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Nocgées Basicas de Biosseguranga

Os laboratérios de ensino e experimentagao desempenham um papel fundamental na formagao académica e
profissional de estudantes nas areas das ciéncias da vida. No entanto, esses ambientes também apresentam potenciais
riscos a saude e seguranga dos alunos, professores e demais colaboradores, devido a manipulagdo de substancias
quimicas, agentes bioldgicos e equipamentos especificos. A biosseguranca em laboratérios de ensino e
experimentacdo é um conjunto de praticas e medidas destinadas a minimizar esses riscos, protegendo a saude e o
bem-estar de todos os envolvidos. Essas medidas visam prevenir acidentes e exposi¢des a agentes nocivos, garantindo
um ambiente de trabalho seguro e produtivo.

Objetivo: Garantir a segurancga individual e coletiva, bem como a reprodutibilidade da metodologia e dos resultados
obtidos durante as atividades praticas no laboratério de Bioquimica. E fundamental seguir rigorosamente todas as

normas de biosseguranca para prevenir acidentes e garantir a integridade fisica e a saude de todos os envolvidos.
Normas basicas de biosseguranga

- E obrigatdrio o uso de EPIs (Equipamentos de Protegao Individual), incluindo jaleco de mangas longas, calga
comprida, calgados fechados e, quando necessario, 6culos de protecdo e luvas descartaveis;

Os EPIs devem ser utilizados desde o inicio até o término da pratica, mesmo que n&o estejam em contato direto com
substancias quimicas e agentes bioldgicos;

- E proibido comer, beber, mascar chiclete, colocar ou tirar lentes de contato dentro do laboratério;

- Cabelos compridos deverao estar presos; evite passar os dedos na boca, nariz, olhos e ouvidos durante a
permanéncia no laboratorio;

- Seja cuidadoso ao manusear substancias corrosivas como acidos e bases;

- Ap6s a realizacédo do experimento e finalizagdo da aula, rinse a vidraria utilizada com agua e coloque-a no local

indicado para a lavagem.

e Higienizagdo das maos
Antes e ap6s as atividades no laboratério, é imprescindivel lavar as maos com agua e sabao.

e Manipulagao de substéncias quimicas

Sempre siga as instrugdes, fornecidas pelo professor, de uso e manipulagédo das substancias quimicas presentes no
experimento.
Evite o contato direto com a pele e mucosas.

e Descarte de residuos

Separe adequadamente os residuos sdlidos e liquidos, seguindo as orientagdes de descarte estabelecidas pelo
laboratério.
Utilize recipientes especificos para materiais cortantes e perfurantes.

e Procedimentos em caso de acidentes
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Em caso de acidente, como derramamento de substancias quimicas ou corte, informe imediatamente ao professor
responsavel.

Utilize os equipamentos de seguranga adequados para a situagéo e siga as instrugdes para prestagédo de primeiros
SOCOITOS.

e Conduta ética e responsavel

Mantenha uma postura ética e responsavel durante todas as atividades no laboratério, respeitando as normas de

seguranga e o ambiente de trabalho.

e Treinamento e capacitagao

Todos os usuarios do laboratério devem receber treinamento adequado sobre as normas de biosseguranga e os
procedimentos especificos de cada experimento antes de iniciar as atividades praticas.
A segurancga no laboratério é responsabilidade de todos. Ao seguir rigorosamente as normas de biosseguranga,

garantimos um ambiente de trabalho seguro e produtivo para todos os envolvidos.

Observacao: Este roteiro de normas basicas de biosseguranga € uma diretriz inicial e deve ser complementado
pelas politicas especificas do laboratério e pelas regulamentagdes da Comissao de Biosseguranga do Instituto de
Biologia - CBio-IB (http://cibioib.sites.uff.br).

As informacdes relacionadas a terminologia, encontrada nas Fichas de Informagdes de Seguranga de Produtos
Quimicos (FISPQs), sistema de classificagdo de perigo — pictogramas de perigo — do Sistema Globalmente

Harmonizado (GHS) - (elaborada pela CBio-IB/UFF), podem ser encontradas em: http://cibioib.sites.uff.br
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Aula Pratica 1 — Pipetagem e diluicdo

Constantemente, os laboratérios de ensino e pesquisa precisam garantir a qualidade das suas
analises e experimentos. Dentre os diversos fatores cruciais para tal garantia, os instrumentos de medigéo tém papel
relevante, no que se refere a afericbes precisas de volumes. Nesse contexto, as pipetas manuais e as automaticas
(micropipetas) destacam-se, pois séo instrumentos de alta precisdo na medi¢do e transferéncia de volumes. Vale
ressaltar que alguns fatores podem interferir na exatidao da medigado desses volumes: o conhecimento e habilidade do
operador em manusea-las € um deles. Portanto, conhecer e praticar corretamente a técnica de pipetagem é
fundamental para obtencao de resultados confiaveis e reprodutiveis.

Objetivo: Apresentar ao estudante: a definicdo, aplicagdo e principais caracteristicas que envolvem uma pipeta/

micropipeta, ressaltando postos-chave para a escolha do modelo correto.

Materiais:

- Pipetas manuais de diferentes tipos e volumes;

- Vidrarias comumente utilizadas no laboratério para aferir volume (baldo volumétrico e proveta);
- Tubos de ensaio;

- Micropipetas;

- Solugao de azul de metileno (1%);

- Pipetadores.

Procedimentos:

1- Apresentacgao das diferentes pipetas (demonstracao)

As pipetas podem ser de plastico ou de vidro, manuais ou automatizadas. Vale destacar que que existem pipetas
para diferentes quantidades de liquido a ser transferido, que compreendem desde a escala de mililitros (mL) até uma

escala de volume muito pequena, como microlitros (pl).

As pipetas sdo confeccionadas “para conter” (TC) ou “para entregar” (TD) um volume especificado de liquido. As
TC conterdo um determinado volume, mas nao dispensarado no frasco o volume exato. Nessa pipeta, a inscricao TC
(fo contain) é indicada; as que possuem a inscrigdo TD (to deliver) dispensardo, no frasco desejado, exatamente o

volume indicado. As inscrigbes TC ou TD encontram-se carimbadas no corpo da pipeta.
- Manuais

Pipeta Graduada: Tubo de vidro, também pode ser de plastico, que apresenta graduacgdes, em mililitros, ao longo de
sua estrutura, o que possibilita a sucgao de quantidades variadas de liquido. Utilizada para a medi¢gao de pequenos

volumes e ndo sao consideradas exatas para medir amostras e padrdes. Ha dois tipos:

- Pipeta graduada de escoamento parcial: Sao identificadas por duas linhas coloridas no topo da pipeta e séo
usadas para medi¢des precisas, onde a gota retida na ponta nao faz parte do volume medido; é

desconsiderada.
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Pipeta graduada de escoamento total (sorolégica): A escala de medigéo se estende por todo o tubo, desde
a ponta até a extremidade superior, permitindo a medigao e transferéncia de diferentes volumes, dentro
de sua capacidade total. Sao calibradas para que todo o liquido possa ser transferido. No topo, apresenta

uma linha colorida.

Pipeta Volumétrica: Pipeta que possibilita o transporte de um determinado volume; possui um bulbo cilindrico

contendo um tubo estreito em cada extremidade; a marca do volume fica gravada na parte superior da pipeta.
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A: Pipeta volumétrica; B: Pipeta graduada de escoamento parcial; C: Pipeta graduada de escoamento total
(sorolégica).

Pipeta de Pasteur: Criada pelo médico francés Louis Pasteur, é simples, descartavel e, geralmente, produzida em
plastico. Apresenta abertura somente em sua base para entrada do liquido. Na outra extremidade, apresenta um

“baldo” que, ao ser pressionado, expele o ar para o exterior da pipeta e, posteriormente, o liquido é sugado para o
interior. Utilizada para transferéncia de pequenos volumes, sem a necessidade de grande precisao na medida.

- Automaticas

Sao extremamente exatas e precisas na transferéncia de volumes de liquido na escala de microlitros. Podem ser de
volume fixo ou variavel, dependendo do modelo. A sucgao de liquido ocorre por deslocamento de ar, pois ao pressionar
0 émbolo, o pistdo, no interior da pipeta, se desloca para baixo e expulsa o ar (de acordo com o volume ajustado pelo
operador, previamente). Assim, o volume do liquido aspirado & igual ao volume de ar deslocado pelo pistao.
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Pipeta automatica - volume variavel

A utilizagao da pipeta automatica requer o uso de ponteiras descartaveis que devem ser ajustadas corretamente e de

forma precisa a micropipeta.

Para uma pipetagem precisa, atente-se para:

Padronizagdo da pipetagem: Aperte o botdo até o primeiro estagio, mergulhe a ponteira no liquido (sem
encostar o corpo da pipeta no liquido) e aspire-o, soltando o botdo. Remova a pipeta do liquido e aperte o
botao até o segundo estagio, garantindo a dispensagéao total do conteudo;

Imersao da ponteira: Para pipetas de volume micro, a imersdo da ponteira deve ser entre 1-2mm; ja para
pipetas de volumes maiores, esse valor seria de 3 a 6mm. Quando imergir a ponteira, o angulo deve ser o mais
vertical possivel, ndo desviando mais do que 20° da vertical. Um angulo superior faz com que uma quantidade
maior de liquido seja aspirado. Dispensar até a ultima gota. Em grande parte das aplicagdes, dispensar com a
extremidade da ponteira contra a parede do recipiente, pois isso reduz ou elimina a quantidade remanescente
de amostra na ponteira— técnica na qual pode aumentar a precisdo em 1% ou mais;

Utilizar a pipeta sempre na vertical. Quando for observar o menisco* - curva formada na superficie de um
liquido, em um recipiente, contendo um determinado volume - os olhos devem estar posicionados na altura do

mesmo, conforme imagens abaixo:

Formas do Menisco: (A) cncavo; (B) convexo Forma correta: leitura do menisco

Fonte:https:/nutrifaciplac.wordpress.com/wp-content/uploads/2018/08/protocolo-de-aula-prc3a1tica-i-de-ioquc3admica-docx.pdf

* O menisco é a curva na superficie superior de um liquido préximo a superficie do recipiente ou de outro objeto. Ele é

causado pela tensao superficial. Pode ser convexo ou cdncavo, dependendo do liquido e da superficie. Observado nas

analises volumétricas em que se utiliza, por exemplo, pipeta, proveta**, baldo volumétrico***.

