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Prefacio

Caros estudantes,

E com grande satisfacdo que apresentamos este guia que acompanhara suas
experiéncias praticas na disciplina de Bioquimica, parte integrante do curso de
Medicina da Faculdade de Ciéncias Médicas e da Saude de Juiz de Fora - MG.
Desenvolvido especificamente para as aulas praticas realizadas no laboratério de
Bioquimica e Farmacologia, este material foi concebido para enriquecer sua
aprendizagem e preparacao para a pratica médica.

A Bioquimica é fundamental para compreender os processos bioquimicos que
sustentam a vida humana e para interpretar os resultados laboratoriais que guiam o
diagnostico e tratamento de doengas. No laboratério, vocés terdo a oportunidade nao
apenas de aplicar os conhecimentos tedricos adquiridos em sala de aula, mas também
de desenvolver habilidades praticas essenciais para sua futura carreira medica.

Cada capitulo deste livro foi elaborado com o objetivo de fornecer uma base sélida em
bioquimica, desde os principios basicos até as técnicas mais atuais utilizadas na
pratica clinica.

Esperamos que este livro ndo apenas seja uma fonte de conhecimento, mas
também uma ferramenta que inspire o desenvolvimento de sua curiosidade cientifica
e aprimore suas habilidades praticas no laboratério. Que cada experimento realizado
aqui seja uma oportunidade para aprender, explorar e crescer como profissionais de
saude comprometidos com a exceléncia e o cuidado com o0s pacientes.

Desejamos a todos uma excelente jornada de aprendizado no laboratério de
Bioguimica e Farmacologia, e que este livro seja um valioso companheiro em sua
formacao académica e profissional.

Boas descobertas!

Equipe do Laboratdrio de Bioquimica e Farmacologia
Faculdade de Ciéncias Médicas e da Saude de Juiz de Fora



Faculdade de Ciéncias Médicas e da
Saude de Juiz de Fora - SUPREMA

Com base no sonho de um grupo de professores e profissionais com experiéncia em gestao de saude
nasceu uma das mais modernas organizagoes hospitalares e assistenciais de Juiz de Fora, a Sociedade
Universitaria para o Ensino Médico Assistencial (Suprema). A Faculdade iniciou suas atividades, em 2002,
calcada em valores como ética, cidadania, humanizagdo, competéncia, comprometimento, inovacao,
dinamismo e qualidade.

Hoje, sedimentou um caminho de exceléncia pedagdgica que a transformou em referéncia académica
para todo o Estado de Minas Gerais. Exceléncia que pode ser traduzida em investimentos continuos em
infraestrutura, equipamentos de ponta e capacitacao de seu corpo docente. O criterioso planejamento de sua
diretoria, com a profissionalizacdo da gestdo, possibilitou o reconhecimento, em todas as instancias do
Governo Federal, do Ministério da Educacao para a criagdo de uma faculdade multiprofissional da area da
saude, a Faculdade de Ciéncias Médicas e da Saude de Juiz de Fora — FCMS/JF.

Quando, em 2002, a Faculdade percorreu todos os tramites legais para obter a aprovagéao dos cursos,
ja contava com um planejamento estratégico que vislumbrava o vertiginoso crescimento da Instituigéo.
Crescimento que permitiu @ Suprema implantar um convénio com a Maternidade Therezinha de Jesus,
transformando-a em hospital geral e, posteriormente, em um moderno Hospital de Ensino, nascendo assim
o Hospital e Maternidade Therezinha de Jesus.

A Faculdade de Ciéncias Médicas e da Saude de Juiz de Fora - SUPREMA foi construida numa area
de 57.000 m?, no Bairro Salvaterra, com uma arquitetura arrojada, funcional e cercada de verde, com um
ambiente adequado ao ensino, a pesquisa e a promocao da saude. Sao diversos laboratérios de formacao
geral e de habilidades especificas voltados para a pratica profissional e a prestacdo de servicos a
comunidade.




Bem Vindo ao Laboratoério de Bioquimica
e Farmacologia

Constituido em dois ambientes equipados com modernas instalagdes, para atender as
normas de Biosseguranga, de Ventilagdo e de Preservagdo ambiental, os Laborat6rios de
Bioquimica e Farmacologia | e Il possuem um local amplo e arejado, com bancadas para
execucao de trabalhos praticos. Contam com microscopios, contador de células, centrifugas de
micro-hematdcrito, centrifugas, estufa, fotbmetro de chama, espectrofotébmetros, balancas, cuba
para eletroforese, deionizador, agitador para tubos, chapa aquecedora, ponto de fusao,
refratbmetros, bomba de vacuo, polarimetro, viscosimetros, geladeira, capela de exaustao para
gases, reagentes de alto grau de pureza e vidraria volumétrica e graduada.

O Laboratério encontra-se em local de facil acesso no segundo andar do bloco A, com
area total de 240 m? e conta com um almoxarifado dotado de um sistema de dupla exaustao
(inferior e superior), apresentando condi¢cdes de facil higienizacdo e construido dentro das
normas de Biosseguranca. Conta ainda com dimensao, limpeza, iluminacao, acustica, ventilacao,
acessibilidade, conservacao e comodidade adequados aos seus usuarios.

<SS SUPREMA



Conhecendo o Laboratorio - Instrugcoes Gerais e Materiais usados

INSTRUGOES GERAIS PARA O BOM TRABALHO DENTRO DO LABORATORIO

As seguintes instrug6es gerais devem ser OBEDECIDAS pelos alunos e usuarios do
laboratério, visando a sua prépria integridade e seguranca:

01 — NAO é permitido o ingresso de aluno no laboratério sem o JALECO, CALCA e CALGADO
FECHADO;

02 — E expressamente PROIBIDO FUMAR no laboratorio;

03 — NAO é permitido brincadeiras, nem conversas entre os alunos, a nao ser quando tratar-se
de interesse da aula em questao;

04 — Quando qualquer substancia cair no chdo ou mesa, avise o0 técnico responsavel, assim
como se substancia cair em sua pele, lave-a imediatamente com muita agua corrente e avise ao
professor e/ou técnico responsavel;

05 — Leia com o maximo de atencao os rétulos dos frascos antes de usar as substancias neles
contidas; )

06 - Nunca prove uma droga ou solucao a nao ser com a PERMISSAO do responsavel, e quando
for cheirar qualquer substancia, proceda com cuidado, mantendo o rosto afastado da substancia
e com movimentos de nao dirigir os vapores em direcao ao nariz;

07 — Quando aquecer uma substancia num tubo de ensaio, ndo aponte a sua extremidade aberta
para outras pessoas ou em sua direcaio e o faca sempre agitando o tubo ao qual se aquece;

08 — Substancia inflamaveis, devem ser aquecidas em banho-maria, ou chapa aquecedora ou
banho de areia. NUNCA use chama direta para aquecer inflamaveis;

09 — Quando trabalhar com equipamentos de vidro, proceda com cuidado para evitar cortes e
quebra do aparelho;

10 — Nunca use quantidades maiores de reagentes que o indicado no roteiro;

11 — Antes de efetuar qualquer alteracdo nos reagentes empregados, em certa experiencia (por
qualquer motivo), discuta as mudancas com o responsavel técnico pelo laboratério ou pela
pratica em questao;

12 — Quando diluir &cidos em agua, sempre junte o acido a agua, com cuidado. NUNCA JUNTE
AGUA AO ACIDO CONCENTRADO (Risco de explosao);

13 — Qualquer material quebrado, ou qualquer droga alterada ou contaminada pelo aluno, devera
ser comunicado IMEDIATAMENTE ao professor responsavel;

14 — Todo material necesséario para determinada aula pratica é disponibilizado sem falta de
utensilios, portanto, atente-se aos seus materiais dispostos em bancada ao inicio da aula. Caso
sinta falta de algum componente, informe ao técnico responsavel para providencia-los.



NORMAS DE SEGURANGA DO LABORATORIO DE BIOQUIMICA E
FARMACOLOGIA

1. N&o brinque no laboratério;

2. Em caso de acidente, procure imediatamente o professor, mesmo que n&o haja danos

pessoais ou materiais;

3. Tenha todos os produtos quimicos como venenos em potencial, enquanto ndo verificar
sua inocuidade, consultando a literatura especializada;

N&ao fume no laboratério;

N&o beba e nem coma no laboratério;

Use jaleco apropriado;

Caso tenha cabelos longos, mantenha-os presos durante a realizagcao dos experimentos;

©® N o 0 &

Nunca deixe frascos contendo solventes inflamaveis (acetona, alcool, éter, etc.)
proximos a chama;

9. Nunca deixe frascos contendo solventes inflamaveis expostos ao sol;

10. Evite contato de qualquer substancia com a pele;

11. Trabalhe calgado e nunca de sandalias;

12. Todas as experiéncias que envolvem a liberacdo de gases e/ou vapores tdéxicos devem
ser realizadas na camara de exaustao (capela);

13. Ao preparar solucdes aquosas diluidas de um acido, coloque o acido concentrado na
agua, nunca o contrario;

14. Nunca pipete liquidos diretamente com a boca, utilize pipetadores;

15. Nunca aqueca o tubo de ensaio, apontando sua extremidade aberta para um colega ou
para si mesmo;

16. Sempre que necessario proteja os olhos com 6culos adequados(EPI);

17. Nao jogue nenhum material s6lido dentro da pia ou nos ralos;

18. Nao jogue residuos de solventes na pia ou no ralo; ha recipientes apropriados para isso;
19. Nao coloque sobre a bancada do laboratério bolsas, agasalhos, ou qualquer material
estranho ao trabalho que estiver realizando;

20. Caindo produto quimico nos olhos, boca ou pele, lave abundantemente com agua. A

seguir, procure o tratamento especifico para cada caso;

21. Saiba a localizacao e como utilizar o chuveiro de emergéncia, extintores de incéndio e
lavadores de olhos;

22. Nunca teste um produto quimico pelo sabor (por mais apetitoso que ele possa parecer);



23. Nao é aconselhavel testar um produto quimico pelo odor, porém caso seja
necessario,;nao coloque o frasco sob o nariz. Desloque com a mao, para a sua direcao, 0s
vapores que se desprendem do frasco;

24. Se algum produto quimico for derramado, lave o local imediatamente;

25. Verifique que os cilindros contendo gases sob pressao estao presos com correntes ou
cintas;

26. Consulte o professor antes de fazer qualquer modificagdo no andamento da experiéncia
e na quantidade de reagentes a serem usados;

27. Caso esteja usando um aparelho pela primeira vez, leia previamente o manual;

28. Nao aqueca liquidos inflamaveis em chama direta;

29. Lubrifique tubos de vidro, termémetros, etc, antes de inseri-los em rolhas e proteja
sempre as maos com um pano;

30. Antes de usar qualquer reagente, leia cuidadosamente o rétulo do frasco para ter
certeza de que aquele é o reagente desejado;

31. Confira se as conexdes e ligacdes estdo seguras antes de iniciar uma reaga quimica;

32. Abra os frascos o mais longe possivel do rosto e evite aspirar o ar naquele exato momento.
33. Nao use lentes de contato;

34. Apague sempre 0s bicos de gas que nao estiverem em uso;

35. Nunca recolocar no frasco um reagente retirado em excesso e nao usado. Ele pode ter
sido contaminado;

36. Nao armazene substancias oxidantes proximas de liquidos volateis e inflamaveis;

37. Dedique especial atengéo a qualquer operacao que necessite de aquecimento prolongado
ou que libere grande quantidade de energia;

38. Cuidado ao aquecer vidro em chama: o vidro quente tem a mesma aparéncia do frio;

39. Antes de se retirar do laboratério, verifique se ndo ha torneiras (agua ou gas) abertas;

40. Desligue todos os aparelhos, deixe todo o equipamento limpo e lave as maos.

SILENCIO

AVISO
MANTER




01 - Pipetas: é um material de laboratério muito utilizado, e sua fungao principal é transportar quantidades
precisas de material liquido. Existem diversos tipos, como a pipeta graduada, pipeta volumétrica, a pipeta
automatica e também as micropipetas (para quantidades muito pequenas de liquido). Um tipo de pipeta mais
barata é a Pipeta de Pasteur, utilizada geralmente para pingar liquidos em outras substancias.

As graduacoes das pipetas e outros instrumentos de laboratério sdo geralmente gravadas em circulos e semi-
circulos de modo a se evitar os fendémenos de paralaxe, pois o olho do observador e a base do menisco devem
se situar no mesmo plano (em linha reta), nem muito abaixo e nem muito acima do olho do observador. Quando
o liquido usado for colorido, o observador deve fazer coincidir com o ponto zero 0 menisco superior.

02 — Baloes volumétricos: Sao baldes de fundo chato, gargalo comprido, calibrados para conter determinado
volume liquido. Sao providos de rolhas esmerilhadas ou entdo necessitam de adaptagao de uma rolha prépria.
O trago de referéncia marcando o volume para o qual o balao foi calibrado é gravado sob a forma de uma linha
circular, de modo que, por ocasiao da observagéo, o plano tangente a superficie inferior do menisco coincida
obrigatoriamente com a linha circular, lendo em posi¢cdo que evite 0 caso de paralaxe. Nao devem sofrer
aquecimento ou resfriamento brusco e prolongado para ndo alterar a graduacéao.

03 - Cilindros Graduados ou Provetas: S&o cilindros graduados em milimitros, sendo empregado para medir
sem muita precisdo. Algumas delas podem apresentar tampas esmerilhadas servindo portanto para que se
possa homogeneizar solucoes.

04 — Pissetas: S&o frascos geralmente plasticos, tampados, apresentando uym tubo fino que parte de seu
interior e terminando em ponta afilada por onde se escoara o liquido de seu interior. E usada para completar
volumes liquidos e lavagem de determinados frascos no preparo de solugoes.

05 — Erlenmeyer: E um recipiente de vidro fino especialmente preparado para resistir ao aquecimento sem se
quebrar. E usado em laboratorio para operagdes tais como: destilacdes, titulagdes, acondicionamento e etc.

