lesdo ulcerada do pé com fundo limpo.

« Avaliagdo diagnostica:

0Sindrome metabdlica.

OHipertensdo Arterial Sistémica compensada.
ODiabetes mellitus Tipo 2 descompensada.
OObesidade.

ODislipidemia.

OInsuficiéncia arterial.

0 Tabaquismo.

OUlcera no pé.

OParasitismo Intestinal e Esteatose hepdtica
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* Plano terapéutico:

OLoartana 50 mg tomar 01 comprimido de 12/12 horas.

0Anlodipino (10 mg) tomar 01 comprimido ao dia.

OMetformina (850mg) tomar 01 comprimido junto com o café de manha,
almocgo e no jantar.

0Glibenclamida (5mg) 01 comprimido antes do café da manhé, almogo e do
jantar.

0Acido acetil salicilico (AAS) (lOOmg) tomar 01 comprimido no almocgo.
OSinvastatina (40mg) tomar 01 comprimido as 21:00 horas por 3 meses.
0Albendazol (400 mg) tomar 01 comprimido dose didria por trés dias.
0Continuar o curativo local da lesdo.

OPlano educativo: Informa-lhe sobre a importancia:

0Alimentagdo hipocaldrica, com baixo teor de gorduras, ndo usar manteiga,
alimentos fritos, embutidos, ou com aglcar refinado, e incrementar frutas
verdura e ingestdo de dgua. Escolher gorduras ndo saturadas. Conseguir
baixar de 4,8 - 9,6 kg do peso atual (5-10%).

* Plano Educativo: Informa-lhe sobre a importdncia:

0Alimentagdo hipocaldrica, com baixo teor de gorduras, ndo usar manteiga,
alimentos fritos, embutidos, ou com agucar refinado, e incrementar frutas
verdura e ingestdo de dgua. Escolher gorduras n&o saturadas. Conseguir
baixar de 4,8 - 9,6 kg do peso atual (5-10%).

ODe realizar exercicios de resisténcia muscular, caminhada por 30 minutos e
alongamentos trés vezes na semana como minimo. Uma vez que cicatrizes o
ferimento do pé.

0Das consequéncias negativas para & sadde pessoal e dos conviventes pelo
uso de cigarros.

OMelhorar sua comunicagdo com os demais memibros da familia, aceitar
diferencias pessoais e de geragdes, incrementar atividades de lazer.

TERCEIRA CONSULTA
N&o tem sintormas urindrios, sente-se bem. Glicemia 99mg/dl. Colesterol total
185 mg/dl. LDL Colesterol 141 mg/dl, Triglicerideos 148.0 mg/dl.

+ Exame fisico: Pé direito lesdo em fase de cicatrizagdo. Peso corporal da
paciente diminui (88,0 kg).

« Plano terapéutico: Orienta-se continuar com tudo igual

+ Tratamento em geral: Recomendou-se comegar com caminhadas didrias,
estando curada a lesdo do pé, observando o uso de sapato confortGvel e o
cuidado dos pés.
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» Seguimento: Consulta mensal.

ORIENTAGOES:

« O grupo deverd dividir-se em 4 subgrupos designados 1, 2, 3 e 4.

» Os subgrupos 1 e 2 irGo descrever o caso e a 1 consulta. Construir e
apresentar o heredograma da familia.

» Os subgrupos 3 e 4 irGo descrever as 29 e 3¢ consultas.

« As apresentacgdes deverdo ser realizadas com a utilizagéo de slides e
com durag¢do de 30 minutos cada subgrupo.
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PRATICA DE LABORATORIO
DOSAGEM ENZIMATICA DE
COLESTEROL

IMPORTANCIA CLINICA:

O colesterol € um lipideo que exerce muitas fungdes essenciais, como atuar na formagdo
de vdrios hormonios, sais biliares e vitamina D. Além disso, € indispensdvel na constituigéo
das membranas celulares. Esse lipideo é absorvido de alimentos, como o leite e gorduras
animais, e também é sintetizado pelo figado. Em niveis elevados, esté associado ao
aumento de doengas cardiovasculares.