- Nunca pipetar com a boca - utilize sempre um dispositivo (pipetador****) para auxilia-lo;
- Utilizar pipetas limpas e secas;
- Utilizar pipetas com volume total o mais préximo possivel do volume a ser medido;

- O fluxo do liquido deve ser continuo, tanto na aspiragao, quanto na dispensagao.
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**Proveta: Tubo, de vidro ou plastico, graduado usado para medir volumes aproximados de liquidos. Apresenta
precisao menor que pipetas ou baldes volumétricos.

Bl e Ay

***Baldo Volumétrico: Utilizado para aferir, com alta precisdo, uma quantidade especifica de volume.

****Pipetadores: (A) Pera-confeccionado de borracha - atua como uma fonte de vacuo para o seu preenchimento,

auxiliando no controle do fluxo e do volume aspirado; (B) Pi-pump - ndo possuem botao para sucgdo, mas sim um
disco que promove o controle do volume de entrada do liquido.
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Béquer (Becker): Material cilindrico de plastico ou vidro de fundo plano, amplamente usado em laboratérios de
pesquisa e ensino para reagdes em geral, incluindo misturar, dissolver solidos, transferir e aquecer liquidos e preparar

solugdes. Apesar de conter escalas para leitura de volume, ndo é um instrumento de precisao.

2- Pratica Experimental - Realizagao de diluigdo seriada

Diluir progressivamente uma solugdo de azul de metileno (1%) de forma proporcional utilizando pipeta de vidro ou
micropipeta.

Procedimento:
I- Distribua em 5 tubos de ensaio 2,5 mL de dgua destilada;
[I- Ao tubo 1, adicionar 2,5 mL da solugédo de azul de metileno 1% (amostra), conforme figura abaixo;
[lI- Homogenize a solugao;
IV- Transfira 2,5 mL do tubo 1 para o tubo 2 e homogenize;
V- Transfira 2,5 mL do tubo 2 para o tubo 3 e homogenize;
VI- Realize o mesmo procedimento sucessivamente até o ultimo tubo, conforme figura abaixo;

VII- Ao final, aponte as concentragdes finais das solugdes.

Diluicao Seriada

|
|

Amostra 1 2 3 4 5 Desprezar 2,5 mL
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Questoes para discussao:
1- Qual o fundamento da diluigao seriada?

2- Um técnico de laboratério precisa preparar uma diluicdo de 1:20 de soro para a realizagao de um teste imunoldgico.
Ele necessita preparar um volume final de 100 microlitros da referida diluigdo. Qual volume de soro ele devera pipetar
para preparar corretamente a diluicao?

3- Quais as aplicagbes da diluicdo seriada?
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Aula Pratica 2 — Titulagcdo de aminoacidos e estudo do efeito-tampao

Os aminoacidos possuem no minimo dois grupos (pois 0 R também pode ser ionizavel) que podem sofrer
protonacao e desprotonacgao e essas reagdes dependerdao do pH da solugdo em que os aminoacidos se encontram.
Sendo assim, os aminoacidos podem participar do tamponamento de solugbes, sendo este fendmeno um dos fatores

que possibilitou o surgimento da vida.

Objetivo: Construir curvas de titulagdo de aminoacidos, determinando os valores de pK de cada um deles e estudar o

efeito tamponante de diferentes solugdes utilizando-se o pHmetro, também chamado de medidor de pH.

Materiais:

- H20 destilada;

- Solugdes de Glicina e acido Glutamico 0,02 M (pH ~ 1);
- Solugado de NaOH 0,5 N;

- Solugdo de HCI 1 M;

- Solugbes-padrao para calibragao do medidor de pH;
- Solugao de acido acético 0,2 M;

- Solugao de acetato de sédio 0,2 M;

- Béqueres de vidro;

- pHmetro (medidor de pH);

- Pipetas automaticas;

- Placa agitadora;

- Barras magnéticas.

Procedimentos:

e Ajuste do medidor de pH

- Ligar o aparelho;

- Retirar o eletrodo do recipiente (com cuidado) contendo solugédo de KCI 3M e lava-lo com agua destilada.

- Imergir o eletrodo na solugéo-padréao de pH 7 (com cuidado) e calibrar o aparelho no botdo adequado.

- Retirar o eletrodo da solug¢édo (com cuidado) e repetir o procedimento de ajuste, agora para a solugédo-padrédo de pH
4,0, no botao adequado.

- Lembrar de sempre colocar o aparelho em “stand by” quando o eletrodo n&o estiver imerso em uma solugéo.

e Titulagao de aminoacidos

- Em um bécher colocar 40 mL de glicina ou acido glutamico.
- Mergulhar uma barra magnética na solugéo e posicionar o bécher sobre a placa agitadora.
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- Inserir o eletrodo limpo e calibrado na solugao, de modo que a jungéo ceramica fique submersa (cuidado para o bulbo
ndo esbarrar na barra magnética).

- Sob agitacao, titular com NaOH 0,5 N, adicionando 0,2 mL por vez e anotando o valor de pH, apds cada adigédo
(adicionar o NaOH diretamente a solugédo, sem esbarrar no eletrodo ou na parede interna do béquer).

- Construir o grafico de pH da solugéo versus volume de NaOH adicionado.

e Estudo da capacidade tamponante

- Em quatro bécheres, adicionar os volumes indicados das solugdes de acido acético, acetato de sddio e agua:

: Acetato de
Bécher Acido acético . H:0
sédio
1 10 mL 10 mL --
2 5mL 5mL 10 mL
3 12,5 mL 7,5mL -
4 7,5 mL 12,5 mL -

- Repetir os procedimentos descritos acima para titulagdo de cada uma das solu¢des, mas desta vez adicionar 5 x 0,5
mL de NaOH 0,5 N. Anotar o valor de pH a cada adic¢ao.

- Construir o grafico de pH das solugdes versus volume de NaOH adicionado.

Questoes para discussao:

1- Em relacdo a pratica realizada:
a) Quais os valores de pK e pl da glicina e do acido glutamico?
b) Por que a curva de titulagcao do acido glutadmico é diferente da curva da glicina?

c¢) Calcule o pH tedrico das solugbes 1, 2, 3 e 4, sabendo que o Ka do acido acético é 1,74 x 10°5.

2- VVocé pode utilizar um aminoacido para fazer uma solugao-tampao? Por qué?

3- Como a concentragao de um tampéo afeta a sua capacidade tamponante?

4- Um tampao mantém constante o pH de um meio indefinidamente?

5- Calcule o grau de dissociacao inicial do acido acético 0,2 M. (Dica: considerando que a [H*] € igual & concentracao

de ions acetato, podemos reescrever a reacao de dissocia¢do da seguinte forma: 0,2 —y =y x y.

Sendo assim a expressao de equilibrio pode ser: 0 que gera uma equagéo do segundo grau que pode ser resolvida!).
6- Quais serdo as concentragdes de acido acético e acetato de sddio necessarias para fazer um tampao de pH 5,1
com a soma acido acético + acetato = 0,2 M?

7- Num laboratério hospitalar uma amostra de 10 mL de suco gastrico, obtida varias horas apés uma refeigao, foi
titulada com NaOH 0,1N até neutralidade; foram necessarios 7,3 mL. Como o estdbmago ndo continha nem alimento

nem bebida, pode-se assumir que ndo havia tampdes presentes. Qual o pH do suco gastrico?
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Vocé Sabia?

O acido glutamico é o principal responsavel pelo sabor umami, reconhecido como o quinto gosto basico, ao lado de
doce, salgado, azedo e amargo. O acido glutdmico produz o sabor umami porque ativa receptores especificos nas
papilas gustativas. Essa interagdo gera a sensagado de sabor encorpado e persistente, base do uso do glutamato
monossoédico (MSG) como realgador do sabor.
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Aula Pratica 3 — Espectrofotometria

O termo espectro foi utilizado inicialmente por Isaac Newton, quando este descobriu que a luz branca ao
atravessar um prisma, se dividia em varias cores. Atualmente, sabe-se que o espectro visivel (luz branca) é apenas
uma pequena parte do espectro eletromagnético. A luz é, portanto, definida como uma forma de energia
eletromagnética formada por ondas que apresentam comprimentos diferentes. O comprimento de onda (1) € medido
em nandmetros (nm) onde 1,0 nm equivale a 102 metros. A tabela abaixo mostra as regides do espectro em relagédo

ao comprimento de onda.

Regido Comprimento de onda ((A) em nm
raios X 0,1-100
ultravioleta 100-400
visivel 400-800
infravermelho 800-5000
microondas 5000-30000

A cor dos objetos é devida a duas causas: reflexdo e absorgdo. Assim, um papel transparente vermelho recebe
todos os A da luz branca, mas reflete e transmite somente o vermelho, sendo o restante absorvido. Quando um objeto
€ da cor branca, todos os A sdo absorvidos. No entanto, existe uma cor ou A que é mais absorvido, que corresponde a
chamada cor complementar. Se uma solugéo absorve na faixa 435 - 480 nm, que corresponde a radiagao azul, a sua
cor (cor complementar) serd o amarela, ou seja, a sensacao visual do amarelo serd dada pelo conjunto de todos os
outros componentes da luz branca que nao foram absorvidos. A tabela abaixo mostra as cores de cada intervalo de

radiacao da faixa do visivel e as suas respectivas cores complementares.