06 — Béquer: Também chamado de frascos de griffin, sdo frascos de vidro fino, especialmente resistentes que
quando aquecidos nao se quebram, pois dilatam-se ao mesmo tempo pela face interna como pela face externa.
Sao usados como recipientes e também para transferéncia de liquidos.

07 - Tela de amianto: E uma tela de arame que contém no centro um circulo de massa de amianto. Colocada
sobre a chama de um bico de gas, distribui uniformemente o calor, evitando que frasco em aquecimento se
quebre pela diferente distribuicdo de aquecimento em seus diversos pontos.

08 — Bico de Bunsen: Para aquecimento em laboratério é o mais utilizado em cuja chama pode-se distinguir,
princpalmente, duas regides. A mais externa denominada regido oxidante e contem oxigénio por star em contato
com a atmosfera e a mais interna é a regiao redutora.

09 — Tripé: Para colocar a tela de amianto e o frasco sobre a chama do bico de gas.

10 — Tubos de Ensaio: Os tubos de ensaio séo recipientes de vidros cilindricos, de paredes delgadas, tenso
uma de suas extremidadas abertas afim de ser utilizado para comportar pgeugnas quantidades de
determinadas substancias que servirdo para o ensaio da reagao. Deve ser manuseado com cuidado, pois ha
casos em que se necessita levar ao fogo, porque se nao colocado como se deve (sem exposigao prolongada
a chama), podera se quebrar com relativa facilidade.

11 — Calice Graduado: S&o frascos contruidos por um vidro delgado apresentando pé, e a boca alargada com
bico, para facilitar a transferéncia de liquidos. Serve para realizar medidas sendo entretanto estas sem a
precisdo exata das medidas das pipetas volumétricas.

12 — Funil: Os funis usados em laboraté6rio sdo de vidro de polietileno possuindo haste curta ou haste longa.
Nestes funis sera colocado o papel de filtro dobrado, permitindo entao a filtragdo de substancias em laboratério.

13 — Papel de Filtro: E um papel poroso, que permite a passagem de uma solucdo, porém, retém os
precipitados. O papel de filtro ndo pode ser utilizado para filtragdes que contenham acidos ou élcalis fortes, pois
€ atacado por ambos. Nesses casos usa-se algodéo de vidro.


https://www.infoescola.com/quimica/material-de-laboratorio/

Dobra de papel de Filtro e Exemplos de Vidrarias

Se vocé optar por dobrar manualmente o papel de filtro ou decidir que dobrado
de fabrica é melhor para sua aplicacdo, é hora de pensar na dobra.

Quadrante Piramide/Cone Plissado
+ Economia de espago » Pronto para ir direto para o funil ¢+ Caracteristicas de fluxo aprimoradas
+ Dobra-se em um cone » Facil de desembrulhar e raspar + Redugao do tempo de infiltragdo
o filtrado
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D43 HN T ie Mkl Preparo de Solucoes - Soluto Liquido

1. OBIETIVOS ESPECIFICOS

a) Treinar nas manipulagfes usuais de laboratério

b) Aprender a calcular equivalentes

C) Conhecer o material do laboratério

2, PROCEDIMENTO

PREPARO DE UMA SOLUCAO DE ACIDO SULFURICO 0,1 N

1. Calcular a normalidade do acido sulfurico original. Produto X

PM = 98,08 . ‘
D= 1,84 Dx % | F{\’ |
% = 96 100 | N Vd

18429 = 1,84 x 0,96 = 1,7664 g/ml ‘[ \_J

1,7664 g/ml = 1766,4 g/I
1766,4 / 49,04 = 36 N

2. A normalidade acima calculada pode ser colocada no frasco para que vocé ndo tenha que fazer
0 mesmo varias vezes.

3. Como a solucdo encontrada é 36 N e vocé quer preparar solucdo 0,1 N, temos:

3_61 = 360 portanto a solugdo original deve ser diluida 360 vezes.

4. Para preparar 100 ml de solugao 0,1 N vamos gastar:

1_ 360
X 100 X = 0,28 ml

5. Colocar (+ 20 ml) de dgua destilada no baldao volumétrico de 100 ml.
6. Medir o volume calculado usando de preferéncia, pipetas volumétricas, e colocar sobre a agua

do baldo. Nunca colocar agua sobre o acido porque ela possui menor densidade. A pequena
penetracdo desta sobre o acido permite rapida liberacdo de energia, explosivamente.

7. Completar o volume para 100 ml, usando, no final a piseta que evita ultrapassar a marca do
baldo.

8. Por inversoes, misturar o liquido do baldo, passando-o depois para o frasco estoque.
9. Fazer o rétulo.

Exemplo de Rétulo:

H2SO04 0,1N

§ Nome: Acido Sulfirico 0,1N

Data Fab: 02/07/2024
SUPREMA| pata val: 02/01/2025
Téc. Responsavel: Regina Almeida
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Relatério Experimental: Preparo de Solugdo com soluto liquido: Acido sulfirico 0,1 N

1. Qual o volume de &cido sulftrico gasto para preparar 100 ml de solugdo 0,1 N?

Dados: Pureza: % Densidade:

2. A partir da solugdo acima, pode-se preparar 500 ml da mesma 0,01 N? Como?

3. Por que se coloca primeiramente no baldo volumétrico dgua destilada e depois o acido
sulfurico concentrado?

4. Qual o volume deste acido sulfirico necessario para o preparo de 500 ml 5 N?

5. No caso da questdo anterior, como proceder para:

a) sua dissolucao?

b) para sua aferigdo no baldo volumétrico?

12



1.

a)
b)
c)

2.

43113\ 1le '] Preparo de Solucoes - Pesagem

OBIJETIVOS ESPECIFICOS
Treinar nas manipulacdes usuais de laboratério

Aprender a fazer pesagem e solugdes sélidas
Conhecer o material do laboratério

PROCEDIMENTO

SOLUCAO PADRAO DE CARBONATO DE SODIO 0,5 N

1.

2.
3

ul

© 0N O

10
11.

Calcular a quantidade de carbonato de sédio anidro necessaria para preparar 100 ml de solugdo
0,5 N.

Com o auxilio da balanca triplice escala pesar exatamente a quantia determinada no item 1.
Aquecer 50 ml de agua destilada, colocando o bequer sobre o tripé e a tela de amianto.

Retirar o bequer e dissolver o carbonato nesta dgua, agitando suavemente com um bastao de
vidro.

Depois que todo o carbonato estiver dissolvido (solugao limpida) verta o liquido para o baldo
volumétrico, ndo se esquecendo de usar o funil e o bastdo de vidro.

Passe agua destilada no bequer e verta no baldo volumétrico.

Repita o item 6 duas vezes, usando pequenos volumes de agua.

Complete com agua destilada até a marca do baldo volumétrico.

Misture o liquido por inversdes.

Transfira a solugdao do baldo para um frasco previamente rotulado.

A partir da solucdo 0,5 N de carbonato de sodio prepare 10 ml de solucdo 0,05 N do mesmo sal.

SOLUTO
SOLVENTE

. \ / SOLUGAO
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Relatdrio Experimental: Preparo de Solugdo - Pesagem v

1. Qual a massa de Carbonato de sodio anidro gasta para preparar 100ml de solucdo a 0,5 N?

2. A partir da solugdo acima, pode-se preparar 100ml da mesma 0,1 N? Como?

3. Por qué se usa baldo volumétrico e ndo proveta no preparo desta solugao?

4, Como se verifica o volume da solucdo no balao volumétrico?

5. Como tornar a solugado homogénea?

6. Usa-se somente piseta para completar o volume do baldo volumétrico? Por qué?

7. A solucgdo de carbonato de sodio anidro pode ser usada como padrdo? Por qué?

8. Como deve ser feito o rotulo?

14



D (4313 1M x] Preparo e Aplicacao do Reativo de Benedict

1. OBIJETIVOS ESPECIFICOS

Visa ensinar a preparacao do reativo com o qual se demonstra a possibilidade de obter
aproximadamente o teor de substancias redutoras (glicose) na urina.

2. PROCEDIMENTO

Tomar um tubo de ensaio, colocar 1,0 ml de solugao de sulfato cliprico a 0,2 N e 1,0 ml de solucdo
de hidréxido de sédio 0,2 N. Observar a formagdo de um precipitado azul de hidroxido ciprico. Em
seguida, ferver diretamente na chama ou em banho Maria fervente, por 2 minutos e observar a
formacdo de um precipitado preto de éxido clprico, devido & auséncia de um estabilizador. NAO
HOUVE REDUGCAO.

O reativo de Benedict é preparado pelo seguinte processo: Colocar em um tubo de ensaio 0,5 ml
de sulfato cuprico 0,2 N mais 0,5 ml de agua destilada e 2,0 ml de carbonato de sédio 1,0 N.
Observar a formagdo de um precipitado azul. ACRESCENTAR 1,0 ml de solucdo de citrato de sodio
a 10% e agitar batendo o tubo levemente, de encontro com a outra mdo. O precipitado azul se
dissolvera. Aquecer este tubo como anteriormente e observar que o seu conteddo permanece azul,
devido a acdo estabilizante do citrato de sodio. Resfriar o tubo. Fazer uso deste reativo
acrescentando 1,0 ml de solugdo de glicose a 1,0%. Misturar. Aquecer como anteriormente, agora
por 3 a 5 minutos e observar a redugao do Cu++ para Cu+ (Azul para amarelo ao amarelo-tijolo).

z

JESTES COM REATIVO DE BENEDICT JA PRONTOQ PARA USQ:

Num tubo de ensaio colocar 2,0 ml do reativo de Benedict que esta na estante e juntar 04 gotas de
solucdo de glicose a 1,0 %. Homogeneizar e aquecer como anteriormente por 3 a 5 minutos.
Observar. Houve redugao? . Repita este teste usando 04 gotas de sua urina e 2,0
ml do reativo de Benedict. Resultado: Apds o aquecimento se a cor azul se manteve - teste
negativo para substancias redutoras na urina. Se houve desenvolvimento de cor verde ao amarelo
ou amarelo-tijolo (alaranjado) - positivo,

O reativo de Benedict é ideal para se verificar a capacidade redutora dos glicidios, sendo preparado com uma
base fraca (carbonato de s6dio) para alcalinizar o meio e o citrato de sédio como estabilizante dos ions cupricos:

Complexo azul de Cu++ + glicidio redutor » oxido cuproso (CuO- vermelho).

VALORES APROXIMADOS DE GLICOSE NA URINA: Numerar 05 tubos de ensaio de 1 a 5. Colocar em cada
destes tubos, 2,0 ml do reativo de Benedict. Em seguida, com o conta-gotas ou com uma pipeta graduada de 2,0
ml acrescentar a partir do tubo 02:

Tubo 02 — 0,05 ml (ou 01 gota) de solucéo de glicose a 1,0%

Tubo 03 — 0,2 ml (ou 04 gotas) de solugao de glicose a 1,0%

Tubo 04 — 0,4 ml (ou 08 gotas) de solucao de glicose a 1,0%

Tubo 05 — 1,0 ml (ou 20 gotas) e solucéo de glicose a 1,0%

Tubo 01 — Observar que neste tubo nao foi colocada a solucao de glicose (glicidio redutor). Este tubo fica
como controle (tubo branco). Misturar bem todos os cinco tubos e coloca-los em banho Maria fervente por 3 a 5
minutos.

Findo este tempo, estimar, aproximadamente, a concentracdo de glicose através de cruzes (+). Assim:

Tubo 01 — controle negativo (auséncia de glicosuria)

Tubo 02 — cor correspondente a concentracao de glicose de uma cruz (+).

Tubo 03 — cor correspondente a concentracao de glicose de duas cruzes (++).

Tubo 04 — cor correspondente a concentracao de glicose de trés cruzes (+++)

Tubo 05 - cor correspondente a concentragdo de glicose de quatro cruzes (++++).

Observar que a intensidade da cor apds a reducdo, € proporcional a concentracdo de glicose
(substancias redutoras) e quando tal fato ocorre com a urina do diabético, é sinal de que a
concentracdo de glicose no seu sangue (glicemia) esta acima do seu limiar renal. Entende-se por
limiar renal, a concentracdo sanguinea de determinada substancia, acima da qual esta substancia
aparece na urina, ou seja, é eliminada pelos rins.
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Relatdrio Experimental: Preparo e Aplicacdo do Reativo de Benedict v
1. No primeiro teste, por que houve desenvolvimento de cor escura apds o aquecimento?
2. Neste mesmo teste, a cor escura é devida a formacgao do:
3. No reativo de Benedict, qual a fungao do citrato de sédio?
E do carbonato de sddio?
4, Como podemos verificar um teste de Benedict positivo e negativo?
5. Quais as condicdes necessarias e indispensaveis para que um glicidio (monose) seja  redutor

de ions cupricos?

6. O uso do reativo de Benedict tem alguma importancia? Por que?
7. O que é limiar renal para a glicose?
8. Um paciente apresentou limiar renal com uma glicemia de 140 mg/dl. O que isto significa?

16



D 43T e N Reacoes de Ildentificacao dos Glicidios

REACAO DE MOLISCH-UDRANSKY

1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Serve para identificar substancias glicidicas (glucidicas). Estas quando desidratadas em presenca
de acido sulfurico concentrado e do Reativo de Molisch, desenvolvem uma coloracdo violacea, por
formagao de furfural ou hidroximetilfurfural. As pentoses formam furfural e as hexoses formam
hidroximetilfurfural que se condensam com o alfa-naftol ou com o timol, presente no Reativo de
Molisch, produzindo a cor violeta.

2. PROCEDIMENTO

Colocar num tubo de ensaio 1,0 ml de solucdo de glicidio a 2%, acrescentar 1,0 ml de agua destilada
e 3 gotas do Reativo de Molisch. Homogeneizar. Inclinar o tubo de ensaio e acrescentar pelas suas
paredes 1,0 ml de acido sulfurico concentrado, sem agitagdo. Observar o desenvolvimento do anel
violaceo entre os dois liquidos.