OBJETIVO: REAGENTES:
Determinagdo enzimdtica de « Padr&o

colesterol por reagdo de ponto - Reagente |

final em amostras de soro ou - Plasma sanguineo humano
plasma humano. (amostra desconhecida)

I

PROCEDIMENTOS:

Preparar 6 tubos de ensaio conforme a tabela abaixo:

Branco | Amostra 1| Amostra 2 | Amostra 3 | Amostra 4 | Padréo

Reagente 1 2,0ml 2,0ml 2,0ml 2,0ml 2,0ml 2,0ml

Plasma

- 20pL - - - -
(Amostra 1) H

Plasma 2

- - 20pL - - -
(Amostra 2) H

Plasma 3

- - - 20pL - -
(Amostra 3) H

Plasma 4

- - - - 20pL -
(Amostra 4) H

Padréo - - - - - 20pL

Valores de absorbdncia
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« Misturar e colocar em banho maria a 37°C durante 10 minutos.
« Determinar as absorbdncias das amostras e do padrdo em 500nm,
acertando o zero com o branco.

CALCULOS:

Colesterol (mg/100dL)= Absorbancia da amostra
Absorbdncia do padrdo

x 200

RESULTADOS:

1- Pesquise na literatura os valores desejdveis ou recomendados para
adultos e classifique o valor obtido pela amostra de acordo com os
desejados.

2- Explique o principio enzimdtico para determinagdo do colesterol em
amostras de plasma.

CASOS CLINICOS:
HIPERCOLESTEROLEMIA

Siga as instrugdes abaixo descritas:

1- Leia atentamente a historia do paciente;

2- Grife durante a leitura todos os termos técnicos ou ndo, mencionados no
texto, que vocé ndo sabe o significado;

3- Procure o significado dos termos do item 2 usando diciondrio médico ou da
lingua portuguesa;

4- Use a literatura apropriada a resolu¢gdo dos casos.

Caso Clinico 1:
Correlagéio Clinica com Hipercolesterolemia Familiar

Um executivo de 42 anos foi admitido no Pronto Socorro com dor no peito que
j@ durava 45 minutos. A dor irradiava para seu brago esquerdo, estava
associada com dispnéia, diaforese e ndusea e surgiu quando o individuo se
dirigia com pressa ao aeroporto. Um eletrocardiograma demonstrou
alteragdes consistentes com enfarte agudo do miocdardio, que foi confirmado
por outros exames. O paciente foi adequadamente medicado e a irrigagdo do
miocdrdio foi corrigida por uma angioplastia. Entre os exames realizados
notou-se significante alteragdo nos lipideos sanguineos.
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O clinico responsavel pelo caso solicitou exames mais detalhados sobre o
metabolismo lipidico, que sdo apresentados abaixo. Na pesquisa das
possiveis causas destas alteragdes constatou-se que este individuo era
heterozigoto para a hipercolesterolemia familiar.

Resultados Referencia
Taglicéndes 133 mg/dL 53-266 mg/dL
Colesterol total 347 meg/dL 154-200 mg/dL
Colesterol-HDL 39 mg/dL 35-65 mg/dL
Colesterol-LDL 282 mg/dL 80-160 mg/dL
Apolipoproteina A-I 105 mg/dL 125-155 mg/dL
Apolipoproteina B 213 mg/dL 70-120 mg/dL
Lipoproteina A 86 mg/dL < 30 mg/dL

Questdes para o Caso Clinico 1:

a) Qual a relagdo entre lipidios sanguineos e enfarto cardiaco?

b) Quais sdo as alteragdes observadas no exame laboratorial? Como
ocorreram estas variagoes?

c) Qual (is) a(s) alteracao (es) celulares que caracterizam a
hipercoleterolemia familial? Qual a sua relagdo com o caso acima
descrito?

d) Quais os outros aspectos apresentados pelo paciente que sugerem a
predisposi¢cdo para o infarto?

e) Qual seria a sua proposta de mudanga de estilo de vida para este jovem
executivo?