Intervalo A (nm) Cor Cor complementar
380-435 violeta verde amarelada
435-480 azul amarela
480-490 azul esverdeada alaranjada
490-500 verde azulada vermelha
500-560 verde purpura
560-580 verde amarelada violeta
580-595 amarelada azul
595-650 alaranjada azul esverdeada
650-780 vermelha verde azulada

A capacidade que as diversas substancias quimicas tém de absorverem luz em determinados comprimentos
de onda pode ser utilizada para a sua determinagao quantitativa e qualitativa, uma vez que o espectro de absorgéo
(intensidade) é dependente da concentracdo do composto (analito).

A intensidade da radiagéo transmitida por uma solugéo pode ser determinada em aparelho (fotémetro) que é
constituido de: uma fonte luminosa, um seletor de A (filtro ou prisma); compartimento para a amostra (porta-cubeta);
célula fotoelétrica e sistema para amplificacdo e medida do sinal (corrente elétrica) proveniente da célula fotoelétrica.

Pode-se selecionar o A que incidira sobre a solugdo usando-se um prisma ou um filtro 6ptico. Se o aparelho dispbe de
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filtro 6ptico € denominado fotémetro ou fotocolorimetro e se dispor de prisma; espectrofotdmetro. Este ultimo é muito
util, pois pode selecionar faixas de comprimento de onda extremamente estreitas nas regides de UV, visivel e
infravermelho. A fotometria de absorg¢ao, portanto, presta-se tanto para a medida da concentragdo de compostos
naturalmente corados, como daqueles incolores, mas passiveis de adquirirem cor mediante o emprego de certos
reativos, bem como de compostos incolores que absorvem UV ou infravermelho. Esta metodologia, por conseguinte,
tem largo emprego na quimica analitica quantitativa. Alguns exemplos da utilizacdo desta técnica: na determinagao de
atividade enzimatica ou nas dosagens de compostos organicos em fluidos biolégicos, como glicose, uréia, proteinas,
etc., onde se dosa um produto colorido, um produto tornado colorido através de uma reag¢ao quimica ou um produto
que absorva na regido do UV ou infravermelho. Técnicas imunoldgicas quantitativas (como o ELISA) também usam a

fotometria.

o Leis da fotometria
O principio basico da fotometria & baseado no fato de que particulas dispersas ou dissolvidas em uma solugao
interferem seletivamente com um raio de luz que passa através dessa solugéo. Esta interferéncia depende:
a) da cor do composto ou tipo de ligagdo quimica presente;
b) do tamanho da particula;
¢) da transparéncia da solugao;

d) da combinagio dos fatores acima.

Desta forma, as particulas podem absorver e transmitir parte do espectro dependendo da sua concentragao,
natureza quimica e/ou cor. Se pudermos medir o total de luz que incide (luz incidente - lo) em uma solugao de
determinada substancia e o total desta mesma luz que foi transmitida (lt) podemos avaliar o quanto a substancia
absorveu. Desta forma funciona um fotémetro ou espectrofotdmetro. Observe que o termo transmissao tem aplicagéo
limitada, ja que, I é I, menos a luz que é absorvida n&o so6 pela substancia que se deseja medir, mas também pela
agua ou solvente utilizado, pelo material da cubeta e por outras substancias ai existentes. Assim, Ité a luz transmitida
apos as absorgdes pela substancia de interesse mais os interferentes. Para corrigir tal efeito, utiliza-se considerar It
(100 % de Transmitédncia) a luz transmitida apos l, atravessar a cubeta contendo uma solucdo denominada de
‘branco”. Este “branco” contém todos os componentes do meio, exceto a substancia a ser analisada. No escuro,
bloqueada a passagem de luz para o fototubo (fotocélula), a Transmitancia é igual a zero (0), ou seja, ndo ha luz
transmitida a ser medida.

Na pratica, a transmitancia (T), que € medida em uma escala de 0 (no “escuro”) a 100 % (com o “branco” na
passagem de luz), é pouco utilizada, pois é substituida pelo valor de densidade ética (D.0O.) ou absorvancia (A), termo
mais aceito atualmente que corresponde ao logaritmo do inverso da transmitancia: A palavra “absorvancia” também
pode ser chamada de “absorbancia”.

A=log1/T

A absorvancia é desta forma, medida em uma escala de 0 (log 1/1) a infinito (log 1/10). A relagdo da A com a
concentragao da substancia pode ser compreendida pela Lei de Lambert-Beer, onde a absorvancia de uma solugao é
proporcional a concentragao da substancia na solugéo e a distancia percorrida pelo feixe luminoso através da solugao
(caminho otico):

A=¢e1.c
onde & = coeficiente de extingdo molar (constante para cada substancia, é definida como a A de uma solugéo 1 M da
substancia num dado comprimento de onda e em uma cubeta de 1 cm de caminho 6ptico); 1 = largura da cubeta

(caminho 6tico); ¢ = concentracdo da substancia. Observe, portanto, que a absorvancia é uma funcdo linear da
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concentragdo. Assim, para uma mesma substancia, considerando-se o caminho 6ptico constante, a A é diretamente
proporcional a concentragdo desta substéncia. No entanto, a lei de Lambert-Beer tem algumas excegdes. Tais
anomalias tém sido atribuidas a uma mudanga na natureza do soluto, com uma concomitante mudanga na
concentragdo. Alguns acidos, bases e sais em solugdo, ndao obedecem a esta lei por estarem mais completamente
ionizados a medida que aumenta a diluicdo (devido a absorg¢ao de luz dos ions diferir das moléculas nao ionizadas).
Para evitar discrepancias da Lei de Lambert-Beer, deve-se trabalhar com solugdes mais diluidas e construir
previamente, uma curva padrao ou de referéncia, onde se executa um experimento com solugdes de concentracdes
conhecidas e crescentes da substancia a se determinar e verifica-se a absorvancia no comprimento de onda indicado
e na cubeta de caminho 6ptico adequados. Desta forma, teremos os limites de concentracdo onde a substancia
obedece a Lei de Lambert-Beer, ou seja, onde ha linearidade. Através da curva padrao, podemos também determinar
a concentracao de valor desconhecido em uma solugéo problema. O comprimento de onda é escolhido através da
execugao do espectro de absorgcao da substancia, determinando-se, normalmente, o A em que a absorvancia, para a

substancia em questao, € maxima.

Objetivos: 12 parte da pratica - Determinar o espectro de absor¢cdo das solugbes corantes (azul e amarelo) nos
comprimentos de onda (1) de 380, 410, 430, 450, 470, 490, 510, 540, 590, 620, 650, 680 e 710 e identificar o A onde
ocorre absorgao maxima; 22 parte da pratica - Obtengao da curva padrao através da diluigdo seriada de cada solugao

corante.

Materiais:

- Solugdo do corante azul 1 mg/100 mL;

- Solugdo do corante amarelo 1 mg/100 mL;
- H20 destilada;

- Espectrofotdmetro faixa visivel,

- Tubos de ensaio;

- Cubetas de plastico de 1,0 ou 3,0 mL;

- BalGes de borracha;

- Pipetas Pasteur de plastico;

- Pipetas automaticas de 1 mL ou de 5 mL;
- Agitador de tubos;

- Caneta marca-tubo.

Procedimentos:
e 12 parte da pratica (obtencao do espectro de absorg¢ao)

1. Ligar o espectrofotdmetro (observe atentamente a voltagem do equipamento e da tomada);

2. Ajustar inicialmente o comprimento de onda (1) para 380 nm usando o seletor do aparelho;
3. Ajustar o 100 % de transmitancia (T) e o zero % de absorvancia (A), sem as cubetas, no botdo correspondente do

espectrofotdmetro. Esperar o equipamento fazer a calibragdo. Leia em seguida, os tubos sempre em absorvancia
(A);
4, Colocar a cubeta contendo 4gua destilada (branco) no porta-cubetas do aparelho e ajustar novamente o zero % de

absorvancia. Esse procedimento é chamado de “zerar” o aparelho;
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5. Colocar uma outra cubeta no porta-cubetas contendo a solugéo colorida (azul ou amarelo), e anote a absorvancia
registrada neste comprimento de onda, 380 nm;

6. Em seguida, com auxilio do seletor ajuste o comprimento de onda para 410 nm;

7. Ler a cubeta contendo agua destilada e “zerar” o aparelho neste comprimento de onda;

8. Ler a cubeta com a solugéo colorida (azul ou amarelo) e registrar a leitura em absorvancia;

9. Repetir novamente o mesmo procedimento nos comprimentos de onda mostrados na tabela 1;

10. Anotar os valores obtidos de absorbancia na tabela 1 e construir um grafico. No eixo Y, coloque os valores de

absorbancia (A), e no eixo X, os comprimentos de onda (1) em nanémetro.

Atencio: a cada selegéo do comprimento de onda, o espectrofotémetro deve ser “Zzerado” com agua antes de realizar
a leitura da solugao colorida.

Tabela 1: Obtencao do espectro maximo de absorgao da solugao colorida

Comprimento de onda Absorvancia (A) Absorvancia (A)
(A = nm) Azul Amarelo
380
410
430
450
470
490
510
540
590
620
650
680
710

e 22 parte da pratica (obtengao da curva padrao)

. Numerar os tubos de ensaio de 1 a 6;

. Pipetar 2,0 mL de agua destilada em todos os tubos;

. Pipetar 2,0 mL da solugéo estoque colorida (azul ou amarela) apenas no tubo 1 e agitar no vortex;
. Retirar 2,0 mL deste tubo 1 e colocar no tubo 2, e agitar no vortex;

. Retirar 2,0 mL deste tubo 2 e colocar no tubo 3, e agitar no vortex;

. Repetir esse procedimento até o tubo 6;

. Retirar 2,0 mL do tubo 6 e descartar;

W N O O A ODN =

. Pegar duas cubetas de plastico e, em uma delas, colocar somente 2,0 mL de agua destilada. E, a outra cubeta sera
utilizada para ler todos os tubos (1 a 6) no comprimento de onda onde a absorgéo foi maxima, que foi obtido na 12

parte da pratica. Sugere-se que os tubos experimentais devam ser lidos nesta ordem: do tubo 6 para o tubo 1. Anotar

os valores de absorvancia na tabela 2;
9. Monte o grafico da seguinte maneira: no eixo Y, coloque os valores de absorvancia (A). E, no eixo, X, os respectivos
tubos.