~

REACAOQ DE TAUBER

1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Serve para diferencar uma pentose de uma hexose. Baseia- se no fato de que as
pentoses s3o 0s Unicas monoses que formam furfural quando aquecidas com acidos fracos como o
acido acético. Quando aquecido, o furfural se condensa com a anilina contida no Reativo de Tauber
produzindo um composto de cor avermelhada.

2. PROCEDIMENTO

Tomar dois tubos de ensaio e adicionar a cada um deles 1,5 ml de acido acético mais
3,0 gotas do Reativo de Tauber (anilina). Ao primeiro tubo adicionar 1,5 ml de solucdao de pentose
a ao segundo 1,5 ml de solucao de hexose. Colocar ambos os tubos em banho maria fervente por
1 a 2 minutos. Observar a coloracao avermelhada no tubo contendo pentose. No tubo contendo
hexose nao havera alteracdo na coloracdo.

REACAO DE SELIWANOFF

1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Destina-se a diferenciacdo entre aldose e cetose. Quando aquecidas com acido
cloridrico presente no Reativo de Seliwanoff, as cetohexoses (frutose) produzem furfural que se
condensa com o resorcinol do reativo dando uma coloracdo de tom avermelhado.

O aquecimento prolongado da aldohexose (glicose) em meio acido transforma-a em cetohexose
dando teste de Seliwanoff levemente positivo. Também os glucides (glicidios) que liberam frutose
por hidrdlise acida dardo teste positivo, como é o caso da sacarose.

2. PROCEDIMENTO
Tomar trés tubos de ensaio e colocar em cada um deles, respectivamente, 2,0 ml das

solucdes de glicidios: glicose, frutose e sacarose. A cada tubo adicionar 2,0 ml do Reativo de
Seliwanoff. Colocar em banho maria fervente. Observar a coloragcdo apds 2 ou 3 minutos.

17



REACAO DE BENEDICT:
1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Demonstrar o poder redutor de certos glicidios (carbohidratos). O Reativo de Benedict
€ uma solucdo de sulfato clprico em meio alcalino e estabilizado por citrato de sédio. O sulfato
cuprico, nestas condicdes, apresenta cor azul. Quando reduzido a sua cor vai do amarelo
esverdeado ao amarelo tijolo, porque o sal clprico foi reduzido para cuproso (Cu++
Cu+). Os glicidios sé sao redutores em meio alcalino e a quente. Em meio acido os glicidos nao
sao redutores.

2. PROCEDIMENTO

Tomar dois tubos de ensaio e colocar em cada um, 2,0 ml do Reativo de Benedict. Ao primeiro
juntar 4,0 gotas de glicose a 2% e ao segundo, 4,0 gotas de sacarose a 2%. Aquecer diretamente
a chama, com muito cuidado e com técnica, enquanto se observa a mudancga de coloragdo no tubo
gue esta ocorrendo a reducdo.

REACAO DO AZUL DE METILENO

1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Demonstrar a acdo redutora dos glicidios. O azul de metileno oxidado apresenta cor
azul. Quando em meio alcalino a quente e em presenca de glicidio redutor, se tornara incolor. Esta
reducdo se da em auséncia de oxigénio. Durante a agitacdo do tubo de ensaio o oxigénio do ar
provoca a oxidacdo (reoxidacdo) do azul de metileno que novamente apresentara cor azul.

2. PROCEDIMENTO

Tomar dois tubos de ensaio e colocar no primeiro 0,5 ml de solucao de glicose a 2%, no
segundo colocar 0,5 ml de solucdo de sacarose a 2%. Acrescentar aos dois tubos 1,0 ml de solucdo
de hidréxido de sodio a 0,1 N (NaOH 0,1 N). Aquecer diretamente na chama até ebulicdo. Colocar
em ambos os tubos 1,0 ml de solugdo de azul de metileno a 0,1%. Deixar os tubos em repouso até
gue a solugao se torne incolor. Para promover a reoxidacdo, agitar o tubo em que houve reducdo.

0 H
CH,OH N
| C 0
C=0 o (lj i I Cetona
' il Ry —C— R,
(0]
V.
R-C Aldeido
“H
Dihidroxicetona D-Gliceraldeido
Cetose Aldose
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Relatdrio Experimental: Reacdes de Identificacdo dos Glicidios v

1. Para que serve a reacdo de Molisch?
2. Qual a acado do acido sulfurico na reacao de Molisch?
3. Quando podemos dizer que a reagao de Molisch é positiva?

4, Todos os glicidios apresentam esta reacdo positiva?

5. Para que serve a reagao de Tauber (anilina)?

6. Quando podemos dizer que a reagao de Tauber foi positiva? Porque?

7. Qual reagdo usada para diferenciar pentose de hexose? E para diferenciar uma aldose de uma
hexose?

19



8. Quais sdo as condigBes principais para que um glicidio seja redutor?

9. Por qué a sacarose ndo é redutora?

10. Por qué na reagdo do azul de metileno a cor azul reaparece quando se agita o tudo?

11. Qual a finalidade do hidréxido de sédio na reacdo do azul de metileno com glicidio?

12. Quais componentes do Reativo de Benedict?

13. O Reativo de Benedict serve para pesquisa de glicose de urina? , porque a glicose é
O que se observa pela mudanga de cor do reativo de Benedict de

para comprovando sua positividade.

20



D433 e M Extracao e Caracterizacao do Amido

1. OBIJETIVOS ESPECIFICOS
Demonstrar técnicas extrativas para o polissacaridio usado em larga escala na nossa nutricdo.
2, PROCEDIMENTO

Extracdo: Com auxilio de um raspador (ralo), ralar a batata sobre o papel aluminio. Transferir o
residuo para um erlenmeyer de 150 ml, adicionando a este 100ml de agua destilada e agitar
vigorosamente tampando o frasco com a mao. Filtrar essa suspensdo em gaze ou pano fino para
um calice graduado de 125 ml. Deixar em repouso durante 05 minutos para o amido se depositar
no fundo do calice (depdsito branco). Decantar na pia cuidadosamente o liquido sobrenadante,
deixando o residuo formado por graos de amido.

7 =

i Com auxilio de uma pipeta de 1,0 ml, colher pequena amostra do amido

obtido e coloca-la sobre Idmina de vidro para microscopio e mais uma gota de lugol. Cobrir com
laminula. Ndo deixar secar. Observar ao microscopio as estrias dos graos de amido. O formato dos
graos permite determinar a origem do amido (banana, mandioca, trigo, batata-doce, etc). Colocar
num Becker cerca de 50 ml de agua destilada e deixar em aquecimento sobre tela de amianto e
bico de Bunsen.

Q Gréos de amido do tubérculo de Solanum tuberosum L. corados com soluto
de Lugol e observados ao microscopio 6ptico. O amido, um polimero
complexo constituido por amilose e amilopectina, € sintetizado e
armazenado em amiloplastos nas células de parénquima (parénquima
amilaceo). Os graos de amido foram destacados do tubérculo mediante a
raspagem com um bisturi, posteriormente colocados entre lamina e lamela e
corados. S&o visiveis as estrias e o hilo excéntrico em diversos graos.

~ - ~ -

i Ressuspender o amido obtido em 10,0 ml de agua destilada.
Quando a agua do Becker estiver em ebulicdo, adicionar a esta, a suspensdo de amido. A adicdo é
feita de em pequenas porcdes, com agitacdo constante das duas solugbes. A solucdo é feita a
guente, o que permite o rompimento da membrana de celulose que envolve o grao de amido.
Resfriar em agua corrente.

Identificacdo do amido: Num tubo de ensaio, colocar 5,0 ml da solugdo de amido resfriada.
Juntar 1 a 2 gotas de lugol. A presenca de amido é verificada pelo desenvolvimento de cor azul.

Aquecer este tubo diretamente na chama ou em banho Maria fervente e observar o
desaparecimento da cor azul. Em seguida, resfriar o tubo e observar o reaparecimento da cor azul.
Isto se deve a presenga da amilose, que espacialmente, se acha em forma de alfa hélice (mola
helicoidal) formada pelas unidades de glicose, permitindo a criacao de compostos de inclusao com
o iodo do lugol, que nesta condicdo, apresenta forte absorcdo de luz, originando a cor azul
caracteristica. Com o aquecimento, ha dilatacdo da hélice, desprendendo o iodo (desaparece a cor
azul). Com o resfriamento, a hélice volta ao seu estado normal (reaparece a cor azul). Se houver
hidrolise do amido, nunca havera desenvolvimento de cor azul com a adicdo de lugol (teste do iodo)

Precipitacdo do amido: Num tubo de ensaio, colocar 1,0 ml da solugao resfriada de amido. Juntar
4,0 ml de alcool. Agitar o tubo. Dobrar devidamente o papel de filtro (pregueado), colocar num
funil de vidro e filtrar a solucdo alcodlica de amido para um outro tubo de ensaio. Pesquisar a
presenca de amido, pelo teste do iodo, tanto no filtrado como no precipitado retido no papel de
filtro.
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Filtrado:

Precipitado:

A filtracdo permite separar os graos de amido dos outros tecidos. O alcool, pelo seu poder
desidratante, retira a camada de agua das micelas de amido, causando a precipitacdo das mesmas.
O amido em solugao forma uma solucgao coloidal.

REPRESENTACAO HELICOIDAL DA AMILOSE

DIGESTAO DO AMIDO

Amilases Maltase

» quebra-se em

ul’ros'l

Wih H HILH H H
- H
q-— IH aH
H H H H
H H
HLH HOLH
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Relatdrio Experimental: Extracdo e Caracterizagdo do Amido v

1. Para que se faz a decantacao?

2. Cada grao de amido possui somente amilose? Explicar.

3. Por que se mistura o amido com agua fervente?

4, Como é feito o teste de identificagdo do amido?

5. Por que aparece coloragao azul no teste positivo?

6. Por que a adicdo do alcool promove a precipitagdo do coldide de amido?

7. Explicar o desenvolvimento da cor azul da solugdao de amido com o lugol. O que acontece com

seu aquecimento? E se houver hidrélise do amido, como fica o teste com lugol?

8. O que é micela?
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[ G4 LI M el > Hidrélise do Amido

1. OBIJETIVOS ESPECIFICOS

Demonstrar as fases da hidrélise do amido comparando com a hidrdlise verificada no nosso
organismo, quando da digestdo enzimatica (amilase).

2, PROCEDIMENTO )

Colocar no erlenmeyer de 150 ou 250 ml, ja contendo algumas PEROLAS DE VIDRO, 50,0 ml da
solucdo de amido e mais 2,0 ml de acido cloridrico. Homogeneizar bem. Tomar 2 tubos de ensaio
e proceder como descrito abaixo:

a) Num tubo pipetar 1,0 ml da mistura do erlenmayer, juntar 1,0 gota de solucao de lugol.
Observar a cor azul desenvolvida.

b) No outro tubo pipetar 1,0 ml da mistura do erlenmayer , a_cms_cgn_taLL_O_m_Ld_e_h_Ldmxj_d_o_d_e

sodio, misturar e juntar 2 0 ml do reativo de Benedict. Colocar este tubo em banho de agua

fervente ou_aguece-lo diretamente na chama, observando a técnica para tal finalidade.

Observar se houve reducao.

Tomar o erlenmeyer com a solugao restante e iniciar o seu aquecimento. Marcar o tempo e de 5
em 5 minutos retirar 2,0 ml da mesma. Com 1,0 ml fazer o teste com lugol (item "a”) e com o
outro mililitro, o teste de Benedict (item “b”). REPOR SEMPRE A AGUA DE EVAPORACAO USANDO
UMA PISETA. Proceder desta mesma maneira e acompanhar as diversas fases da hidrdlise. Lembrar que
o teste de Benedict é realizado a quente, com prévia neutralizacdo do HCl com NaOH.

Q_B_S_EBMAQQES_; Para realizar os testes dentro do tempo coloque, previamente, 2,0 ml do reativo
de Benedict em 5 tubos de ensaio. Marcar outros 5 tubos para o teste com o lugol. Lembrar de
resfriar a solucao de amido-HCI antes de colocar a gota de lugol.

Quando a mistura amido-HCl entrar em ebulicdo, acrescentar mais ou menos 5,0 ml de agua
destilada de 5 em minutos, para repor a agua de evaporagao.

As pérolas de vidro ou os caquinhos de porcelana, sdo acrescentados para evitar o “bumping”.

Se for possivel utilizar dois bicos de Bunsen: um para aquecer a solucdo amido-HCl e o outro para
o teste de Benedict.

I,NIEBEBEIAQAQ: A medida qgue ocorrer a hidrdlise do amido, a cor azul no teste do lugol, vai
desaparecendo surgindo cores diferentes (avermelhado) até chegar ao chamado ponto acrémico
(cor do lugol). Observar que simultaneamente, o poder redutor aparece devido a liberagcdo de
dextrinas, maltoses, isomaltoses e glicoses livres. Ao final todo o amido serd hidrolisado em
moléculas de glicose.
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Relatdrio Experimental: Hidrdlise do Amido v

1. Para o teste de Benedict, por que houve adicdo prévia de hidroxido de sédio a solugdo de
hidrélise?

2. Como explicar o desenvolvimento da cor azul pela adigdo do lugol ao amido?

3. Qual a importancia da reacdo do lugol e de Benedict na hidrolise do amido?

4. Qual a outra técnica utilizada para se proceder a hidrélise do amido?

5. Durante a hidrdlise do amido a prova de Benecdit é intensificada ou enfraquecida? Por que?

6. Idem a anterior, porém em relacao a prova do lugol: intensificada ou enfraquecida? Por que?

7.  Que sdo dextrinas?
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D433 e My, Dosagem da Amilase Salivar

Método: Wohlgemuth
1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

A amilase é um(a) enzima que atua sobre a molécula de amido, hidrolisando as ligacoes glicosidicas
alfa 1-4. A molécula de amido em presenca de iodo (solugdo de lugol), desenvolve uma coloragao
azul. A medida que a amilase atua, a molécula de amido vai sendo hidrolisada e o desenvolvimento
da cor azul vai se atenuando até chegar ao chamado ponto acromico, isto €, em que os fragmentos
da molécula de amido ndo mais formam complexo corado com o iodo (lugol).