Caso Clinico 2:

Um homem de 36 anos apresentava hipercolesterolemia. Apds jejum noturno,
sua concentragdo plasmatica de colesterol em duas ocasides distintas atingiu
330 mg/dL. Este individuo foi submetido a uma dieta livre de colesterol por 3
meses, mas seu nivel plasmatico em jejum pouco foi reduzido (cerca de 300
mg/dL). Subsequentemente ele foi tratado com colestiramina, uma resina
com afinidade por dcidos biliares. Esta resina ndo é absorvida no intestino e
portanto pode ligar-se a dcidos biliares e aumentar sua excregdo com as
fezes.
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O tratamento com colestiramina foi efetivo no controle da taxa de colesterol
plasmatico entre 230 e 250 mg/dL, valores considerados aceitdveis para
este paciente.

Questdes para o Caso Clinico 2:

a) Por que as determinagoes da concentracéo plasmdtica de colesterol
eram feitas apos jejum noturno?

b) Como é possivel o paciente continuar apresentando colesterol circulante
apds 3 meses de uma dieta livre deste composto?

c¢) Qual a relagdo entre sais biliares e colesterol? Por que, em alguns casos,
a excregdo aumentada de sais biliares leva & diminuicdo da concentragdo
plasmatica de colesterol?

d) Como a diminuigéo da concentragdo plasmatica de colesterol pode ser
benéfica para o paciente?

OUTRAS QUESTOES:

1- Faga uma andlise comparativa das diferentes classes de lipoproteinas
plasmaticas (quilomicrons, VLDL, LDL, HDL) sob os seguinte aspectos:

a) Caracteristicas estruturais (tamanho e densidade)

b) Principais lipideos constituintes

c) Origem dos lipideos transportados

d) Funcéio das principais apolipoproteinas constituintes

e) Mecanismo de liberagao dos lipideos para os tecidos

2- A intolerdncia ao leite € uma deficiéncia parcial ou total de lactase
intestinal, relativamente frequente em adultos. Estes individuos
apresentam desconforto com a ingestdo de leite, no entanto a ingestdo
de iogurte &€ bem tolerada. Explique.

3- Embora a celulose e amido sejam polimeros de glicose, os seres
humanos apenas digerem o amido. Explique.

4- Individuos diabéticos apresentam alteragdes importantes no
metabolismo de carboidratos e por este motivo sua dieta deve ser
controlada. Para estes individuos, a ingestdo de alimentos ricos em
polissacarideos & preferivel a alimentos ricos em mono ou dissacarideos.
Explique.
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PRATICA DE LABORATORIO
DOSAGEM DE UREIA EM
AMOSTRAS BIOLOGICAS

KIT LABSET - REF. 27

PRINCIPIO:

A ureia é o principal produto metabdlico nitrogenado do catabolismo de aminodcidos nos
seres humanos. A sintese de ureia ocorre a partir da aménia derivada do nitrogénio dos
aminodcidos, em reagodes catalisadas por enzimas hepdticas. A excregcdo adequada da ureia
estd relacionada com a fungdo renal. Na técnica utilizada, a ureia é hidrolisada
enzimaticamente pela urease e a amoénia liberada é analisada espectrofotometricamente,
através da formagdo de um cromaégeno azul esverdeado (azul de indofenol) que se
desenvolve em meio alcalino, na presenga de nitroprussiato de sodio e hipoclorito. A
intensidade da cor formada é diretamente proporcional & concentragdo de ureia na amostra
analisada.

Valores elevados no plasma: desidratagdo, diabetes, infarto do miocardio, insuficiéncia renal.
Valores baixos: doenga hepdtica severa, balango de nitrogénio negativo, dieta hipoproteica.

NH,~ CO - NH,+ H,0 -> CO,+ 2NH;

OBJETIVO:

Quantificar a ureia em fluidos biolégicos (plasma sanguineo e urina).

REAGENTES:

« Reagente n°l: Padrdo de Urease 268 KU/L

+ Reagente n°2: Tampdo fosfato pH 6,9

- Reagente n°3: Oxidante (hipoclorito de sédio 121 mmol/L)
- Reagente n°4: Padréo 70 mg/dL

+ Soro sanguineo humano (omostro desconhecido)

- Urina humana (amostra desconhecida) diluida 1:50

« Volume urina/24h: 1250 mL
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PROCEDIMENTOS:
Preparar 4 tubos de ensaio conforme a tabela abaixo:

Branco Padrédo Plasma Urina
Tampéo Iml Iml Imil Iml
Padréo - 10pL - -
Plasma - - 10pL -
Urina 1:50 - - - 10pL

Homogeneizar as solugdes e incubar por 5 minutos em banho-maria a 37°C.