Atencgao: cada tubo deve ter 2 ml de volume final.

Tabela 2: Valores de Absorbancia da diluicao seriada da solugao colorida
GCM - UFF



18

Tubos Absorvancia (A) Absorvéncia (A)
(corante azul) (corante amarelo)

D[R |WIN|=~

Questoes para discussao:

1- O que é um espectro de absorgao? Como ele é obtido?

2- Por que geralmente é mais correto e exato medir absorvancia na faixa de 0,2 a 0,9?

3- A lei de Lambert-Beer pode ser aplicada em toda faixa de concentragdo de uma amostra? Justifique.

4- Discurse sobre a lei de Lambert-Beer.

5- Qual a importancia da espectrofotometria na pesquisa cientifica e na area laboratorial?

6- Caso vocé queira realizar a leitura em absorvancia de uma solugao de cor vermelha, como seria o procedimento?
7- Qual o objetivo da 22 parte do experimento?

8- Seria possivel realizar a leitura no espectrofotdmetro de uma solugéo de cor vermelha em comprimento de onda de
420 nm? Justifique.

Vocé Sabia?

O oximetro é usado em diversas situagbes de suporte médico e tem por fungdo analisar a saturagao de oxigénio no
sangue (razéo entre a concentracdo de hemoglobina oxigenada e a concentragdo total de hemoglobina no sangue). O
equipamento utiliza luz e os principios da espectrofotometria, uma vez que a oxihemoglobina absorve mais luz no
comprimento de onda de 950nm, enquanto a desoxihemoglobina absorve mais no comprimento de onda de 650nm.
Dependendo da quantidade de oxi e desoxihemoglobina no sangue, o aparato calcula a proporgéo entre a quantidade
de luz vermelha absorvida em comparagdo com a infravermelha, resultando em leitura de saturagdo de oxigénio
(Cheung A., Macnab A., Kwon B. K., Shadgan B. Detection of hypoxia by near-infrared spectroscopy and pulse oximetry:
a comparative study. Journal of Biomedical Optics, Vol. 27, Issue 7, 077001; July 2022).
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Instituto de Biologia

Departamento de Biologia Celular e Molecular
Disciplina: Bioquimica

Aula Pratica 4 — Estudo Fisico-Quimico das Proteinas

As proteinas, excluindo a agua, sdo os compostos quimicos mais abundantes nos organismos, com extrema
versatilidade de conformacdes e fungdes. O estudo de aspectos importantes da bioquimica nos leva, invariavelmente,
ao estudo de proteinas. A purificacdo e caracterizacdo de uma proteina baseiam-se em suas caracteristicas fisico-
quimicas. A deteccao de proteinas em materiais biolégicos envolve, em geral, reagées especificas com determinados
reativos, 0s quais originam substancias coloridas que absorvem luz na regido visivel, permitindo a sua quantificag&o.
Dentre os métodos utilizados, situa-se o0 método do biureto, que é baseado na reacao do sulfato de cobre em meio
alcalino (reativo do biureto) com proteinas e peptideos (no minimo tripeptideos). O nome do método provém do fato de
que a uréia aquecida a 180°C dara reacgdo positiva com desprendimento de aménia e formagdo do composto

denominado biureto, o qual possui as propriedades para reagir com o reativo:

~NH
0=—=C 2
~NH2
\N/ H 0=C_
N—H
H
—> NH3 + /
_H
_N (=¢}
o—=c ™H .
NHo NH2
UREIA BIURETO

Quando a substancia contém duas ou mais ligagbes peptidicas, produz uma cor azul-violeta com o reativo de

biureto. Esta cor desenvolvida é devida a um complexo entre o ion cuprico e duas cadeias peptidicas adjacentes.

NH yd
. C/H . . NH
| \C
R—C—H
o=cC __Cut*2
SSNH-T ‘ |
/ AN~ C=0
R— CH
~ CH—R

Dependendo dos aminoacidos que fazem parte das proteinas (estrutura primaria), podem-se ter diferencas
fisico-quimicas individuais entre proteinas numa mistura, as quais podem ser utilizadas para a separagao e purificagao
destes compostos. Por exemplo, métodos cromatograficos podem ser baseados em diferengcas no peso molecular
e/ou carga elétrica.

As proteinas sdo macromoléculas coloidais, possuem uma camada de solvatagdo ou hidratagao. Ao seu redor
interagem moléculas de agua, que permitem a sua solubilidade. Diversas substancias, entre elas os sais inorganicos
((NH4)2S04, Na2SO4 e outros) podem alterar a camada de solvatagdo de proteinas, aumentando (salting-in) ou
diminuindo (salting-out) a solubilidade, permitindo dessa forma a separacéo e purificagdo de uma determinada proteina.

Certos agentes podem ser utilizados para precipitar proteinas, o que é util na desproteinizacdo de materiais

bioldgicos, como o sangue, quando alguns métodos analiticos exigem a auséncia de proteinas. Anions de &cidos
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complexos (como tricloroacético, tanico e fosfotungstico) formam sais insoluveis nos quais a proteina funciona como
cation. Metais pesados (como cobre, zinco, prata e mercurio) em meio alcalino formam precipitados nos quais a
proteina atua como anion. Assim, esses métodos sdo empregados quando se deseja desproteinizar uma solugao,
visando analisar outro soluto, e ndo as proteinas.

O etanol, por possuir uma constante dielétrica menor do que a da agua, pode ser utilizado para precipitar
proteinas, pois ao ser adicionado a uma solugéo proteica, as proteinas tendem a se associar e precipitar.

Os aminoacidos componentes de uma proteina podem ser genericamente detectados se, apos sua hidrélise,
efetuarmos a reagéo da ninhidrina. A ninhidrina (hidrato de tricetoidrindeno) reage com aminoacidos produzindo cor
purpura. E uma reagéo inespecifica quanto a identidade do aminoacido, sendo a reagdo dependente da presenca de
grupos amina livres. O aminoacido prolina, na verdade um iminoacido, ao reagir com a ninhidrina produz coloragéo
amarela.

Objetivos: i- Realizar reagio especifica para detecgdo de proteinas utilizando-se o reativo de Biureto; ii- Realizar
reagcdo especifica de deteccdo de aminoacidos, através da reagdo com a ninhidrina; iii- Verificar a alteracdo de
solubilidade de proteinas em presenca de solugbes salinas e solventes organicos; iv- Verificar a agao de agentes
desnaturantes e precipitantes na solubilidade de proteinas; v- Observar a separagédo cromatografica (cromatografia de

exclusdo molecular) de substancias de pesos moleculares diferentes.

Materiais:

- Reagente de Biureto: CuSO4em solugédo alcalina;

- Solucgéo diluida de proteina;

- Solugdo concentrada de proteina;

- Solugéo de ninhidrina 0,1 g % (P/V);

- Solugao de aminoacidos;

- Solugéao de prolina;

- Acido tricloroacético (TCA) 10% (P/V);

- Solugéo saturada de sulfato de aménio (NH4)2 SO4;

- Solugao tampéao de fosfato de soédio 0,2 M, pH 7,0;

- Etanol gelado;

- Coluna de vidro contendo a resina cromatografica Sephadex G-25 (faixa de separacdo PM 1000-5000 Da);
- Solugao contendo compostos de diferentes pesos moleculares (azul de dextran: 2.000.000 Da; vitamina B12: 1355 Da

em tampéo pH 7,0, contendo sacarose).

Procedimentos:

e Reacao de Biureto

Preparar as amostras, conforme tabela a seguir:

Tubos H20 destilada Solugao diluida Solugao de Reativo de Biureto
(mL) de proteinas (mL) | aminoacidos (mL) (mL)
1 0,5 - - 1
2 0,5 - 1
3 - 0,5 1

- Agitar e comparar o desenvolvimento de cor nos tubos.
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e Reacgao da Ninhidrina

Preparar as amostras conforme tabela abaixo:

Tubos H20 destilada Solugao Solugao de Solugao de Solugao de
(mL) Diluida de | Aminoacido | Prolina (mL) Ninhidrina
proteinas s (mL) (mL)
(mL)

4 0,5 - - - 2

5 - 0,5 - - 2

6 - - 0,5- - 2

7 - 1 0,5 2
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- Apds a adigdo das amostras, agitar e colocar os tubos de ensaio em banho-maria a 100°C por 5 minutos. Comparar
o desenvolvimento de cor nos tubos.

e Precipitagdo Acida

- Em um tubo de centrifuga (tubo 8): colocar 1 mL de TCA 10% (P/V) + 1 mL da solugéo diluida de proteinas;
- Agitar e observar. Centrifugar por 10 minutos a 3000 rpm na centrifuga clinica, separando as fragoes -
sobrenadante (SOB) e precipitado (PPT);

- Remover completamente o SOB e transferir um volume de 0,5 mL para o tubo 9;

- Adicionar tampao ao tubo 8 que esta com o PPT. Agitar e verificar se o PPT foi ou n&o solubilizado.

- Adicionar 1 mL de reativo de Biureto_aos tubos 8 e 9. Agitar e observar se houve ou nao aparecimento de cor.

e Efeito da Adigao de Sais

- Em um tubo de centrifuga (tubo 10), adicionar 2 mL da solugdo diluida de proteinas + 2 mL da solug&o saturada de
sulfato de amoénio. Agitar. Centrifugar a 3000rpm por 10 minutos, separar as fragbes - sobrenadante e precipitado.
Adicionar 1 mL de tampéao ao precipitado e agitar. Verificar o que acontece.