Com uma série de diluicdes de saliva incubada com o amido, pode-se fazer uma estimativa da
atividade amilasica, verificando-se a diluicdo minima capaz de levar o substrato ao ponto
acrémico.

2. PROCEDIMENTO

Lavar a boca com agua e colher a saliva colocando sob a lingua um algoddo levemente embebido
em éter etilico. Aguardar a salivacdo, colhendo o material em béquer de 50,0 ml. A seguir, diluir a
saliva colhida a 1:100 em tampao fosfato pH 6,6, ou seja, pipetar 0,5 ml de saliva para uma proveta
de 50,0 ml e completar o volume com a solugdao tampao fosfato pH 6,6 (pode-se usar no lugar da
proveta um baldo volumétrico). Homogeneizar bem.

Numerar 10 tubos de ensaio de 1 a 10 e colocar em todos eles, 1,5 ml de tampao fosfato pH 6,6 e
mais 0,5 ml de cloreto de sédio a 4% (NaCl 4%) para atuar como ativador da amilase. Ao tubo de
numero 01, adicionar 2,0 ml de saliva diluida a 1:100. Homogeneizar bem.

Desta mistura (tubo 01) retirar 2,0 ml transferindo para o tubo de nimero 02. Homogeneizar
bem. Transferir 2,0 ml do tubo 02 para o tubo 03.

Homogeneizar bem. Proceder desta mesma forma para os demais tubos até o tubo de nimero
10, de onde se retiram e se desprezam os 2,0 ml. As diluicdes em cada tubo sdo as seguintes:

TUDO 01 e 1/200
TUDO 02 evviiiiiiii 1/400
TUDO 03 e 1/800
TUDO 04 .oviiiiiii 1/1.600
TUDO 05 e 1/3.200
TUDO 06 vvvviiiiiiiiin 1/6.400
TUDO 07 vt 1/12.800
TUDO 08 ovviiiiii 1/25.600
TUDO 09 vviiiiiii 1/51.200
TUDO 10t 1/102.400.

Em seguida, adicionar a todos os tubos, 1,0 ml da solucdo de amido 0,1% (substrato).
Homogeneizar bem cada tubo. Levar todos os tubos para banho maria 37-40°C, deixando-os em
incubacao por 10 minutos. Terminada a incubacdo, acrescentar a cada tubo 1-2 gotas de solugdo
de lugol, homogeneizar e proceder a leitura.

Leitura em Unidades Wohlgemuth: Corresponde ao tubo de maior fator de diluicdo no qual a
hidrélise do amido a 0,1 % foi completa nas condigGes experimentais. Significa dizer que mesmo a
salivar diluida na proporgdo de continha amilase suficiente para hidrolisar
completamente o amido nas condigdes experimentais.
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Relatorio Experimental: Dosagem da Amilase Salivar — Método Wohlgemuth v

1. Qual é o substrato para amilase?

2. Por qué usou-se solucao tampao Ph 6,6?

3. Qual a fungdo do cloreto de sodio?

4, Por que foi utilizado banho Maria a 37-40° C?

5. Por que foi utilizado iodo (solugao de lugol)?

6. O que significa a Unidade Wohlgemuth?

7. Qual a enzima encontrada na saliva?

PN
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EXPERIMENTO O8§&].IT.[{-X5

1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Demonstrar a capacidade emulsificante, as propriedades dos sabdes sobre as gorduras em geral,
assim como demonstrar a presenca de determinadas substancias que se encontram associadas aos
lipidios naturais.

2. PROCEDIMENTO

1) Reacao de ROSENHEIM: Distincao entre colesterol e estigmaesterol.

Reativos: Solugdo de colesterol a 0,1% em cloroférmio.
Oleo vegetal (estigmaesterol)
Acido Sulfurico

Técnica: Usar dois tubos de ensaio, colocando no primeiro 0,25 ml da solugdo de colesterol a 0,1%
e no segundo 0,25 ml de dleo vegetal. A ambos acrescentar 0,5 ml de acido Sulfurico e em seguida
2,0 ml de cloroférmio. Misturar bem. Deixar em repouso por 05 minutos observar.

Interpretacdo: No tubo contendo colesterol, a camada superior (cloroférmio), permanecera
incolor. No tubo contendo 6leo vegetal (estigmaesterol) apresentard coloragdo amarelo-
avermelhada, portanto reagdo positiva. O ergosterol, presente em fungos (micoesterol), também
apresenta esta reacdo positiva.

2) Reacgao de LIEBERMANN-BURCHARD:

Reativos: Solucdo de colesterol 0,1% em cloroférmio.
Oleo vegetal. Anidrido acético.
Acido sulfurico concentrado.

Técnica: Usar um tubo de ensaio, colocando 1,0 ml da solugao de colesterol a 0,1%.

Acrescentar: Anidrido acético - 5,0 gotas.
Acido sulfarico concentrado - 1,0 gota
Misturar.

Interpretacdo: No tubo havera desenvolvimento de cor verde pela formacdo do bis-colestadieno
monosulfonico (complexo de cor verde), portanto, reagdo positiva. Esta reacdo é utilizada na
dosagem de colesterol sangliineo.

3) EMULSIFICACAO - Estabilizagdo de uma emulsdo.

Reativos: Oleo vegetal
NaOH a 40%
Solugdo de sabdo (sabao liquido)

Técnica: Numerar 03 tubos de ensaio de 1 a 3. Em todos colocar 0,25 ml de 6leo vegetal + 2,5 ml
de agua destilada. Agitar vigorosamente. Ao tubo de nimero 02 acrescentar 2,5 ml de NaOHa
40%. MISTURAR BEM. Aquecer, cuidadosamente e com técnica adequada, diretamente na
chama. MISTURAR BEM. Ao tubo de numero 03 acrescentar 1,0 ml da solucdo de sabdo ou
detergente. Agitar fortemente. Deixar os tubos em repouso e observar.
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Interpretacdo: Tubo 01 - Separagdo de duas camadas (insolubilidade em agua).
Tubo 02 - Emulsdo estavel pela saponificagao.
Tubo 03 - Emulsdo estavel pela detergéncia dos sabdes.

PROPIEDADES DE UM SABAO:

Reativos: Solugdo de sabdo liquido
Acido acético concentrado

Cloreto de bario ou de calcio a 10%
Solucdo saturada de cloreto de sédio.

Técnica: Marca 03 tubos de ensaio de 01 a 03.Em cada tubo colocar 2,0 ml da solucao de sabdo.
Ao tubo de numero 01 colocar de 3 a 5 gotas de acido acético concentrado, observando a formagdo
de um precipitado branco. Ao tubo de nimero 02, juntar 1,0 ml da solugdo de cloreto de bario ou
calcio. Ao terceiro tubo, juntar 1,0 ml da solucdo saturada de cloreto de sddio.

Interpretacdo: Os tubos apresentam precipitado de natureza diferente. No tubo 01, com a
acidificacdo, o sabdo sollvel foi transformado em acidos graxos insolUveis em agua + acetato de
sddio ou potassio. No tubo 02, o sabdo de sddio ou potassio foi transformado em sabdo de bario
ou calcio insoluvel em agua. No tubo 03, o sabdo de sddio ou potassio foi precipitado por excesso
de eletrélitos (retirada de agua).
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Relatdrio Experimental: Lipidios v

1. Para que serve e qual a importancia da reagdo de Liebermann-Burchard?

2. O que é um sabdo? Qual a diferenca de um detergente?

3. Por que o sabao de bario, calcio ou magnésio ndo espumam, ndo tém detergéncia?

4.  Explicar a detergéncia dos sabdes.

5. O colesterol estad presente nos éleos vegetais? Por que?

6. O que é soro lipémico?

7. Os lipidios no nosso organismo sé apresentam propriedades geradoras de doengas? Por que?

8. Qual o papel dos sais biliares na digestao dos lipidios?
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LIS BN Identificagao e Caracterizacao dos Componentes | |

do Leite - Fatores Nutricionais

p

1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

O leite é o Unico material elaborado especificamente como alimento para mamiferos, apos o
nascimento, e é nutricionalmente um alimento natural quase completo. Nele encontramos
proteinas, lipidios, glicidios, vitaminas sais minerais.

Quando recente apresenta pH 6,6. A pequena acidez deve-se provavelmente aos fosfatos
presentes. Fosfatos, citrato, bicarbonato e proteinas conferem-lhe propriedades tamponadoras.
Quando deixado sem esterilizagdo por periodos mais ou menos longos, se azeda; pois as bactérias
fermentam a lactose produzindo acido latico. O acido latico baixando o pH promove a precipitacao
da caseina (uma das proteinas).

Nesta pratica demonstra-se: a precipitacdo da caseina, a separacdao das proteinas do leite e a
existéncia de outros fatores nutricionais.

2. PROCEDIMENTO

1)  Precipitacdo isoelétrica da Caseina: Colocar 50,0 ml de leite em um béquer de 250 ml e
aquecer diretamente na chama até mais ou menos 50° C (mornar). Com uma pipeta de 1 ml,
adiconar de 6 a 8 gotas (no maximo 0,2 ml) de acido acético concentrado agitando com um bastdo
de vidro ou por rotacdo do béquer até o leite coagular. Filtrar lentamente em algoddo e guardar o
filtrado. O coagulo retido pelo algoddo é a proteina chamada caseina. No filtrado (soro) também
existem proteinas, as quais podem ser pesquisadas pelo reativo do Biureto, pelo seguinte processo:
Colocar num tubo de ensaio 2,0 ml do reativo do Biureto e 2,0 ml do filtrado obtido. A reagdo sera
positiva pelo aparecimento de coloragdo violacea.

2) Separacdo da lactalbumina e lactoglobulinas: Colocar o filtrado anteriormente obtido num
béquer e acrescentar 2,0 ml de solucdo de NaOH 2% ou 0,5 N (hidroxido de sédio a 2% ou 0,5 N).
Aguecer a seguir, para a lactalbumina e lactoglobulinas se separem como proteinas coaguladas.
Filtrar em papel de filtro e separar o filtrado para outras pesquisas. Do mesmo modo, as proteinas
contidas no coagulo retido pelo papel de filtro, podem ser pesquisadas pelo reativo do Biureto.

3) Pesquisa de Ferro: A 1,0 ml do filtrado adicionar 3 gotas de acido nitrico concentrado e 2,0
ml de sulfocianeto de potassio 3 N (KSCN). Sera positivo com o aparecimento de coloracdo rdsea
ao vermelho. Esta coloracdo é devida a formagdo de sulfocianeto férrico - (Fe(SCN)3- O leite
apresenta fraca coloragdo résea porque possui pequena concentragao de ferro (0,32 mg/dl).

Observacédo: demonstrativo:

4) Pesquisa de Calcio: Tomar um tubo de ensaio e colocar 1,0 ml do filtrado juntamente com
0,5 ml de oxalato de amoénio a 4%. A formacgao de precipitado branco de oxalato de calcio indica a
presencga de calcio.

5) Pesquisa de Fosfatos: A 2,0 ml do filtrado acrescentar 1,0 ml de molibdato de amonio a 5%.
O aparecimento de cor amarelo-esverdeada indica a presenca de fosfatos, pela formagdao do
fosfomolibdato de amonio.

Pesquisa de Lactose (glicidio redutor): Num tubo de ensaio colocar 1,0 ml do filtrado e 2,0 ml do
Reativo de Benedict. Aquecer diretamente na chama (observar a técnica) até ebulicdo. Sera positivo
se houver reducéo, isto € se a cor azul do Reativo de Benedict passar para verde, amareloou amarelo
tijolo.
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Relatdrio Experimental: Identificacdo e Caracterizacdo dos Componentes do Leite
Fatores Nutricionais

1. Para que se adicionou acido acético concentrado ao leite?

2. Quais as proteinas que se encontram no leite?

3. Na primeira precipitacdo, qual proteina ficou retida no algodao?

4, No primeiro filtrado, quais as proteinas nele contidas?

5. Na filtracdo usando o papel de filtro, quais proteinas ficaram nele retidas?

6. O segundo filtrado ainda contém alguma proteina?

7. Como foram realizadas as pesquisas para evidenciarem a presenca de proteinas nos filtrados
obtidos através do algodédo e do papel de filtro?

8. Por que o leite se azeda quando deixado sem esterilizagdo por periodos mais ou menos longos?

9. Como ficou evidenciada a presenca de Calcio no Leite?

10. Por que o leite € um alimento nutricionalmente quase completo?



i Reacoes dos Aminoacidos e Proteinas

1. OBIJETIVOS ESPECIFICOS

Mostrar algumas reacdes dos aminoacidos, das proteinas e a verificacdo de grupos reagentes
constituintes destas estruturas.

2. PROCEDIMENTO

1) REACAO DAS PROTEINAS COM O REATIVO DE BIURETO

Colocar em um tubo de ensaio 1,0 ml da solucdo de proteinas. Acrescentar 2,0 ml do reativo de
biureto. Homogeneizar. Observar o desenvolvimento de coloragdo violacea. A reagdo é positiva com
todas as substancias que possuam duas ou mais ligacdes peptidicas. Essa reacdao tem grande
aplicacdo em analises clinicas na dosagem de proteinas.

2) REAGAO XANTOPROTEICA

Num tubo de ensaio colocar: 2,0 ml de solugdo de proteinas e 0,5 ml de acido nitrico. Ocorre a
formacdo de um precipitado branco que se torna amarelo por ligeiro aquecimento e finalmente se
dissolve, prevalecendo a cor amarela. Juntar 2 a 3 gotas de amonia (hidréxido de amonio) e
observar a intensificacdao da cor.

3) PRECIPITAGCAO DAS PROTEINAS POR SAIS METALICOS

Preparar dois tubos de ensaio. Colocar 2,0 ml de solugdo de proteinas em cada um deles. Alcalinizar
0 meio com aproximadamente 2 gotas de amoénia. No primeiro tubo colocar duas gotas de cloreto
férrico a 2%. Observar o que esta acontecendo. Homogeneizar. No segundo tubo colocar 2 gotas
de acetato de chumbo a 2%. Observar como no anterior. Homogeneizar. Em ambos os tubos houve
a formacdo de um complexo entre a proteina e os ions de ferro e de chumbo, formando um
proteinato insollvel (precipitado). A ovoalbumina por este motivo é usada como antidoto para
envenenamento por ametais pesados.