Branco Padrdo Plasma Urina

Oxidante ml ml ml ml

Homogeneizar as solugdes e incubar por 5 minutos em banho-maria a 37°C.
Verificar novamente as absorvancias do padrdo e amostras, em 600 nm.

Branco Padrdo Plasma Urina

Absorvdncia

(a)

CALCULOS:

Concentracdo de ureia no Absorbdancia da Amostra X Concentracédo Padréo
plasma (mg/dL) Absorbéancia do Padréo

Concentragéio de ureia na Absorbéncia da Urina X Concentracdo Padréo X 50

urina (mg/dL) Absorbéncia do Padréo

Concentragdo de ureia em Ureia urindria X Volume (mL/24h)
urina (mg/24h) 100
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RESULTADOS:

Concentragéo de ureia no plasma (mg/dL) =
Concentragéio de ureia na urina (mg/dL) =
Concentragéio de ureia em urina (mg/24h) =

1-Quais os valores de creatinina encontrados para as amostras?

2-0s valores encontrados nas amostras estédo de acordo com os valores
de referéncia?

3-0 que podem indicar?

|
| Valores de Referéncia:

| +Soroou plasma (adulto): 10,0 a 50,0 mg/dL.
!« urina (adulto): 15 a 30 g/24h.

i

|

36
g

UNIFIPA




PRATICA DE LABORATORIO
ATIVIDADE ENZIMATICA,
HIDROLISE ENZIMATICA E
INIBIDORES ENZIMATICOS

-

.
PRINCIPIO:
As enzimas possuem geralmente estrutura proteica, atuando como catalisadores bioldgicos
nas reagoes bioquimicas que ocorrem nos seres Vivos. Elas possuem a propriedade de
acelerar a velocidade das reagdes, no entanto, diversos fatores influenciam a velocidade de
uma reagdo enzimdtica. Por terem estrutura proteica, alteragdes no pH, na temperatura,
compostos orgdnicos como a ureia e forga idnica do meio reacional podem modifica-las.

OBJETIVO:
Evidenciar o comportamento enzimdatico como catalisador bioldgico, tanto nas

condigdes ideais como sob as mais variadas mudangas de temperatura, pH,
substratos (especificidade enzimdtica) e concentragdo do substrato.

SOLUGCOES E REAGENTES:

- Solugéio de amido 1% (Falcon 1e Falcon 2)
+ Solugdo de Lugol

+ Solugdo de HCI 1:2

+ Solugdo salina 0,95%

« Solugdo salina de amilase 1:10

+ Solugdo de dcido cloridrico 1%

« Solugdo de hidroxido de sodio 1%
« Solugdo de sulfato de cobre 1%

« Agua destilada

« Banho-maria

+ Banho de gelo

PROCEDIMENTO PARA AVALIAR HIDROLISE QUIMICA:

a) Falcon 1: acrescentar 3 mL de HCI 1:2 na solugéo de amido 1%. Fechar e
agitar bem.

b) Rotular 3 tubos de ensaio Al, A2 e A3.

c) Adicionar 5 mL de égua destilada a cada tubo

d) Tubo Al: pipetar 5 mL da solugéo do falcon 1 e deixar em banho de gelo
por 10",
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e) Tubo A2: pipetar 5 mL da solugéo do falcon 1, levar ao banho fervente
por 10" e depois levar ao banho de gelo por 10

f) Tubo A3: pipetar 5 mL da solugdo do falcon 1, levar ao banho fervente por
20’ e depois levar ao banho de gelo por 10'.

g) Retirar os tubos do banho de gelo e aguardar atingirem temperatura
ambiente.

h) Adicionar 5 gotas de solugéo de Lugol aos 3 tubos.