- Colocar o sobrenadante no tubo de centrifuga (tubo 11). Adicionar igual volume de TCA 10% (P/V), agitar e centrifugar

novamente. Se aparecer algum precipitado, tentar dissolvé-lo com 1 mL de tampé&o.

e Efeito da adi¢dao de solventes organicos
- Em um tubo (tubo 12) colocar 1mL da solugdo de proteinas concentrada + 2mL de etanol gelado (lentamente pela

parede do tubo). Observar o aparecimento de uma ligeira interface e turvagao.

e Cromatografia em Peneira Molecular:

- Numa coluna de vidro (aprox. 30 x 1,5 cm), foi colocado previamente o gel Sephadex G25 suspenso em tampao pH
7,0;
- Aplicar cerca de 1mL da amostra (solugao contendo azul de dextran, vitamina B12 e sacarose) diretamente sobre a

superficie do gel, que devera estar com cerca de 2 cm de tamp&o. Como a amostra esta mais densa, devido a presenca
da sacarose, esta amostra se depositara sobre o gel.

- Observar a ordem de eluicdo dos componentes da amostra.
Questdes para discussao:
1- Explique o que ocorreu em cada etapa executada (etapas 1 a 6).
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2- Pelos resultados obtidos no experimento realizado, podemos afirmar que a solugao de sulfato de amoénio saturado
precipitou todas as proteinas? Por qué? Como podemos saber se esta precipitagao é reversivel ou nao?

3- Pelos resultados obtidos, podemos afirmar que o etanol gelado precipitou todas as proteinas? Por qué? Como
poderiamos comprovar isto? O precipitado obtido (apds centrifugagao) seria dissolvido em tampao? Por qué?

4- Qual foi a ordem de eluicado das amostras (azul de dextran + vitamina B12) na coluna cromatografica (item 4.7)? Por
qué?

Vocé Sabia?

A produgéo de hemoderivados teve inicio durante a Sequnda Guerra Mundial. Nesse periodo, houve o desenvolvimento
da hemoterapia e surgiram técnicas para a coleta e congelamento de plasma. Em meados da década de 1940, foi
criado o método de Cohn, desenvolvido para a produgdo de albumina por meio da precipitagdo em etanol. Esse método
é utilizado em escala industrial até hoje, com algumas modificagbes (Featherstone PJ, Ball CM. The development of
albumin solutions in the Second World War. Anaesth Intensive Care. 2023 Jul;51-4:236-238).
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Instituto de Biologia

Departamento de Biologia Celular e Molecular
Disciplina: Bioquimica

Aula Pratica 5 — Cinética Enzimatica

As enzimas sao catalisadores bioldgicos que aceleram a velocidade de reagbdes quimicas espontaneas, ou
seja, aquelas que ocorrem associadas a liberagdo de energia, denominadas exergOnicas. Sua natureza quimica é
proteica, embora atividades cataliticas sejam encontradas, também, em alguns tipos de moléculas de RNA. As enzimas
nao alteram a constante de equilibrio nem a variagao de energia livre das reagdes que catalisam, sendo regeneradas,
sob a forma original, ao final do processo. Durante a reagdo, as moléculas de substratos (S) sdo convertidas em
produtos (P), de acordo com a reversibilidade da reagéo definida por sua constante de equilibrio. De modo geral, as
enzimas séo especificas em relagédo aos substratos que utilizam, formando um complexo com estes durante o processo

de catalise:

E+S < ESE+P

Algumas teorias foram elaboradas para explicar a interagdo entre a enzima e seus substratos. Na primeira
delas, o modelo “chave-fechadura”, baseado na proposta original de Emil Fischer, previa que o sitio ativo da enzima
seria complementar ao substrato, ou pelo menos a uma parte de sua estrutura. O segundo modelo, proposto por
Haldane e Pauling, previa que o “sitio ativo seria complementar ao estado de transi¢dao da reagao”. O terceiro
modelo, proposto por Koshland em 1958, denominado “ajuste (ou encaixe) induzido”, previa que o substrato seria
capaz de induzir alteragbes espontaneas no sitio ativo da enzima para que este se tornasse complementar ao estado
de transicéo da reacédo, reduzindo a energia de ativagdo necessaria para atingir o estado de transicdo da reacéo, uma
espécie de barreira energética para a conversao espontanea dos reagentes em produtos.

Diferentes fatores podem influenciar na atividade de uma enzima e, consequentemente, na velocidade de uma
reagao por ela catalisada. Por terem estrutura proteica, alteragdes no pH, na temperatura, ou na forga idénica do meio
reacional podem afetar sua atividade. Por vezes, esses fatores podem afetar até mesmo a estrutura dos substratos.
Como esperado, a concentragdo do complexo ES, definida a qualquer momento da reagao pelas concentragdes de
substrato e de enzima no meio reacional, sdo determinantes para a velocidade da reagao, pois a concentragédo de
substrato tende a cair, em fungdo de sua conversdo em produto; enquanto a concentragdo de enzima tende a ser
constante durante todo o ensaio enzimatico. Sendo assim, podemos presumir que a velocidade da reagao cai durante
0 ensaio, e que tende a zero quando a reagao atinge seu equilibrio.

A velocidade de uma reagao catalisada por enzima pode ser determinada em fungéo da quantidade de produto
formado por unidade de tempo (caso mais comum), ou através da mensuragado da quantidade de substrato consumido
por unidade de tempo. O produto formado pode ser medido diretamente, através de alguma de suas propriedades
fisico-quimicas, ou entdo através de uma reagdo quimica que resulte em um segundo produto que possua uma
propriedade que permita sua quantificagcdo. Uma propriedade frequentemente utilizada para mensurar a quantidade de
produto formado durante o ensaio enzimatico é a sua capacidade de absorver energia de radia¢des eletromagnéticas

em comprimentos de onda especificos na faixa do visivel, ou UV, de acordo com os principios da espectrofotometria.

Os ensaios de atividade enzimatica desenvolvidos nesta aula pratica serdo realizados com a enzima
FOSFATASE, presente no extrato aquoso da batata inglesa. No ensaio, a enzima catalisara a reagao de desfosforilagéo
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do substrato (para-nitrofenil fosfato - incolor), resultando na formagdo de um produto de cor amarelada, o para-
nitrofenol, o qual possui a coloragédo potencializada em meio alcalino. Portanto, a determinagéo da concentragao de

produto formado sera estimada pela intensidade da coloragao amarela no meio reacional.

MNO;
Ha s g
I\\ /,
\\__/.O \N-"H
Para-nitrofenil fosfato Para-nitrofenol
(PNPP) (PNP)

Objetivo: Avaliar alguns fatores que podem interferir na geragédo de produto, e que podem ser observados através de
alteragdes na intensidade da coloragdo amarela no meio reacional, que sera, sob certas condigdes, proporcional a
concentragdo do produto formado. Os fatores a serem considerados no ensaio sdo o tempo de reagdo, a

concentragao de substrato e a concentragao de enzima.

Materiais:

- Uma batata inglesa média (cerca de 110g);

- Substrato: para-nitrofenilfosfato (PNPP) de sdédio 1mM (solugao fresca) — reagente termo e fotossensivel;
- NaOH 0,02N;

- Liquidificador;

- Funil;

- Peneira;

- Filtro de papel.

Procedimentos:

e Preparo do extrato de batata inglesa contendo a enzima fosfatase

v Importante: O homogeneizado deve ser preparado apenas quando todos os outros componentes do ensaio

(agua e substrato) estiverem presentes nos tubos de ensaio.

- Descascar a batata;
- Homogeneizar a batata descascada em 200mL de agua, usando um liquidificador;

- Filtrar o homogeneizado, utilizando um funil, uma peneira e um filtro de papel.

e Orientagdes gerais para os ensaios de atividade da enzima fosfatase

v Considerando-se apenas uma unica excecdo, o homogeneizado devera ser sempre adicionado por

ultimo aos ensaios.

- Numerar os tubos de ensaio que seu grupo vai utilizar;
- Colocar sempre os reagentes na mesma ordem, iniciando pela agua e seguido pelo substrato em todos os tubos;
- Apos adicionar o homogeneizado, agite a mistura suavemente e inicie a contagem do tempo para a adigdo de NaOH

0,02N;
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- Alincubacéo sera realizada a temperatura ambiente;

- Apos adicionar o NaOH, agite a mistura suavemente.

Grupo 1- Avaliagao da influéncia do tempo de reacido na geragao de produto

- Preparar as amostras conforme informagdes contidas na tabela abaixo:

. Adicionar 2mL de
Agua Homogeneizado NaOH 0,02N, apos
VUS| eesiE @l (r?\L) ?mL) (min) de inicio da
reagao
1 3,0 2,0 0,5 0*
2 3,0 2,0 0,5 2
3 3,0 2,0 0,5 5
4 3,0 2,0 0,5 10
5 3,0 2,0 0,5 20
6 3,0 2,0 0,5 30

*Adicionar 2mL de NaOH 0,02N antes da adigdo do homogeneizado (somente no tubo 1)

- Observe a cor desenvolvida em todos os tubos.

- Discuta os resultados com os colegas de seu grupo.

Grupo 2 - Avaliagao da concentracao de enzima na geragao de produto

- Preparar as amostras conforme informagdes contidas na tabela abaixo:

Tubo Substrato (mL) ?r?‘t? Homo?nit)elzado
7 3,0 1,0 0,0
8 3,0 0,9 0,1
9 3,0 0,5 0,5
10 3,0 0,0 1,0

- Apés 5 minutos de reagao, adicione 2mL de NaOH 0,02N em cada tubo e agite-o;

- Observe a cor desenvolvida nos tubos (7-10).

- Discuta os resultados com os colegas de seu grupo.

Grupo 3 - Avaliagao da concentracido de substrato na geragao de produto

- Preparar as amostras conforme informagdes contidas na tabela abaixo:

Tubo Srbstiste Substrato (mL) Agua Homogeneizado (mL)
Mm (mL)
11 0,0 0,0 50 0,5
12 54,5 0,3 4,7 0,5
13 163,0 0,9 4,1 0,5
14 272,0 1,5 3,5 0,5
15 545,0 3,0 2,0 0,5
16 909,0 5,0 0,0 0,5

ApOs a adicdo do homogeneizado, agite os tubos.