4) DESNATURAGCAO PELO CALOR

Num tubo de ensaio colocar 2,0 ml da solucdo de proteinas e coloca-lo em banho- maria fervente
por 3 a 5 minutos. Observar se houve coagulacdo da proteina.

5) PRECIPITACAO NO PONTO ISOELETRICO

Num tubo de ensaio colocar 1,0 ml da solugdo de proteina, mais 1,0 ml da solucdo tampao pH =
4,6. Homogeneizar. Observar. Acrescentar 2,0 ml de alcool etilico. Homogeneizar. Observar o
desenvolvimento de turvacdo. Pode-se concluir que o pH = 4,6 corresponde ao pl da proteina
usada. O dlcool atua como desidratante retirando as camadas de solvatacdo das moléculas
protéicas.
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Relatdrio Experimental: Reaces dos Aminoacidos e Proteinas

1. O que é proteina?

2. Por que a reacgdo do biureto é positiva com as proteinas?

3. Explicar a reacdo xantoproteica e por que a cor foi intensificada em maio alcalino?

4. Por que os sais metalicos precipitam as proteinas?

5. Por que a ovoalbumina ou o leite podem ser usados como antidotos para envenenamento
por metais pesados?

6. Por que uma proteina se precipita mais facilmente no ponto isoelétrico (pI)?

7. Na precipitacdo protéica no pI, qual a funcdo do alcool etilico?

8. 0O que é a desnaturacdo protéica? O calor é um agente desnaturante?
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Colorimetria /| Fotometria de Absorcao

1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em Bioquimica Clinica as dosagens sao, na maioria, efetuadas pela medida da quantidade de
energia radiante, ou seja, determinacdes de concentracdes de espécies coloridas, baseando-se na
absorcdao da energia radiante. Significa dizer que, quando se usa a espectrofotometria, como
processo de medida, basicamente emprega-se as propriedades dos atomos ou moléculas de
absorver e emitir energia eletromagnética em uma das muitas areas do espectroeletromagnético.
i i atri 4 d0: Sdo aparelhos usados
para medir a energia radiante transmitida ou absorvida de uma espécie colorida.

Luz monocromatica: A luz branca, natural ou artificial, contém todas as freqliéncias
(comprimentos de onda) do espectro visivel. E luz policromatica ou heterocromatica, o que pode
ser demonstrado quando essa luz atravessa um prisma de vidro ou quartzo:

Io I -

DETECTOR

PRISMA
LENTE AMOSTRA

LUz SELETOR

Os aparelhos em operagao no nosso laboratério possuem tais prismas (monocromadores ou grades
de difragdo) por isso sdo chamados espectrofotdmetros. Ha aparelhos que ndo possuem os referidos
prismas. Sdo dotados de filtros especiais que selecionam determinadas faixas espectrais. Por
exemplo, o filtro azul, sé é transparente as radiacdes azuis.

As cores fundamentais apresentam as seguintes faixas de comprimento de onda:

Violeta. vovvviiiiiiii 400 a 450 nm
AZUL i e 450 a 500 nm
Verde. it e 500 a 570 nm
AMArelo cvvvii i e 570 a 590 nm
Alaranjado......cccociiiiiiiiiiiiiieiie 590 a 620 nm
Vermelho .ovvviiiiiiiie i 620 a 750 nm
Conceitos basicos:

Transmissdo: E a relacdo da intensidade do raio de saida pela entrada de um determinado feixe de
luz.

Transmitdncia: E a relagdo matematica da transmissdo de uma determinada solucdo pela
transmissao de seu branco: T= transmissao da solugdo/transmissao do branco.

Absorvancia (ou Absorbancia): E a propriedade da amostra em absorver a energia radiante, em
unidade de absorvancia.

Escolha do melhor comprimento de onda (ou do filtro): Escolhe-se o comprimento de onda da luz
monocromatica, que figue o mais proximo possivel da cor complementar da solugdo a ser lida,
observando-se a maxima absorcdo (absorvancia) ou a minima transmitancia:
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Com. de onda

400 a 435 nm
430 a 480nm
480 a 490 nm
490 a 500 nm
500 a 560 nm
560 a 580 nm
580 a 595 nm
595 a 610 nm
610 a 750 nm

Comprimento de onda (nm

cor da luz
violeta
azul
azul esverdeada
verde azulada
verde
verde amarelado
amarelo
laranja
vermelho

0%

cor complementar absorvida
verde-amarelada
amarelo
laranja
vermelho
pUrpura
violeta
azul
azul esverdeado
verde azulado

a—-= Informacoes Extras

Q=

04 -
S 03 -
c
«T
Ka)
5 02 4
a
g
01 -
0
350

Amix = 520nm

Poate de buz

Luz
_ visivel

Seletor de
CE::S;' Compraments de Onda Detector
(Fends de Possogen) (fotocéhda)

T';‘sA% R

Merscremadon Soksglo de Amestre Mostrador
(Priama o) espetin grotieg (en tbo de ersno Digital
ovgrode ¢ difrecn) oquado ov covete)

UV-VIS

450 500 550 600
Comprimento de Onda (nm)

650 700
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Relatério Experimental: Colorimetria / Fotometria de Absorcao

1. O que é um espectrofotdmetro?

2. O que é luz monocromatica?

3. Em que se fundamenta a colorimetria?

4, Como se acha o melhor comprimento de onda da luz monocromatica, ou seja, qual
o comprimento de onda ideal para determinada dosagem colorimétrica?

5. 0O que é absorvancia (absorbancia)?
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. Diferenciacao entre Soro e Plasma Sanguineos

J s ATENCAO: Neste experimento utilizaremos material biolégico, portanto, ATENTE-SE ao

I passo a passo e manuseie com cuidado e utilizando o EPI durante TODO O PROCEDIMENTO
3 REALIZADO. Para a coleta de sangue, FAVOR PREENCHER E ASSINAR O TERMO LIVRE
"‘ ESCLARECIDO FORNECIDO PELO PROFESSOR E/OU TECNICO DO LABORATORIO.

1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Entende-se como coagulacdo o fendbmeno que ocorre com o sangue, geralmente quando retirado
dos vasos sanguineos; o sangue perde a sua fluidez e forma uma massa gelatinosa, contendo os
glébulos - o coagulo ou trombo -, que se retrai e se endurece ao cabo de certo tempo, deixando
exsudar um liquido amarelado - o soro. O sangue humano, em condigdes técnicas laboratoriais
para verificacao dessa propriedade, tem um tempo normal que varia de 5 a 10 minutos. A formacao
do coagulo constitui 0 mecanismo quimico (bioquimico) de defesa contra a hemorragia, mas quando
ocorre de modo anormal leva a um estado patoldgico que se chama trombose. O esquema mais
simples das reacbes bioquimicas envolvidas na coagulacdo do sangue foi proposto por Morawitz,
em 1903:

Protrombin  jons cdlcio (Ca++), Tromboplastina Trombin

Fibrinogéni  Trombina >

Portanto:

SORO SANGUINEO ¢ a parte liguida do sangue (exsudato) sem o fibrinogénio que foi convertido
em fibrina ou codgulo.

PLASMA SANGUINEO é a parte liquida do sangue (geralmente sangue deve ser obtida apods
centrifugacdo) contendo o fibrinogénio. Para sua obtencdo o sangue deve ser colhido e colocado
em presenca de anticoagulante, como heparina, EDTA, oxalato de amoénio, etc.

SORO/PLASMA LIPEMICO: E o soro ou plasma que apresenta aspecto leitoso em decorréncia do
excesso de lipidios (triglicérides), isto €, com excesso de "quilomicra”. Quilomicron, grosso modo,
€ uma gota de lipidios envolvida por uma camada de proteina.

SORO/PLASMA ICTERICO: E um estado anormal ou patoldgico, no qual o soro ou plasma se
apresenta de cor amarela intenso em decorréncia do excesso de pigmentos biliares (bilirrubina).

SORO/PLASMA HEMOLIZADO: E o soro ou plasma que apresenta cor avermelhada. A
hemoglobina é uma proteina intra eritrocitaria, portanto ndo faz parte das proteinas séricas ou
plasmaticas. Quando ha hemdlise, isto &€, rompimento das hemacias (ou eritrdcitos), a hemoglobina
extravasa para o soro ou plasma tornando-o de cor avermelhada. Pode ocorrer dentro do
organismo e neste caso indica um estado patoldgico.

SORO FISIOLOGICO: E uma solugdo 0,153 M (molar), equivalente a solugdo a 0,9 g% de cloreto
de sédio (NaCl), isoténico (ou iso osmolar) em relagdo ao sangue.

38



2. PROCEDIMENTO

a) Marcar trés (03) tubos de ensaio (tubos de hemolise) com as letras C, Ce S.
b) Aos tubos “C”, colocar uma (01) gota de anticoagulante (EDTA a 10%).
C) Colher, por pungdo venosa, aproximadamente 3,0 ml de sangue.

d) Colocar 1,0 ml de sangue em cada tubo. Os tubos “C” deverdo ser homogeneizados suavemente
para haver a mistura com o EDTA a 10%.

e) Centrifugar todos os tubos, por 05 minutos, a 1500 rpm. Apds a centrifugacdo observar que em
todos houve separacdo do sangue em duas fases, a sélida (corpuscular) e a liquida. No tubo “S”
(sem anticoagulante), o sangue esta coagulado (ndo contém fibrinogénio - proteina transformada
durante a coagulacdo), portanto o liquido que comeca a exsudar é o_. Nos tubos “C” (com
EDTA10%) o sangue se mantém liquido, porque o EDTA, um agente quelante, retirou os ions calcio
inibindo as reacbes enzimaticas da coagulacdo. O sobrenadante é o , pois contém o
fibrinogénio.

f) Separar os sobrenadantes dos tubos C e juntar em um deles, cerca de 1,5 ml de SORO
FISIOLOGICO e no outro, 1,0 ml de agua destilada. Homogeneizar por inversdo varias vezes.
Centrifugar ambos os tubos a 1500 rpm por 3 a 5 minutos. Observar e explicar o ocorrido.

COM ANTICOAGULANTE SEM ANTICOAGULANTE
Plasma Soro
. Leucacitos e Plaquetas . (el separador
ii Hemdcias Ei Codgulo
CENTRIFUGACAO
o a0 Dl o blasma (5556

- o

| 7 A\

. Globulos brancos
e plaquetas (4%)

Glébulos
vermelhos (41%)

FIQUE ATENTO

Para aprender a técnica de coleta sanguinea,
consultar a pagina 65 do Guia de Aulas Praticas
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Lipémico?

Relatorio Experimental: Diferenciacdo entre Soro e Plasma Sanguineos

Segundo Morawitz (1903), como o sangue se coagula?

Qual a caracteristica do sangue coagulado?

Quando o sangue pode se coagular?

Como explicar a acdo anticoagulante do EDTA a10%?

Qual a diferencga entre soro e plasma?

O que é soro:

Ictérico?

Hemolizado?

O que é a trombose?

No tubo “C” com soro fisioldgico, o que aconteceu com as hemacias? Por que?

No tubo “C” com agua destilada o que aconteceu com as hemacias? Por que?

O que ocorre com o sangue apds a centrifugacdo?



EXPERIMENTO 1 indices Hematométricos

J s ATENCAO: Neste experimento utilizaremos material biolégico, portanto, ATENTE-SE ao

I passo a passo e manuseie com cuidado e utilizando o EPI durante TODO O PROCEDIMENTO
3 REALIZADO. Para a coleta de sangue, FAVOR PREENCHER E ASSINAR O TERMO LIVRE
"‘ ESCLARECIDO FORNECIDO PELO PROFESSOR E/OU TECNICO DO LABORATORIO.

1) HEMATOCRITO:

O valor do hematdcrito fornece a chamada relagéo plasma- glébulos, ou seja, o “quantum” de
glébulos e de plasma existente em determinada quantidade de sangue. Sua determinacao é feita,
centrifugando- se, em tubo proprio - tubo de Wintrobe — uma amostra de sangue e medindo- se o
volume ocupado pela fragao globular.

Técnica: Homogeneizar o sangue por inversdo. Com auxilio de uma seringa de 3,0 ou 5,0 ml
conectada a uma agulha prépria para hematécrito, aspirar o sangue. Introduzir a agulha até ao
fundo do tubo de Wintrobe. Soltar o sangue lentamente suspendendo a agulha a medida que se
solta o sangue. Aferir o menisco na marca zero do tubo. Identifica-lo. Centrifugar a 3.000 rpm por
30 minutos. Apds a centrifugagao, ler o volume ocupado pelos eritrdcitos, expressando o resultado
em ml/dl ou porcentagem (%). Quando se faz o micro- hematdcrito, o procedimento é o seguinte:
Homogeneizar o sangue por inversao. Encher, por capilaridade, o tubo capilar de vidro, préprio
para microhematécrito. Limpa-lo por fora, com algoddo ou gaze. Fechar uma de suas extremidades
pelo calor (bico de Bunsen) ou pelo uso de massa. Identifica-lo pela numeracdo gravada na coroa
do centrifugador especifico para micro-hematécrito. Colocar adequadamente a tampa da coroa e
centrifugar por 5,0 minutos.

Interpretacdo: Os valores normais para o hematdcrito, variam em média, entre 40-54% (ml/dl)
no homem e 37-47%(ml/dl) na mulher. Um hematécrito de 45% (ml/dl), significa que, em 100 ml
de sangue, 45 sdo ocupados pelos glébulos vermelhos (eritrécitos ou hemacias) e 55 pelo plasma.
Em hematologia, seus dados sd&o utilizados, entre outros fins, para se calcular os indices
hematimétricos, classificando as anemias em macro e microciticas. E de grande valia também em
certas condigdes, como queimaduras, desidratacdo, insuficiéncia cardiaca e pulmonar, além de
outras.