RESULTADOS:
Tubo Al:
Tubo A2:
Tubo A3:

PROCEDIMENTO PARA AVALIAR HIDROLISE ENZIMATICA:
a) Falcon 2: acrescentar 1 mL de solugdo salina de amilase na solugéo de
amido 1%. Fechar e agitar bem.

b) Rotular 3 tubos de ensaio Bl, B2 e B3.

c) Adicionar 5 mL de égua destilada a cada tubo

d) Tubo BI: pipetar 5 mL da solug&o do Falcon 2 e deixar em banho de gelo
por 10,

e) Tubo B2: pipetar 5 mL da solugdo do Falcon 2 e deixar em temperatura
ambiente por 10" e depois levar ao banho de gelo por 10.

f) Tubo B3: pipetar 5 mL da solugdo do Falcon 2 e deixar em temperatura
ambiente por 20" e depois levar ao banho de gelo por 10'.

g) Retirar os tubos do banho de gelo e aguardar atingirem temperatura
ambiente.

h) Adicionar 5 gotas de solugéo de Lugol aos 3 tubos.

RESULTADOS:
Tubo BI:
Tubo B2:
Tubo B3:

PROCEDIMENTO PARA AVALIAR A ACAO DE INDUTORES E

INIBIDORES NA ATIVIDADE ENZIMATICA:

a) Rotular 4 tubos de ensaio Cl, C2, C3 e CA4.

b) Tubo Cl: adicionar 2 mL de dgua destilada.

c) Tubo C2: adicionar 2 mL de solugdo de dcido cloridrico 1%

d) Tubo C3: adicionar 2 mL de solugéo de sulfato de cobre 1%
e) Tubo C4: adicionar 2 mL de solugéo de hidréxido de sédio 1%
f) Adicionar aos 4 tubos 2 mL da solugdo do Falcon 2.
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g) Aguardar o tempo de 1 minuto.
h) Adicionar 5 gotas de solugéo de Lugol aos 4 tubos.

RESULTADOS:
Tubo CI:
Tubo C2:
Tubo C3:
Tubo C4:

QUESTOES:

1- Expligue como a concentragdo de substrato pode interferir na velocidade
da reacgdo.

2- Faga um grdfico que evidencie o efeito da temperatura na atividade
enzimdtica.

3- Comente sobre a agdo do pH na atividade enzimdtica observada in
vitro.

4- Explique por que a desnaturagdo implica em perda da atividade
enzimdtica.

5- Comente sobre indutores e inibidores enzimdticos.
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PRATICA DE LABORATORIO
EXERCICIO ANAEROBICO
E EXERCICIO AEROBICO

PRINCIPIO:

Exercicios aerdbicos s@o aqueles em que predominam o oxigénio como fonte de energia.
S&o em geral atividades de longa duragdo. Os exercicios anaerébios néo contam com a
presenga de oxigénio, sendo de alta intensidade e curta duragdo.

OBJETIVO:
Mostrar experimentalmente as diferencas desses dois tipos de exercicio
quanto as vias metabdlicas utilizadas.

PROCEDIMENTOS:

Exercicio Anaerébico: 1 aluno fard um "Sprint” de 100 metros.

Sergo realizadas medidas de lactato sanguineo, frequéncia cardiaca e
pressdo arterial nos tempos:

- Zero: antes da realizagdo do exercicio.

« Imediatamente apods a realizagdo do exercicio.

+ 20 minutos apods a realizagdo do exercicio

Realize as medidas indicadas na tabela abaixo

Concentragdo de
Tempo (em minutos) Lactato sanguineo
(mmol/L)

Frequéncia Pressdo Arterial
cardiaca (mmHg)

Zero
Imediatamente apés

20 minutos (apés)
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Exercicio Aerdbico: 1 aluno fard uma caminhada de 25 minutos.
Sergo realizadas medidas de lactato sanguineo, frequéncia cardiaca e
pressdo arterial nos tempos:

« Zero: antes da realizagdo do exercicio.

« Imediatamente apods a realizagdo do exercicio.

+ 20 minutos apods a realizagdo do exercicio

Realize as medidas indicadas na tabela abaixo
Concentragdo de

Tempo (em minutos) | Lactato sanguineo
(mmol/L)

Frequéncia Pressdo Arterial
cardiaca (mmHg)

Zero
Imediatamente apés

20 minutos (apés)
Construa um grdfico da situag@o anaerdbica e um outro da situagéo
aerbbica considerando os valores de lactato e frequéncia cardiaca X tempo.

*Os tempos sdo somativos
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