- Ao final dos 10 minutos de reagao, adicione 2mL de NaOH 0,02N em cada tubo e agite-o;

- Observe a cor desenvolvida nos tubos (11-16).

25
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- Discuta os resultados com os colegas de seu grupo.

Questoes para discussao:

1- Explique os resultados obtidos pelo seu grupo aos colegas da turma.
2- Por que a enzima (homogeneizado) deve ser adicionada por ultimo ao ensaio?
3- Por que motivo o NaOH foi adicionado a reagéao?

4- Como sao definidas as condigbes 6timas de ensaio de uma determinada reagao enzimatica?

Exercicios complementares:

1. A variagao da velocidade de uma reagao catalisada por enzima em fungao de sua concentragao foi analisada em 6

tubos.

Tubo Enzima
(mL)
0,2
0,4
0,6
0,8
0,8

Ol h[WIN| -~

Cada tubo dos seis tubos recebeu 0,6 mL de uma solugdo contendo 0,1 mM de substrato. A enzima estava contida
num homogeneizado hepatico (10g%), e foi adicionada aos tubos conforme os volumes indicados na tabela ao lado. O
volume final em todos os tubos foi o mesmo (3 mL), sendo ajustado com tampéao apropriado. Ao final de 60 minutos
de reagdo, a concentragido de produto formado foi igual em quase todos os tubos, exceto os de nimero 1 e 6,
sendo esse ultimo incubado a temperatura de 0°C durante todo o ensaio. Considere as informagdes fornecidas e
discuta:

a) Por que motivo a enzima nao foi adicionada ao tubo 17

b) Por que motivo foi observada a mesma concentracao de produto nos tubos 2 a 5?

c) Qual seria o resultado esperado se o tempo de reacao fosse de 5 minutos, mantendo-se todas as outras

condigbes do ensaio enzimatico?

d) Por que motivo, néo foi observada a formagéo de produto no tubo 67

e) Qual é a concentragéo de substrato no ensaio?

f)
2. O ensaio de uma reagao enzimatica “in vitro”, onde a formagao do produto P (fumarato), a partir do substrato S
(succinato), é catalisada pela enzima E (succinato desidrogenase), foi realizado nas seguintes condigées:
I) ndo sendo possivel obter-se a enzima pura, usou-se o mesmo volume de extrato celular contendo a enzima em todos
os tubos; Il) a concentragcéo de substrato inicial estava em grande excesso, em relagdo a concentragdo de enzima; Ill)

0 ensaio enzimatico foi realizado em condi¢gdes de pH e temperatura 6timas para a reagao.
O resultado obtido foi o seguinte:
a) A formacgao de produto cresceu significativamente, a taxa constante, entre o instante zero (inicio da reagéo) e os 10

minutos de reagao;
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b) a partir do 10° minuto de incubacao, a velocidade de reagdo medida pela concentragao de produto formado por
minuto, comec¢ou a diminuir. Considere as informagdes fornecidas e discuta:

a) Por qual motivo a taxa de formacéao de produto se manteve constante até o 10° minuto de ensaio?

b) Por que motivo a velocidade da reagdo comegou a diminuir a partir do 10° minuto de ensaio?

c) O que seria esperado, se a concentragdo de enzima no ensaio fosse maior?

Vocé Sabia?

Que as enzimas, presentes em células, purificadas ou imobilizadas em suportes, além das enzimas artificiais
(nanoenzimas), podem ser utilizadas como ferramentas na deteccéo da presenca de poluentes ambientais? Diversas
enzimas podem ser inibidas por contaminantes ambientais, como metais pesados ou pesticidas, o que as torna uma
ferramenta confiavel e sensivel na detec¢do da presenca de poluentes antes, durante e apos o processo de restauracdo
de um determinado meio ambiente poluido (Rao MA, Scelza R, Acevedo F, Diez MC, Gianfreda L. Enzymes as useful

tools for environmental purposes. Chemosphere. 2014 Jul;107:145-162).
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Disciplina: Bioquimica

Aula Pratica 6 — Simulacao da Separacéao de Isoenzimas Creatina
Quinase por Eletroforese

As isoenzimas sdo enzimas que catalisam a mesma reagao quimica, porém diferem em sua estrutura e em
suas caracteristicas cinéticas. Um exemplo s&o as isoenzimas da creatina quinase (CK; EC 2.7.3.2), que catalisam a
reacgdo reversivel de fosforilagdo da creatina (Cr) em fosfocreatina (PCr), além da conversdo de ATP em ADP, conforme

descrito na equacgao abaixo:

Cr+ MgATP 2 PCr2+ MgADP -+ H *

A creatina quinase (CK) mitocondrial, juntamente com as isoenzimas citosdlicas da CK e o produto de sua
reagao, a fosfocreatina, desempenham papel crucial no fornecimento de energia para a manutengdo da homeostase
celular. As isoenzimas citosdlicas da CK sao diméricas, compostas por subunidades B (tipo cerebral) e M (tipo
muscular), que se combinam para formar trés isoenzimas: CK-BB (CK1), CK-MB (CK2) e CK-MM (CK3). Devido a
diferente expressao tecidual dos mondémeros, ocorre distribuicdo tecidual especifica das isoenzimas. A CK-BB é
predominante no cérebro (100%) e na musculatura lisa gastrointestinal (96%); a CK-MB esta presente principalmente
no miocardio (20% a 30%); e a CK-MM é a principal isoenzima do musculo esquelético (98%). O aumento dessas

isoenzimas na circulagao sanguinea indica dano estrutural tecidual, tornando-as biomarcadores Uuteis de lesdes.

Em condicdes fisiolégicas, o soro de individuos saudaveis contém predominantemente CK-MM. No entanto,
em casos de infarto agudo do miocardio, a CK-MB é liberada na circulag&o. Alteragcées nos niveis de CK-MM ocorrem
em lesdes e regeneracdo do musculo esquelético, como apds exercicios extenuantes ou em distrofias musculares,
enquanto o aumento de CK-BB esta associado a lesbes cerebrais. A quantificacdo dos niveis séricos totais de CK é
realizada por meio da avaliagdo da taxa de reagéo catalisada. Entretanto, esse método nao diferencia as isoenzimas.
Para identifica-las e quantifica-las, sdo necessarios métodos adicionais, como eletroforese em agarose ou acetato de

celulose combinados com densitometria das bandas obtidas.

Objetivo: Interpretar os resultados da eletroforese de isoenzimas creatina quinase e sua correlagdo com condi¢des

clinicas.

Materiais:

- 5 solugbes contendo misturas de corantes (azul de bromofenol, xileno cianol e anilina vermelha);
- Cuba e fonte de eletroforese

- Gel de Agarose 1%;

- Micropipetas;

- Ponteiras;

- Tampao de corrida TAE 1x (40 mM Tris, 20 mM de acido acético, 1 mM de EDTA, pH = 8,6).
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Procedimento:

e 12 parte do experimento — Eletroforese das amostras

- Aplicar as amostras (10 pyL no gel de agarose grande e 5 L no gel pequeno) de cada mistura de corante (M1 a M4 e
M*). As amostras devem ser aplicadas no polo negativo (eletrodo preto, catodo) do gel de agarose (1 %), pulando um

poco entre as amostras. A eletroforese ocorrera durante 40 minutos a 45 mA.

*Os corantes, xileno cianol, azul de bromofenol e anilina vermelha foram combinados para obter cinco misturas. Quatro
delas (M1 a M4) simulardo a composig¢édo das isoenzimas séricas de CK de quatro individuos em condigées clinicas
especificas, a saber: distrofia muscular de Duchenne, les&o cerebral, infarto agudo do miocardio e individuo saudavel.
E a quinta mistura, contendo os trés corantes acima mencionados, foi estabelecida como padrdo simulando a migragcao

das 3 isoenzimas de CK na eletroforese e atuando como marcador (M).
° 22 parte do experimento - Interpretacdo dos resultados da eletroforese

Para a interpretagéo dos resultados devem ser consideradas as seguintes informagoes:

- As trés bandas do marcador (M) simulam a migragao das trés isoenzimas CK.

- As misturas M1 a M4 simulam os padroes de eletroforese sérica de CK de quatro individuos em condigbes clinicas
distintas, a saber: distrofia muscular de Duchenne, les&o cerebral, infarto agudo do miocardio e individuo saudavel.

- Os pontos isoelétricos das isoenzimas CK-MM, CK-MB e CK-BB sao respectivamente 7,2, 5,2 e 4,8.

- As isoenzimas CK séo proteinas compactas com pesos moleculares semelhantes (CK-MM - 81, CK-MB - 82,5 e CK-
BB - 82 kDa).

- O tampao de corrida eletroforético tem pH = 8,6.

Analise o gel da eletroforese, apds a corrida, respondendo as questdes abaixo:

a) Considerando os pontos isoelétricos das isoenzimas CK e o pH do tampao de eletroforese, indique a carga que as
isoenzimas CK apresentam em pH 8,6 e a direcdo esperada das isoenzimas CK na migracéo da eletroforese.

b) Indique as isoenzimas CK que estdo sendo representadas por cada banda do marcador M.

¢) Interprete os resultados da separagédo das misturas de corantes (M1 a M4), discutindo o padrdo de bandas de
eletroforese obtido e sua correlagdo com uma possivel condigao clinica.

d) Desenhe um eletroferograma que ilustre o resultado do marcador.

Questoes para discussao:

1- Qual a composigao das isoenzimas citosdlicas da CK?

2- A CK-MM pode ser denominada de CK1?

3- O aumento da atividade total da CK é indicador de infarto agudo do miocardio?