2) HEMATIMETRIA:

Sera feita em aparelho automatico. O sangue é homogeneizado por inversao e sua diluicdo é feita
em aparelho préprio na posicdo RBC. (Normais: Homens = 4.5 a 6.000.000/mm cubicos e nas
mulheres de 4.0 a 5.500.000/mm cubicos.

3) HEMOGLOBINEMIA:

Sera feita também no aparelho automatico, que nos dara também a contagem global de leucdcitos
(glébulos brancos). As hemacias (eritrécitos) sao hemolizados pela adicdo de um reagente proéprio
que acompanha o aparelho (contador automatico) dando origem a cianohemoglobina cuja cor € lida
colorimétrica e automaticamente pelo referido equipamento. O valores normais sdao: Homens de
13,00 a 18,00 g/dl e mulheres de 12,00 a 16,00 g/dI.
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4) CALCULO DOS INDICES HEMATIMETRICOS (Determinacées absolutas):

VCM ou VGM, é o volume corpuscular ou globular médio. Expressa o volume dos eritrocitos em
micra cubicos ou fentolitros (fl):

VGM = HTC x 100
Htm. (Normal: 80 a 94 fl)

HCM ou HGM, hemoglobina corpuscular ou globular média. E o contetido hemoglobinico de um
eritrocito expresso em micromicrogramas ou picogramas (pg).

HGM = Hb g/dl x 100
Htm. ( Normal : 27 a 32 pg)

CHCM ou CHGM, concentracao da hemoglobina corpuscular ou globular média. Expressa a
porcentagem (%) de hemoglobina, por unidade de volume.

CHGM = Hb g/dl x 100
Htc. (Normal: 32 a 36%)

Htc = hematdcrito, Htm = hematimetria e Hb g/dl = hemoglobinemia em g/dlI
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Relatério Experimental: indices Hematimétricos

1. Qual informagado nos fornece o hematocrito?

2. O que é a hemoglobina?

3. Qual a localizagdo da hemoglobina no nosso organismo?

4, Podemos fazer a hematimetria (Htm) com sangue hemolizado? Por qué?

5. Para que servem os calculos dos indices hematimétricos?

6. Como podemos verificar se um paciente estda com anemia microcitica ou macrocitica?

7. Por qué o uso de solucdo de EDTA na colheita do sangue para esta pratica?

8. Um paciente apresentou os seguintes resultados: Htm = 4.500.000/mm cubicos. Htc = 38%

(ml/dl) e Hemoglobinemia = 13,08 g/dl. Calcular seus indices hematimétricos.
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: Glicemia e Curva Glicémica

J s ATENCAO: Neste experimento utilizaremos material biolégico, portanto, ATENTE-SE ao

I passo a passo e manuseie com cuidado e utilizando o EPI durante TODO O PROCEDIMENTO
3 REALIZADO. Para a coleta de sangue, FAVOR PREENCHER E ASSINAR O TERMO LIVRE
"‘ ESCLARECIDO FORNECIDO PELO PROFESSOR E/OU TECNICO DO LABORATORIO.

1. OBIJETIVOS ESPECIFICOS

A curva glicémica ou curva de tolerancia a glicose é como o préprio nome indica, uma prova de
funcdo enddcrina do pancreas, empregando-se a glicose. Durante a prova o paciente deve ficar em
repouso total, nao fumar, afastar qualquer tipo de emocao e nao ingerir alimento algum.

2. PROCEDIMENTO

Pesar o paciente. Colher seu sangue por pungao venosa e sua urina de jejum. Administrar-lhe
glicose na proporcao de 1,5g desta por quilo de peso corporal (1,5g/Kg) dissolvidos em cerca de
250 ml de agua filtrada. Marcar o tempo. Apos 30 minutos da ingestdo da glicose colher novas
amostras de sangue e urina. Repetir o mesmo aos 60, 120 e 180 minutos, ou mais se necessario.
O sangue deve ser colhido em fluoreto de sdédio (NaF) ou qualquer outro inibidor da glicdlise
eritrocitaria para a manutencdo da teor real da glicose. Pesquisar a glicosuria (presencga de glicose
na urina) em todas as amostras de urina pelo reativo de Benedict ou pela glico-fita e dosar a glicose
no sangue (glicemia) pelo método indicado no Kit a ser usado. Se optar pela pesquisa da glicosuria
pelo reativo de Benedict, proceder da seguinte forma: Colocar num tubo de ensaio 2,0 ml do reativo
de Benedict mais 4-5 gotas de urina. Ferver diretamente na chama do bico de Bunsen observando
a técnica. Se houver glicose presente havera reducdo do reativo de Benedict, visualizada pela
mudanca de sua cor azul para amarelo ou amarelo-tijolo.

Interpretacdo: Em individuos normais a glicosuria é negativa em todas as amostras colhidas
(limiar renal) enquanto a glicemia de jejum, segundo o método empregado, devera estar entre 60
a 110 mg/dl, isto é, nivel normal.Elevagdo rapida e maxima dentro de 30 a 60 minutos. Regressao
ao normal dentro de 120 minutos, podendo manter ou cair abaixo da taxa de jejum aos 180
minutos. Pode ser solicitado curva prolongada até 240 minutos. Neste caso a glicemia pode ser
igual ou um pouco acima daquela obtida aos 180 minutos. Para melhor visdao do conjunto, pode-se
dispor os resultados em um grafico, colocando em abscissa os tempos em minutos e os teores de
glicose (glicemias) em ordenada. Os diabéticos apresentam tolerancia a glicose diminuida,
enquanto os hipoglicémicos apresentam toleréancia a glicose aumentada.
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Trace as curvas conforme os dados abaixo. Use para cada curva uma cor diferente. IDENTIFIQUE

CADA CURVA.

Curva A: Glicemia de jejum = 85 mg/dl Curva B: Glicemia de jejum = 120 mg/dl
Aos 30 minutos = 120 mg/dl Aos 30 minutos = 150 mg/dl
Aos 60 minutos = 150 mg/dI Aos 60 minutos = 350 mg/dl
Aos 120 minutos = 80 mg/dl Aos 120 minutos = 300 mg/dl
Aos I80 minutos = 70 mg/dl Aos 180 minutos = 250 mg/dl
Aos 240 minutos = 90 mg/dl Aos 240 minutos = 200 mg/dl
Curva C: Glicemia de jejum = 60 mg/dl Curva D: Glicemia de jejum = 90 mg/dl Aos
30 minutos = 110 mg/dl Aos 30 minutos = 110 mg/dl

Aos 60 minutos = 80 mg/dl Aos 60 minutos = 180 mg/dl

Aos 120 minutos = 60 mg/dl Aos 120 minutos = 200 mg/dl

Aos 180 minutos = 60 mg/dI Aos 180 minutos = 250 mg/d

Aos 240 minutos = 50 mg/dl Aos 240 minutos = 350 mg/dl

Identifique cada curva:
Curva A
Curva B

Curva C

Curva D

Insira a tira no Faca a puncao Encoste a gotinha de
monitor e ele ligara no seu dedo sangue na tira, aguarde
automaticamente com Microlet 5 segundos e pronto!
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Relatdrio Experimental: Glicemia e Curva Glicémica

1. Por que o uso de um inibidor como o fluoreto de sddio (Naf) nas amostras colhidas de
sangue?

2. Como fica evidenciada a presencga de glicose na urina (glicosuria) pelo reativo de Benedict?
3. Quais as caracteristicas de uma curva glicémica de um individuo normal ?

4. Por que a curva glicémica ou de tolerancia a glicose é uma prova de funcdo endocrina do
pancreas?

5. O que significa dizer que um paciente apresenta tolerdncia a glicose diminuida? E
aumentada?
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¢ Colesterolemia (Dosagem do Colesterol)

J s ATENCAO: Neste experimento utilizaremos material biolégico, portanto, ATENTE-SE ao

I passo a passo e manuseie com cuidado e utilizando o EPI durante TODO O PROCEDIMENTO
3 REALIZADO. Para a coleta de sangue, FAVOR PREENCHER E ASSINAR O TERMO LIVRE
"‘ ESCLARECIDO FORNECIDO PELO PROFESSOR E/OU TECNICO DO LABORATORIO.

Método: Bloor modificado.
Material: Soro ou plasma sem hemolise.
Nota: Todo o material a ser utilizado na dosagem, deve estar rigorosamente seco.

1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

O colesterol ¢ libertado das proteinas pela adigdo do reativo de Bloor. A seguir, trata-se o colesterol
com anidrido acético e acido sulfurico concentrado - Reacdao de Liebermann-Buchard - dando o
desenvolvimento de um complexo de cor verde.

Fases da reacdo:

COLESTEROL » 3-5-colestadieno + agua
3-5-colestadieno-------------------- » 3-5-biscolestadieno-------- » acido biscolestadieno
monossulfonico (verde).

2. PROCEDIMENTO

1) DESPROTEINIZACAO: Tomar um béquer de 50,0 ml e colocar: Soro/plasma. 0,1 ml
Reativo de Bloor...... 2,0 ml. Homogeneizar com movimentos circulares, apoiando o béquer na
superficie da mesa de trabalho. Com auxilio de uma chapa elétrica ou uma estufa a 70-80°C,
evaporar o reativo de Bloor. Depois de bem seco, aguardar o béquer resfriar.

2) DISSOLUGCAO DO COLESTEROL: Ao béquer frio e seco, juntar 5,0 ml de cloroférmio.
Homogeneizar bem, com movimentos circulares. Observar que as proteinas desnaturadas ficam
aderidas nas paredes do béquer. O colesterol dissolvido ndo é visualizado.

3) REACAO DE COR: (Reacdo de Liebermann-Buchard). Ao colesterol dissolvido no cloroférmio,
acrescentar:

Anidrido acético - 2,0 ml.

Acido sulfarico concentrado - 0,2 ml

Homogeneizar com movimentos circulares como anteriormente.

Levar o béquer para o escuro em banho “maria” frio e aguardar por 10 minutos.

4) LEITURA NO ESPECTROFOTOMETRO: Fazer as leituras em 650 nm de comprimento de
onda (luz vermelha), zerando o aparelho, previamente, com cloroférmio (o mesmo ja se encontra
na cubeta de cada aparelho).

5) RESULTADO DA CONCENTRAGAO EM mg/dl DE COLESTEROL: Multiplicar as leituras em
absorvancia pelo fator de calibragdo fornecido pelo Professor.

6) INTERPRETAGAO: Estd demonstrado que a concentracdo do colesterol varia com a idade e
sexo. Atualmente o preconizado, € uma colesterolemia inferior a 200 mg/dl.

Seu resultado: Leitura em absrovancia:
Fator de calibracao:
Colesterolemia: mg/dl.
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Relatério Experimental: Colesterolemia (Dosagem do Colesterol)

1. O que é o colesterol?

2. O colesterol é sempre nocivo ao nosso organismo? Explique.

3. Como o colesterol é transportado pelo sangue no nosso organismo?

4, Quais sdo as trés principais classes de lipoproteinas?

5. Qual a importancia atribuida a lipoproteina de alta densidade (HDL) e a de baixa densidade
(LDL)?

6. O colesterol esta presente em todo ser vivo?
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i Proteinas Totais e Fracionadas

V & ATENCAO: Neste experimento utilizaremos material biolégico, portanto, ATENTE-SE ao

I passo a passo e manuseie com cuidado e utilizando o EPI durante TODO O PROCEDIMENTO
% REALIZADO. Para a coleta de sangue, FAVOR PREENCHER E ASSINAR O TERMO LIVRE
.“ ESCLARECIDO FORNECIDO PELO PROFESSOR E/OU TECNICO DO LABORATORIO.

Material;: Soro sanguineo sem hemolise, onde tem-se a albumina e as globulinas.
1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para a dosagem das proteinas totais (albumina + globulinas), as ligagdes peptidicas (-HN-CO-)
reagem com os ions cupricos, em meio alcalino, fornecidos pelo Reativo do Biureto, formando um
complexo de coloracdo azul violaceo, cuja absorvancia é medida em 540 nm e é diretamente
proporcional a concentracdo de proteinas na amostra. Com base na solubilidade da albumina e
globulinas, far-se-a a separacao das mesmas pela adicdo de éter etilico

2. PROCEDIMENTO
No tubo menor, marcado com a letra "D"” e provido de rolha de borracha colocar:

S0ro SEM heMOLISE c.uiiii i e e 0,2 ml
Sulfato de s6dio @ 22,6%........cccevevnnnnnns 3,8 ml

Tampar o tubo com a rolha de borracha pressiona-la com o dedo e homogeneizar, lentamente, por
inversao, varias vezes. Neste tubo tem-se todas as proteinas séricas precipitadas. A seguir, marcar dois
tubos de ensaio com as letras “T” (de totais) e “"A” (de albumina). A concentragao das globulinas
sera dada pela diferenca entre as proteinas totais e a albumina: G =T - A.

No tubo T colocar 1,0 ml da solucdo de proteinas do tubo D. Deixar o tubo T aguardando. Ao tubo
D, juntar 1,5 ml de éter etilico. Tampar como anteriormente e misturar por inversdo varias vezes.
Destampar o mesmo cuidadosamente e leva-lo para centrifugacdo a 3000 rpm por 3 a 5 minutos.
Com esta operacdao faz-se a separacao das globulinas, que ficaram precipitadas formando um anel
solido entre as camadas de éter e da albumina em solugdo.

A seguir, pipetar 1,0 ml da fase aquosa (albumina em solucdo) que estd abaixo do anel de
globulinas. Para isto, deve-se inclinar o tubo D em mais ou menos 45 graus, até notar o
deslocamento do referido anel das paredes do tubo. O anel nao deve ser rompido nesta operagao.
Tampar com o dedo indicar a pipeta de 1,0 ml e introduzi-la rente a parede do tubo passando a
mesma por debaixo do anel, sem deixar tocar no fundo do tubo. Retirar o dedo indicador da pipeta
e pipetar 1,0 ml da albumina em solucdo transferindo-o para o tubo que estd marcado com a letra
A.

Tem-se:

No tubo T - 1,0 ml da solugao de proteinas.

No tubo A - 1,0 ml da solugao de albumina.

Em cada um destes tubos (T e A), acrescentar 4,0 ml do reativo do biureto.

Homogeneizar bem.

Deixar em repouso por 5 a 10 minutos.

Ler a cor violacea desenvolvida no espectrofotdmetro, em 540 nm (luz verde), ajustando o aparelho
com tubo “B’ (prova em branco) que ja se encontra em uma de suas cubetas.

Usar as leituras em absorvancia, multiplicando-as pelo fator de correcdo fornecido pelo Professor,
para a conversdo em g/dl (gramas por decilitro) de proteinas totais e de albumina.

Lembrar que as globulinas sdao dadas por diferenca.

METODO GORNALL MOD.)
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val le referéncia:

oY =Y = T o =Y 6,0 a 8,0 g/dI
Al DU e 3,5a 5,0 g/dl
GlODUIINAS 1ttt e 1,4a 3,2 g/dl
REIAGE0D A/ G a ittt del1,5a3,0

Interpretacdo: O teste é util na avaliacdo diagndstica das hipoproteinemias, por defeito de sintese
protéica ( hepatopatias, desnutricdo), ou por perda protéica (sindrome nefrética, enteropatia com
perda protéica). As globulinas podem estar elevadas as custas de suas fraces alfa-1, alfa-2, beta
ou gama, o que pode ser identificado através da eletroforese de proteinas. Por isso, a dosagem
isolada da proteina total tem pouco valor clinico, porque a alteragdo em uma das fragGes pode ser
compensada por alteragdo de outra fragdo, como ocorre nas doengas cronicas, em que ha
diminuicdo de albumina com aumento de gamaglobulina. Seguindo esse raciocinio, a concentragao
de proteina total do soro estd comumente aumentada em pacientes com desidratacdo, mieloma
multiplo, macroglobulinemia, lupus eritematoso, artrite reumatodide, infeccdes cronicas,
linfogranuloma, etc. A ALBUMINA, principal componente protéico de um soro humano normal, é
uma proteina globular sintetizada pelo figado. Ela tem diversas fungdes importantes, como:
Transporte de moléculas apolares (hidrofébicas) como a bilirrubina, acidos graxos, certos
medicamentos, etc. Isto é possivel devido a zona hidrofdbica que existe em sua estrutura, sendo
essa propriedade utilizada para dosar a albumina pelo método apresentado. Nutrigdo. Manutengado
da pressdo osmética do sangue (pressao oncotica). Havendo lesdo hepdtica ou renal teremos
distirbios que podem levar a quadros de hipoalbuminemia ou hiperalbuminemia. A
hiperalbuminemia é mais rara e ocorre quando ocorre perda excessiva de agua causando uma
hemoconcentracgao.
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Relatoério Experimental: Proteinas Totais e Fracionadas (Método Gornall mod.)

Y

1. Pode-se dosar proteinas totais com soro hemolizado? Justifique sua resposta.

2. Por qué a desnutricdo pode levar a hipoproteinemia?

3. Por que certas doencas renais e hepaticas podem levar a casos de hipoalbuminemia?

4, E correto dosar proteinas totais e fracionadas usando plasma no lugar de soro? Justifique sua

resposta.

5. Por qué na dosagem de proteinas totais foi usado comprimento de onde de 545 nm (luz verde)

e para a dosagem da albumina, 630nm (luz vermelha)?

6. Como foi feita a dosagem das globulinas?
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EXPERIMENTO 171V {:IE]

V & ATENCA"O: Neste experimento utilizaremos material biolégico, portanto, ATENTE-SE ao

I passo a passo e manuseie com cuidado e utilizando o EPI durante TODO O PROCEDIMENTO
3 REALIZADO. Para a coleta de sangue, FAVOR PREENCHER E ASSINAR O TERMO LIVRE
"‘ ESCLARECIDO FORNECIDO PELO PROFESSOR E/OU TECNICO DO LABORATORIO.

Método: Marsch e cols. Mod.

Material: soro, plasma ou urina.

Reativos: Diacetialmonoxima (2-3-butanodiona-2-2oxima), tiosemicarbazida e reagente
acido.

1. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Em maio acido a diacetilmonoxima é hidrolizada a diacetil acido. Este reage diretamente

com a uréia na presenca de ions férricos, formando coloragao résea a vermelho-cereja que
¢ intensificada pela tiosemicarbazida.

Reacdes:

Diacetilmonoxima + agua em meio acido ------------ » Diacetilacido

Diacetilacido + UREIA + Fé+++ -------—=-=mmmmmmmmmen » Diacetilacido-uréia.

Diacetilacido-uréia + tiosemicarbazida + Fé+++---- » Complexo de cor résea a vermelho-cereja

2. PROCEDIMENTO

Marcar um tubo de ensaio e nele colocar:

Reagente de Cor. .o 2,5 ml
SO0 OU Plasma. ... e e 0,02 ml
Homogeneizar;
Acrescentar:
Reagente ACidO. ...vuviiiieiiiiiiirr e 2,5 ml

Misturar bem. Aquecer em banho-maria fervente por 10 minutos. Resfriar em banho-maria
frio. Ler em 530 nm (luz verde) ajustando o aparelho com o tubo BRANCO que se encontra
na cubeta de cada aparelho. Converter a leitura T% (transmitancia por cento) para
absorbancia e multiplica-la pelo respectivo fator de calibracdo, obtendo o resultado em
mg/d| de uréia.
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Leitura em absorbancia: Fator de corregao:

Resultado: mg/dl de uréia. Significa dizer que em ml de soro ou
plasma, existem mg de uréia.
Valores de referencia: De 20 a 40 mg/dl. Em jovens, 15 a 40 mg/dl. Em idosos os

valores podem chegar até a 50 mg/dl.

Interpr :

Valores aumentados:

a) Causas pré-renais. Deficiéncia na perfusdo dos rins como na insuficiéncia cardiaca
congestiva, na desidratacdo, choque e diminuicdao do volume sanguineo (hemorragias
internas). Elevacdes da uréia ocorrem também por catabolismo protéico elevado, febre,
septicemia, stress e queimaduras;

b) Causas renais: Nefrites, pielonefrites e insuficiéncia renal aguda ou cronica;

c) Pos-renais: Obstrugdes no trato urinario (calculos, carcinomas ou polipos).

Valores diminuidos:

Esta relacionada com a insuficiéncia renal grave, aumento da diurese, reducdo do
catabolismo protéico, gravidez normal e em individuos submetidos a dietas com baixo teor
protéico e alto teor glicidico.
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Relatdrio Experimental: Uréia

1. O que é Ureia?
2. Qual a origem da ureia?
3. A uréia é um catabdlico ou metabdlito?

4, A uréia sé estd aumentada em casos patoldgicos? Porque?

5. Quais os aminoacidos ndo estruturais importantes na formacao da uréia?

6. Porque os sanitarios mal lavados apresentam odor amoniacal?
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. Elementos Anormais e Sedimentoscopia

@“ ATENCAO: Nesta experimento utilizaremos material bioldgico, portanto, ATENTE-SE ao
passo a passo € manuseie com cuidado e utilizando o EPI durante TODO O PROCEDIMENTO
REALIZADO. Para a coleta da urina, FAVOR PREENCHER E ASSINAR O TERMO LIVRE

@ ESCLARECIDO FORNECIDO PELO PROFESSOR E/OU TECNICO DO LABORATORIO.

1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

O exame de urina em laboratdrio é tido como de rotina, dadas as informacdes clinicas gerais que
pode fornecer.

2. PROCEDIMENTO
Exame macroscépico — Caracteres gerais (Propriedades fisicas):

a) VOLUME: E da maior importancia quando se trata de urina de 24 horas que, no adulto normal,
varia em média de 1.200 a 1.800 ml. Deve-se levar em conta que estas cifras sdo grosseiras, pois
o volume urinario de 24 horas varia segundo uma série de fatores.

b) ODOR: A urina normal e recém emitida tem cheiro caracteristico, “sui generis”. Se exposta
muito tempo, ha formagdao de amoniaco por agdo de bactérias, com seu odor tipico. Odor fétido
pode se dever a infecgdo do trato urinario principalmente quando a infeccdo € causada por germes
do grupo coli. O cheiro de acetona, ou de frutas pode identificar uma cetose diabética. Alguns
alimentos e medicamentos também podem emprestar a urina um odor diferente.

c) COR: A urina normal e recém-emitida tem uma coloracdo que varia do amarelo claro (citrino)
ao amarelo-dourado (amarelo d&mbar). O aumento da eliminagdo de bilirrubina produz cores que
variam do amarelo-marrom ao verde oliva escuro. A hemoglobina, as porfirinas, alguns alimentos,
certas drogas, produzem diferentes tons de vermelho. Preparados vitaminicos contém flavonas que
dao uma cor fluorescente amarelo-esverdeado. Urina de cor escura, marrom escuro ou negra, pode
se dever a eliminagdo de acido homogentisico (alcaptonduria).

d) ASPECTO: A urina normal e recente é transparente. Quando se apresenta turva, mesmo
recente, apresenta importancia clinica, pois que, habitualmente, pode ser devida a presenga de
pus, bactérias, sangue ou precipitado de cristais. As vezes na enfermidade degenerativa tubular ou
na quildria, a turvacdo da urina é devida a presenca de corpusculos graxos. Em urina de mulher
podera surgir, apds a emissao, uma nubécula atribuida a presenca de mucinas. Decorridas algumas
horas apds a emissdo, a turvacao da urina perde seu significado diagndstico, ocorrendo precipitagdo dos
coldides protetores pela perda de CO2, e, consequentemente, a facilitacdo para a precipitacdode
sais, fosfatos, carbonatos e uratos, que poderao surgir com a mudancga de pH, formando grandes
depositos.

e) DENSIDADE: (Peso especifico). A densidade da urina depende da concentragdao osmolar, isto
€, numero de particulas dissolvidas, havendo normalmente estreita relacdo entre o peso especifico
e a osmolaridade, resultante da ingestdo de alimentos e bebidas, por um lado, e da reabsorgdo da
agua e das substancias dissolvidas, por outro. A medicdo da densidade é feita com auxilio de
aredmetro, urodensimetros (pesa urina) e também por "quimica seca” (fitas reativas). A densidade
urinaria normalmente varia de 1.015 a 1.025 a +15 °C.

Exame quimico qualitativo - (Elementos anormais).

a) Reacao e pH: No individuo normal o pH da urina recente pode variar de 5,0 a 6, 5, isto
€, reagdo acida. Determina-se o pH (reacdo da urina) com fitas de papel de tornassol. Mergulhar a
fita na urina, comparar a cor desenvolvida com a escala de cores que acompanha o produto.
Normalmente, o pH da urina recente estd compreendido entre 5,0 a 6,5.
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b) Pesquisa das proteinas (Proteinuria):
Pipetar para um tubo de ensaio, 1,0 ml do reativo de Robert. Inclinar o mesmo a mais ou
menos 45° e com a pipeta na vertical, deixar escoar lentamente 1,0 ml de urina de modo a se
perceber a separagdo dos dois liquidos.

Leitura: Sendo o reativo de Robert um precipitante especifico de proteinas, as urinas que
apresentarem um anel leitoso floculado entre os dois liquidos, sdo portadoras de proteinas. A
quantidade pode ser expressa em cruzes (+, ++, +++, ++++) ou simplesmente PRESENTE.
Quando nao surgir o anel leitoso floculado o resultado é dado como AUSENTE.

c) Pesquisa de glicose (glicosuria): Pipetar para um tubo de ensaio, 2,0 ml do reativo de
Benedict e juntar quatro gotas de urina. Homogeneizar. Aquecer cuidadosamente na chama, como

agitacdo constante até a fervura.

Leitura: Se houver reducdo dos ions Cu++ para Cu+ havera também mudanca da
coloracdo do reativo de Benedict de azul para verde ao amarelo tijolo, podendo expressar o
resultado em cruzes. Se ndo houver alteragdo na cor azul do reativo de Benedict, o resultado
negativo ou AUSENTE. Lembrar que esta reacdo ndo é especifica para glicose. A especificidade so
é conseguida quando se faz a pesquisa com fitas reativas.

d) Corpos cetdnicos: Pipetar para um tubo de ensaio 2,0 ml de urina. Acrescentar 4 gotas
do reativo de IMBERT. Homogeneizar. Inclinar o tubo em 459 e deixar escorrer, lentamente, pelas
paredes do tubo, 0,5 a 1,0 ml de amoénia, de modo a se obter a separacdo dos dois liquidos.

Leitura: Positivo ou presenca de corpos ceténicos (acetona) se houver desenvolvimento
de um anel roxo na separacdo dos liquidos. Expressar o resultado conforme a intensidade da cor
do anel, do mesmo modo que para a glicose. Sera negativo ou ausente em caso contrario.

e) Pigmentos biliares (Prova de Kapsinow): Pipetar para um tubo de ensaio, 2,0 ml de
urina e juntar 0,5 ml do reativo de Obermayer. Homogeneizar podendo aquecer ligeiramente.
Leitura: Positivo, se houver desenvolvimento de coloracdo verde (biliverdina). Expressar
o0 resultado do mesmo modo que para os anteriores, de acordo com a intensidade da cor
desenvolvida. Normalmente se encontram vestigios de pigmentos biliares na urina, visto que sdo
produtos de excrecao.

f) Escatol: Pipetar para um tubo de ensaio, 1,0 ml de urina, acrescentar 1,0 ml de acido
cloridrico concentrado. Homogeneizar.
Leitura: Em caso positivo havera desenvolvimento de coloracdo avermelhada proporcional
a quantidade de escatol presente.

g) Indican (Indol): Pipetar para um tubo de ensaio 1,0 ml de urina e 1,0 ml de &acido
cloridrico concentrado. Homogeneizar. Juntar 2 gotas de agua oxigenada e 0,5 al,0 ml de
cloroférmio. Homogeneizar bem. Deixar em repouso para que a camada de cloroférmio se separe.