4- A imagem abaixo representa a eletroforese da CK para trés amostras: M — marcador composto pelas trés isoenzimas
da CK, H — amostra de um individuo saudavel e P — amostra de um paciente. A seta indica o ponto de aplicagao das

amostras, os simbolos (-) e (+) representam os polos negativo e positivo, e os numeros (1-3) indicam a posi¢cao
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horizontal de cada banda das isoenzimas da CK. Analise o resultado obtido e responda as perguntas abaixo,
considerando as informagdes fornecidas:

(+)

—— | s T =
EM=HF
(=)
i) A eletroforese foi realizada em pH 8,6;
ii) O ponto isoelétrico dos dimeros de CK MM, MB e BB sao, respectivamente, 7,2, 5,2 € 4,8;
iii) As trés isoenzimas da CK possuem peso molecular semelhante.

a) Qual é a composigéo do dimero de CK indicado pelo nimero 1?
b) Indique o possivel diagnodstico para o paciente.

c) Identifique o eletroferograma que ilustra corretamente as bandas 3 e 2 da amostra P.

AN

Vocé Sabia?

A técnica de eletroforese permitiu identificar o primeiro caso de anemia falciforme antes mesmo de saberem
exatamente qual alteracdo ocorria na hemoglobina. Em 1949, Linus Pauling e colaboradores mostraram que a
hemoglobina S (HbS) migrava de forma diferente da hemoglobina normal (HbA) em um campo elétrico. Essa foi a
primeira demonstracdo de que uma doenga humana podia ser causada por uma alteragdo em uma unica proteina

(Pauling, L., Itano, H. A., Singer, S. J., & Wells, I. C. (1949). Sickle Cell Anemia, a Molecular Disease. Science,
110(2865): 543—-548).
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Disciplina: Bioquimica

Aula Pratica 7 — Fermentagao

Desde os primordios da evolugdo, quando as primeiras espécies sobreviveram em uma atmosfera sem
oxigénio, a quebra da molécula de glicose, nestas condi¢des, é utilizada por alguns seres vivos como um dos
mecanismos bioquimicos mais primitivos para a extragao de energia. Mesmo com a evolugéao, diversos microrganismos
e certos tipos celulares de organismos superiores conservaram completamente, até hoje, a quimica das reacdes do
processo de fermentacao.

Dentro deste contexto, Saccharomyces cerevisiae € um organismo modelo amplamente estudado devido as
suas caracteristicas metabdlicas Unicas e sua relevancia para a biotecnologia e a pesquisa cientifica. Esta levedura
possui um metabolismo altamente versatil, permitindo-lhe prosperar em diversas condigdes ambientais e nutricionais.
Uma das caracteristicas mais notaveis de S. cerevisiae é sua capacidade de realizar a fermentagao alcodlica. Na
auséncia de oxigénio, esta levedura converte agucares, como a glicose, em etanol e diéxido de carbono (COz). Além
da fermentagéo, S. cerevisiae também pode realizar respiragdo aerdbica quando o oxigénio esta disponivel. Neste
modo, a levedura oxida completamente os agucares até CO:2 e agua, gerando uma quantidade significativamente maior
de ATP, a molécula energética da célula. Esta flexibilidade metabdlica entre fermentacao e respiracdo aerdbia € uma
vantagem evolutiva que permite a S. cerevisiae sobreviver e prosperar em ambientes variaveis. S. cerevisiae possui
um metabolismo altamente eficiente na utilizacado de diferentes fontes de carbono, além de tolerar condicbes extremas
de osmolaridade e pH; pode ser geneticamente manipulada, o que permite aos pesquisadores modificar e otimizar
suas vias metabdlicas para aplicagbes especificas, como a produgao de biocombustiveis, produtos farmacéuticos e
outros compostos de valor agregado. As caracteristicas metabdlicas de S. cerevisiae, combinadas com sua robustez
e versatilidade, tornam-a um organismo modelo essencial para a biotecnologia moderna e a pesquisa em biologia
celular e molecular.

Objetivo: Observar a ocorréncia ou nado do processo de fermentacdo pela levedura Saccharomyces

cerevisiae incubada em diferentes condi¢cdes experimentais.

Materiais:

- Células de Saccharomyces cerevisiae (levedura - fermento bioldgico);
- H20 destilada;

- Glicose;

- Amido;

- NaCl;

- Balbes de borracha de latex;

- Tubos de ensaio;

- Frascos de vidro pequenos com tampas de plastico;

- Mangueiras de plastico maleavel com calibre pequeno;

- Filme plastico de parafina (parafilm) ou qualquer material para vedar;

- Solugéo de fenolftaleina 1% pH 8,0.
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Procedimentos:

e 12 parte do experimento

Grupo 1- Preparar as amostras, conforme tabela abaixo:

Tubos H20 destilada | Glicose (g) | Amido (g) Levedura (g) NacCl (g)
(mL)
1 5 - - 0,5 -
2 5 0,5 - - -
3 5 0,5 - 0,5 -
4 5 - 0,5 0,5 -
5 5 - 0,5 0,5 0,5

- Vedar o tubo com parafilm (filme plastico flexivel) e homogeneizar a solugéo, apds cada adig¢ao; retirar o parafilm e
fechar a boca dos tubos com os baldes de borracha. Incubar os tubos a 36°C e marcar o tempo. Observar os tubos

a cada 10 min. (durante 30 a 40 minutos) e descrever o resultado.

Grupo 2- Preparar as amostras, conforme tabela abaixo:

Tubos H20 destilada | Glicose (g) | Amido (g) Levedura (g) NacCl (g)
(mL)
1 5 - - 0,5 -
2 5 0,5 - - -
3 5 0,5 - 0,5 -
4 5 - 0,5 0,5 -
5 5 - 0,5 0,5 0,5

- Vedar o tubo com parafilm e homogeneizar a solugéo, apds cada adicao; retirar o parafilm e fechar a boca dos tubos
com os baldes de borracha, deixar a temperatura ambiente e marcar o tempo. Observar os tubos a cada 10 min.

(durante 30 a 40 minutos) e descrever o resultado.

e 22 parte do experimento

- Colocar 5 mL de H20**, 0,5g de levedura e 0,5g de glicose em um frasco de vidro; homogeneizar;

- Colocar 10 mL de solugao de fenolftaleina pH 8,0 em um frasco de vidro;

- Fechar, cada frasco, com a tampa. Ambas as tampas estardo conectadas por uma mangueira. Os tubos devem estar
bem vedados (usar parafilm para auxiliar na vedagéo);

- Observar o resultado e correlacione-o com os obtidos na primeira parte do experimento.

** Grupo 1- usar H20 morna; Grupo 2 — usar H.O a temperatura ambiente.
Questoes para discussao:

1- O que vocé observou nos tubos de ensaio e frascos de vidro (parte 2)?

2- Como vocé acha que esta a concentragao de glicose no inicio e final dos experimentos?

3- Quais sao os produtos formados pelas leveduras durante o processo de fermentagdo? Como pode saber disso?
4- Qual o objetivo da segunda parte do experimento?

5- Explique a possivel agdo do NaCl no sistema (tubo 5).
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Vocé Sabia?

Que saborear um queijo com consisténcia e sabor caracteristicos, sem que ele seja derivado do leite de vaca ou comer
um hamburguer vegetal sem notar que ndo esta comendo carne animal j& é uma realidade? Com a fermentagdo de
precisdo é possivel entregar essas solugbes ao produzir as mesmas proteinas presentes em produtos de origem
animal, além de ingredientes que adicionam sabor, cor e suculéncia caracteristicos para os produtos vegetais analogos,

ou de carne cultivada (Heidemann, M. S. et al., Sdo Paulo: Tiibooks; The Good Food Institute Brasil, 2024Liu; Aimutis;
Drake, 2024).

GCM - UFF



34

Instituto de Biologia

Departamento de Biologia Celular e Molecular
Disciplina: Bioquimica

Aula Pratica 8 — Urinalise

A intensidade de excregédo de diferentes substancias na urina representa a soma de trés processos renais:
filtragcdo glomerular, reabsorgao de substancias dos tubulos renais para o sangue e secregéo de substancias do sangue
para os tubulos renais. A urina normal €, essencialmente, composta por agua; a coloragao pode variar entre o incolor
e 0 amarelo (dieta, atividade fisica e principalmente a frequéncia /quantidade da ingestdo de agua podem interferir na
colocagao); apresenta substancias oriundas do processo de excregdo, resultantes do metabolismo. O sangue, ao
passar pelos rins, é filtrado ou depurado, eliminando seus catabdlitos que séo veiculados pela agua. Entretanto, podem
aparecer na urina elementos anormais, como: albumina, glicose e altas concentragdes de corpos cetbnicos, sais e
pigmentos biliares (urobilinogénio e urobilina). A andlise da urina fornece valiosas informagdes que auxiliam no

diagnodstico de doengas renais, das vias urinarias, do trato genital e até de doengas sistémicas.

Esta pratica refere-se a dois exames de rotina da urina, através dos quais € possivel pressupor se ha alguma
alteragdo no metabolismo, principalmente energético, através da presenca de moléculas como a glicose e corpos
cetbnicos. Vale ressaltar que, em condi¢gdes normais, ndo aparece glicose na urina em quantidade detectavel pelos
reagentes convencionais, visto que, praticamente, toda glicose filtrada é reabsorvida pelos rins. Entretanto, quando a
carga filtrada excede a capacidade de reabsorgédo da glicose, sua excregao urindria se da em nivel detectavel. Um
grande aumento da concentracao plasmatica de glicose, capaz de elevar a carga de filtracdo renal acima de 320
mg/minuto, ocasiona a excrecdo do excesso de glicose na urina. A glicose plasmética no individuo sadio raramente
fica elevada o suficiente para causar a sua excregao pela urina. A glicosuria (presenca de glicose na urina) pode estar
relacionada a varias causas, como: fatores enddcrinos, hepaticos, neurolégicos e alimentares. No diabetes mellitus
néo controlado, o nivel plasmatico de glicose pode atingir valores elevados, com consequente excregao urinaria desta
ose. Ja os chamados corpos cetdnicos (acetoacetato, acido p-hidroxibutirico e acetona), quando presentes em niveis
elevados na urina podem indicar um quadro de jejum prolongado ou diabetes mellitus nao tratado. Em condigbes
normais, o acido acetoacético e o acido B-hidroxibutirico que entram na corrente sanguinea séo transportados, tao
rapidamente, para os tecidos, que suas concentragdes plasmaticas, combinadas, raramente se elevam acima de 3
mg/dL.

Objetivo: Analisar amostras de urina, quanto a presenga ou auséncia de glicose e de corpos cetdnicos.

Materiais:

- 8,5 mL de urina “didatica”;

- 2,5 mL de Reativo de Benedict (CuSOQy; citrato de sddio e Na2CO3);

- 1 mL de Reativo de Imbert (nitroprussiato de sédio e acido acético glacial);
- 3 mL de NHsOH 10% (p/v).
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Procedimentos:

e Pesquisa de Glicose

- Colocar 2,5 mL do Reativo de Benedict em um tubo de ensaio;

- Adicionar 4 gotas de urina “didatica”;

- Misturar e levar ao banho-maria até entrar em ebuli¢ao;

- Deixar esfriar espontaneamente (aproximadamente 15 minutos);

- Observar a coloragéo do liquido.

Resultados
cor inalterada (azul) negativo
verde-azulado ou verde tragos
verde (qualquer tom) com precipitado amarelo positivo +
castanho ou marrom positivo ++
vermelho tijolo positivo +++

e Pesquisa de Corpos Cetonicos

- Colocar 8 mL de urina “didatica” em um tubo de ensaio;

- Adicionar 12 gotas do Reativo de Imbert e misturar;

35

- Inclinar o tubo e com o auxilio de uma pipeta, deixar escorrer pelas paredes do tubo aproximadamente 3 mL de

NH4OH 10%, lentamente, de tal maneira que os dois liquidos ndo se misturem;

- Observar a superficie de contato entre os dois liquidos.

Resultados
Nenhuma alteragédo ocorrida negativo
Presenga de um anel violeta positivo

Questoes para discussao:

1- Comente (sucintamente) a participagdo dos hormdnios: adrenalina, cortisol, glucagon e insulina no controle da

glicemia, envolvendo as vias metabdlicas e os seus mecanismos de acgéo.

2- Por que condi¢cdes como jejum severo e prolongado ou diabetes mellitus ndo compensado pode acarretar cetonemia

e consequente cetonuria?

3- Conceitue e diferencie (metabolicamente): diabetes insipidus, diabetes mellitus e diabetes renallis.
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Vocé Sabia?

Que além de servir como combustivel, o B-hidroxibutirato também pode atuar como uma molécula de sinalizagéo,
modulando expressédo génica, inflamagéo e até estresse oxidativo? Hoje ele é estudado como um possivel modulador
epigenético em doengas neurolégicas e envelhecimento ( NEWMAN, J. C.; VERDIN, E. B-Hydroxybutyrate: A Signaling
Metabolite. Annual Review of Nutrition, v. 37, p. 51-76, 2017).
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Aula Pratica 9 — Detec¢cao/dosagem de glicose

A determinagéo da concentragéo de glicose no sangue € um dos exames bioquimicos mais comuns na pratica
clinica e laboratorial. Isso porque a glicose € a principal fonte de energia das células, e seus niveis no sangue precisam
ser mantidos dentro de limites estreitos para garantir o bom funcionamento do organismo.

Alteracdes na glicemia estdo associadas a condigbes metabdlicas relevantes, como diabetes mellitus,
episodios de hipoglicemia e disturbios hormonais. Por isso, medir a glicose de forma precisa é fundamental para o
diagnéstico, o acompanhamento e a prevencéo de complicagdes agudas e cronicas.

No ambiente hospitalar, a dosagem de glicose também tem papel decisivo em emergéncias, auxiliando na
tomada rapida de decisdes clinicas.

Objetivo: Detectar a presenga de glicose em amostras bioloégicas (soro ou plasma).
Principio da técnica

A glicose presente na amostra é oxidada pela enzima glicose oxidase (GOD), formando acido gliconico e peréxido
de hidrogénio (H;0.).

GOD

WOH
4 HO, o=0 =5 a

+ HO—OH

0K

OH

0F NN ~CHy OH POD
¥ + Ho—oH ~ CROMOGENO

Peréxido de Hidrogénio, em presenga da Peroxidase (POD) reage com a 4 -Aminoantipirina e Fenol, formando um
cromégeno vermelho cereja cuja intensidade de cor é proporcional a concentragao de glicose.

A intensidade da cor pode ser medida por espectrofotometria, em comprimento de onda entre 500 - 550 nm.

Ao comparar a amostra desconhecida com uma curva padrao de glicose (concentragcdo conhecida), pode-se calcular

a concentragao de glicose da amostra.

Materiais:

-Microtubos de plastico;
- Estante para microtubos;
- Amostras de soro e/ou urina;
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- Micropipetas;

- Ponteiras para micropipetas
- Descarte para ponteira;

- Banho-maria

- Agitador para tubos (Vortex);
- Reagente 1 (tamp&o 100 mmol/L, pH < 7,5; glicose oxidase 11000 U/L; peroxidase 700 U/L; 4-aminoantipirina 290

mmol/L);
- Reagente 2 (padrao: glicose 100 mg/dL);
Procedimento:

- Numerar os tubos e organiza-los na estante, conforme tabela abaixo:

Tubos Branco Padrao Teste 1 Teste 2 Teste 3
Reagente 1 500 uL 500 uL 500 uL 500uL- 500uL
Reagente 2 10 uL
Amostra 1 - - 10 uL - -
Amostra 2 - - - 10 uL -
Amostra 3 - - - - 10 uL

- Homogeneizar bem em vértex e colocar em banho-maria a 37°C por 10 minutos. Observar progressao da reagéo

colorimétrica e anotar os resultados. A cor é estavel por 30 minutos.

Questoes para discussao:

1- O que vocé observou nos tubos?
2- Existe relagao entre a intensidade de cor e a concentragéo de glicose? O que isso pode indicar sobre o estado do
paciente?

3- Qual o fundamento do método de dosagem/detecgédo empregado?

Vocé Sabia?

A glicose pode diminuir 5 a 10 mg/dL por hora em amostras de sangue total mantidas a temperatura ambiente, devido
a glicélise em eritrocitos e leucdcitos. Por isso, tubos de coleta que contém fluoreto de sédio (NaF) (que inibe a enzima
enolase) séo usados para preservar a glicemia até a analise (Burtis, C. A. e colaboradores: Tietz Fundamentals of

Clinical Chemistry and Molecular Diagnostics. 8th ed. Elsevier, 2019).
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Aula Pratica 10 — Detec¢cao/ Dosagem de ureia

A determinagdo da concentragao de ureia € um exame amplamente utilizado na pratica clinica e laboratorial
para avaliar o funcionamento dos rins e a homeostase metabdlica. A ureia é o principal produto do metabolismo das
proteinas, sintetizada no figado e eliminada, em parte, pelos rins. Por isso, alteragdes em sua concentragao sanguinea
podem refletir a capacidade renal de filtracdo e excregao, além de possiveis alteragdes metabdlicas que ocasionam
aumento do catabolismo proteico. Niveis elevados de ureia podem indicar redugédo da fungéo renal, desidratagao,
aumento do catabolismo proteico, o qual ocorre, por exemplo, no jejum prolongado e na diabetes mellitus

descompensada.

Assim, a dosagem de ureia € uma ferramenta importante para auxiliar no diagndstico e acompanhamento de

disturbios metabdlicos e renais, além de orientar condutas clinicas em diferentes cenarios.

Objetivo: Determinar a presencga de ureia em amostras bioldgicas (soro, plasma ou urina).

Principio da técnica
A uréia é hidrolisada a ions aménio e COz, pela enzima urease. Em pH alcalino, na presenga de hipoclorito de sddio

e salicilato, a aménia origina um composto esverdeado, cuja intensidade de cor é proporcional a concentracao de

uréia na amostra analisada.

o
I u
HN-C-NH, + H,0 —3% 2NH, + CO,
Ureia Amaonio

NH, + OCIF —=-> NH,Cl+OH

Hipoclorito
NH,Cl +QOH — HzNQOH + Cl
itroprussiato
COO COO
Salicilato 5-aminosalicilato

Materiais:

- Microtubos de plastico;
- Estante para microtubos;
- Amostras de soro, plasma ou urina;

- Micropipetas;
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- Ponteiras para micropipetas;

- Descarte para ponteira;

- Banho-maria;

- Agitador para tubos (Vortex);

- Reagente 1 (padrao: ureia 70 mg/dL);

- Reagente 2 (enzima: contém tampé&o fosfato 10 mmol/L, pH 6,9 e urease < 500 KU/L )

- Reagente 3 (oxidante: hidroxido de sédio 2,8 mol/L e hipoclorito de sédio <140 mmol/L.)

Procedimento:

- Numerar os tubos e organiza-los na estante, conforme tabela abaixo:

Tubos Branco Padrao Teste 1 Teste 2 Teste 3
Reagente 1 - 10 uL - - -
Reagente 2 500 uL 500 uL 500 uL 500 uL 500 uL
Amostra 1 - - 10 uL - -
Amostra 2 - - - 10 uL -
Amostra 3 - - - - 10 uL

Homogeneizar em vértex e colocar em banho-maria 37°C, por 5 minutos

Reagente 3 500 uL 500 uL 500 uL 500 uL 500 uL

Homogeneizar em vértex e colocar em banho-maria 37°C, por 5 minutos

- Observar a progressao da reagao colorimétrica e anotar os resultados.

Questoes para discussao:
1- O que vocé observou nos tubos?
2- Existe relagao entre a intensidade de cor e a concentragao de ureia? O que isso pode indicar sobre o estado do

paciente?

3- Explique uma situagdo em que pode haver aumento do nivel de ureia no sangue, mas néo na urina.

Vocé Sabia?

A ureia foi a primeira substancia orgénica sintetizada em laboratério a partir de compostos inorgénicos, em 1828, pelo
quimico F. Woéhler. Essa descoberta derrubou a antiga “Teoria da Forga Vital” e marcou o nascimento da quimica

orgénica moderna — tudo gragas a um composto que hoje podemos dosar rotineiramente em exames de sangue!
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