Leitura: Positivo se a camada de cloroférmio adquirir coloracdo azul, de intensidade
proporcional a quantidade de indican presente.

h) Hemoglobina: Pipetar para um tubo de ensaio, 2,0 ml de urina, acrescentar 10 gotas
do reagente de Johanessen Mayer. Homogeneizar. Juntar 5 gotas de &gua oxigenada.
Homogeneizar.

Leitura: Positivo, se houver desenvolvimento de cor résea ao vermelho-cereja. Esta
coloracdo se deve a fenolftaleina, isto é, o reativo de Johanessen Mayer é feito de maneira, que a
fenolftalina nele contida esta na forma de anidrido ftalico, incolor em meio alcalino. As oxidases do
sangue (intra eritrociticas) atuam sobre a agua oxigenada liberando oxigénio, transformando o
anidrido ftalico em fenolftaleina e como o meio esta alcalino, hd o desenvolvimento da cor tipica,
proporcional ao teor de hemoglobina.

~
IMPORTANTE!

A pesquisa destes elementos anormais pode ser feita empregando-se fitas reativas
especificas, a chamada “quimica seca”.



~

INTERPRETACAO:

Proteinas: Em individuo adulto normal, a eliminagdo protéica é pequena (30 a 50 mg/24 horas)
dada a reabsorcdo provavelmente ao nivel do tubo proximal, quantidade que ndo é revelavel pelos
reativos habituais. Diversas condicdes podem ser acompanhadas de proteinuria:

Falsas proteinurias: mistura com fluxo vaginal, presenca de pus ou sangue e proteinas nao
plasmaticas.

Proteinurias funcionais: albuminuria ortostatica, apds exercicios, marchas, emotiva, etc.

AfeccOes do aparelho renal: a)Proteindrias renais: Glomerulonefrite, nefroses, pielonefrite,
tuberculose renal, cancer, hidronefrose, rim policistico, outras.

Proteinurias extra-renais: Litiase renal (calculos), processos vesicais, prostaticos e uretrais.

Estados patoldgicos diversos: Enfermidades metabdlicas, queimaduras extensas, febre, afeccdes
circulatdrias, intoxicagoes, canceres, etc.

Glicose: A presenca de glicose na urina (glicosuria), em quantidade suficiente para reduzir o
reativo de Benedict, significa condicdo patolégica. Pode ser de origem enddcrina (diabete
pancreatica, hipofisaria, supra-renal e tiredidea). Hepatopatias diversas. Stress (emocional,
traumatismos, queimaduras, infarto do miocardio, etc). De origem nao hiperglicémica (gravidez,
lactancia, diabete renal).

Corpos cetdonicos- (cetoniria): A eliminacdo de corpos cetonicos na urina, acompanha qualquer

transtorno em que exista um metabolismo alterado dos carbohidratos (glicidios). Quando os lipidios
ndo sdo totalmente oxidados, (deficiéncia de glicogénio, diabete, jejum prolongado, doengas
cronicas do figado, etc). Isto se deve, talvez pelo excesso de acetil-CoA e escassez de oxalacetato.

Sais e pigmentos biliares: Sdo encontrados na urina quando ha mau funcionamento hepatico.

Escatol e Indican: Estdao presentes na urina quando ha putrefagdo intestinal intensa, pois neste
caso havera absorcao intestinal e conseqliente eliminacdo urinaria. Dardo também resultado
positivo, na decomposicdo bacteriana da proteina corpdrea (peritonite, febre tiféide, ileo
paralitico...).

Hemoglobina: A hemoglobiniria com auséncia de hemacias no exame microscépico do sedimento
urinario, ocorre quando a hemdlise se da com uma intensidade tal que, a hemoglobina ndo pode
ser transformada totalmente em bilirrubina, como acontece na malaria e em certos tipos de
envenenamentos. Ha casos de hemoglobinuria provocada por hemacias (hematuria) perfeitamente
identificaveis na sedimentoscopia. A hematuria pode ocorrer principalmente por: distirbios renais
(pielonefrites, nefrite aguda e cronica, nefrose, tuberculose renal, enfarte renal, calculos renais,
tumores de bexiga, da prdstata e outros).
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Relatdrio Experimental: Elementos Anormais e Sedimentoscopia

1. Porque o pH da urina é geralmente acido?

2. Porque o reativo de Benedict serve para a pesquisa de glicosuria? Esta reagao é especifica
para glicose? Justifique.

3. Na falta do reativo de Robert e da fita, como podemos pesquisar a presenca de proteina na
urina?

4, Em proteindria positivas, qual proteina € mais comumente encontrada? Porque?

5. Explicar a formagdo de cor na pesquisa de hemoglobinuria positiva pelo reativo de Johanessen
Mayer

6. Como explicar a presenca de indican (indol) e escatol na urina?

7. Porque é normal a presencga de vestigio de pigmentos biliares na urina?

8. Por que em jejum prolongado podem-se encontrar corpos cetonicos (acetona) na urina?

9. Por que este exame ¢ de grande importancia?
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1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

: Nocoes sobre metabolismo e dosagem da
Bilirrubina

ATENCA"0: Nesta experimento utilizaremos material bioldgico, portanto, ATENTE-SE ao
passo a passo e manuseie com cuidado e utilizando o EPI durante TODO O PROCEDIMENTO
REALIZADO. Para a coleta de sangue, FAVOR PREENCHER E ASSINAR O TERMO LIVRE
ESCLARECIDO FORNECIDO PELO PROFESSOR E/OU TECNICO DO LABORATORIO.

A dosagem de bilirrubina faz-se importante, para identificar os diversos tipos de ictericia
encontrados no meio clinico, bem como suas possiveis causas.

Ictericia é um estado patoldogico que se caracteriza por qualquer situacdo que leve aciumulo ou
elevacao de pigmentos biliares (bilirrubinas) no organismo.

Sint ia Bilirrubi

HEMOGLOBINA

GLOBINA HEME

l

Bilirrubina Indireta (BI)
(Bilirrubina ndo conjugada)

Hepatdcrito

Bilirrubina Direta (BD)

|

Intestino Delgado

Acdo da Flora Bacteriana

Fezes Circulacao

Circulagao

entero-hepatica
Urina
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Dosagem da Bilirrubina

A bilirrubina é tratada com o reativo de Erlich (nitrito de sédio + acido sulfanilico em solucdo aquosa
de acido cloridrico), dando a chamada reagdo de Van den Berg. Em outras palavras, trata-se da
formacdo da azobilirrubina de cor violeta-avermelhada que pode ser medida colorimetricamente
em 525n, (luz verde). A reacao de Van den Berg diretaé aquela que ocorre com a bilirrubina direta,
esto €, a bilirrubina conjugada no figado com o acido glicurénico, portanto hidrossoltvel. A reacgao
de Ven den Berg indireta ocorre com a bilirrubina indireta (lipossoluvel), por que ainda ndo foi
conjugada no figado com o acido glicurénico, dando uma reacao tardia, isto €, somente depois de
solubilizar em metanol.

2. PROCEDIMENTO

Diluir o soro (1,0ml) que ja esta no tubo marcado com a letra D com 9,0 ml de agua destilada.
Tampa-lo com a rolha de borracha e misturar por invasdo, comprimindo bem a rolha com o dedo
indicador. A parte, no tubo de ensaio marcado com a letra R, preparar o Diazo Reagente (Diazo R)
da seguinte maneira:

Diazo B - 1 Gota
Diazo A - 5,0 ml

Hemogeneizar bem, agitando levemente o tubo.
Numerar 04 tubos de ensaio de 1 a 4, e em todos eles colocar 2,0 ml de soro diluido 1:10 que esta
no tubo.

Aos tubos 1 e 3, acrescentar 0,5 ml de DIAZO BRANCO
Aos tubos 2 e 4, acrescentar 0,5 de DIAZO R

Aos tubos 1 e 2 acrescentar agua destilada

Aos tubos 3 e 4, acrescentar 2,5 ml de metanol

1 2,0 0,5 ml 2,5 ml
2 2,0 0,5 mi 2,5ml
3 2,0 0,5 ml 2,5 ml
4 2,0 0,5 mi 2,5 ml

Homogeneizar bem, agitando levemente cada tubo. Deixar em repouso por 10 minutos. Apds este
tempo ler no espectrofotometro, em 525nm, ajustando o aparelho com o tubo numero 01 e ler a
cor desenvolvida no tubo 02. Ajustar novamente o aparelho com o tubo numero 03 e ler a cor
desenvolvida no tubo 04. As leituras, em absorvancia, dos tubos 02 e 04 sdo convertidas em mg/dl
(miligramas por decilitro) de bilirubina, quando multiplicadas pelo fato de calibragao:

(fornecido pelo professor). A bilirrubina indireta é dada pela diferenca

entre a total e a direta.

Valores de Referéncia: Bilirrubina dir€l@........cceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeteeeeeeaaas até 0,4 mg/dl
Bilirrubing inQir€ta..............ueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeecceeeeeeeeeena, 0,1a0,6 mg/dl
Bilirrubing Total...........coovueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeieeieeeeeeeeeea, 0,2a 1,0 mg/dl
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TIPOS DE ICTERICIA:

1) Ictericia hepatocelular (aumento da BD - Bilirrubina Direta) - Neste tipo de ictericia, o
hepatodcito ndo estd em seu estado normal, estd “doente”. O primeiro a ser lesado é p polo biliar
(polo que comunica o hepatocito com o canaliculo biliar), com isto, o hepatocito nao consegue
eliminar a BD que acaba refluindo para a corrente sanguinea. Por isso, neste tipo de ictericia ha um
aumento da BD do sangue. E o que ocorre na hepatite. Ha também excrecado de bilirrubina pelaurina,
pois a BD sendoconjugada com o acido glicuronico torna-se hidrossoluvel (consegue passarpelos
ruins, conferindo a urina cor estura (cor de coca-cola) situagdo que é chamada coluria. A BI
(Bilirrubina Indireta) ndo é excretada pela urina, pois ainda nao foi conjugada, ficando portanto
lipossoluvel, com afinidade pelo sistema nervoso central. Seu transporte na circulacao é feito pela
ligagdo com proteinas sericas, como é o caso da albumina ate o sinusoides hepaticos, onde é
captada pelos hepatocitos para a conjugacao (glicuronidase). Neste tipo de ictericia duas enzimas
sao tambem liberadas pelo hepatocito, alem da BD: sao as transaminases (TGP - Transminase
Glutédmico - piruvica ou ALT - Alanina aminotransferase e a TGO - transminase glutamico-
oxalacetica ou AST - aspartato aminotransferase.

2) Ictericia hemolitica (aumento da BI - Bilirrubina Indireta) — Neste tipo, ha uma hemolise
acentuada, consequentemente o aumento de hemoglobina livre que sera convertida em bilirrubina
indireta numa quantidade bem acima da capacidade de conjugacao pelo figado. Exemplo:
eritoblastose fetal, animia falciforme, malaria e etc.

3) Ictericia obstrutiva (Colestase — aumento da BD, bilirrubina direta) - Divide-se em dois tipos,
de acordo com o local da obstrucdo: Obstrutiva intra-hepatica onde a obstrugdo ocorre em nivel
de canaliculos biliares. Obstrutiva extra-hepatica, onde a obstrugdo esta nos grandes ductos.
Em todas as duas situagdes o hepatdcito consegue conjugar a bilirrubina indireta para bilirrubina
direta. Consegue tambem excretar a BD, porém esta ndo chega ao intestino delgado devido a
obstrucao existente. Esta BD acaba por ser absorvida pela corrente sanguinea. Por isso, neste tipo
de ictericia ha um aumento da BD na circulacdo, alem de duas enzimas importantes: a fosfatase
alcalina e a gama glutamil transferase.

4) Outras formas de descricdo de causas de ictericia - aumento da oferta; alteracdo no
transporte; alteracdo na captacdo; alteracdo na conjugacdo; deficiencia de excrecdao e outros
mecanismos.
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Relatorio Experimental: Nogdes sobre metabolismo e dosagem da Bilirrubina

1. A bilirrubina é um metabdlito ou um catabdlito?

2.  Qual é a sua origem?

3. Qual a fungao do figado no metabolismo da bilirrubina?

4. O que é ictericia?

5. 0O que é bilirrubina direta e indireta?

6. Por que a bilirrubina direta consegue passar pelo rim e ser excretada pela urina
(coldria)?

7. Na ictericia obstrutiva como deve estar a concentragdo das bilirrubinas:
a) Bilirrubina total?

b) Bilirrubina direta?

C) Bilirrubina indireta?
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Justifique as suas respostas.

8. Quais sdo os valores de referéncia para as bilirrubinas (valores normais)?

a) Bilirrubina direta: mg/dl
b) Bilirrubina indireta: mg/dl
c) Bilirrubina total: mg/dl

9. O que é ictericia hepatocelular e qual bilirrubina esta elevada?

10. O que é ictericia hemolitica e em que condicdo pode ocorrer? Qual bilirrubina esta
mais elevada?
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Técnica de Coleta Sanguinea

J s ATENCAO: Neste experimento utilizaremos material bioldgico, portanto, ATENTE-SE ao

I passo a passo e manuseie com cuidado e utilizando o EPI durante TODO O PROCEDIMENTO
% REALIZADO. Para a coleta de sangue, FAVOR PREENCHER E ASSINAR O TERMO LIVRE
"‘ ESCLARECIDO FORNECIDO PELO PROFESSOR E/OU TECNICO DO LABORATORIO.

Procedimentos de Coleta Sanguinea - Manual do Ministério da Saude

1. Preparar o formulario ou solicitagdo de coleta — A solicitagdo deve conter as seguintes informagdes:
- Nome completo do paciente e data de nascimento / idade.

» Nome do médico solicitante.

« Ndmero de identificacao.

- Data e hora da coleta.

- Testes solicitados.
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2. ldentificar o paciente. Higienizar as maos.

- O flebotomista deve identificar-se ao paciente.

« Perguntar o nome do paciente conferindo com a solicitagdo. No caso de criangas ou pacientes
inconscientes, perguntar ao acompanhante ou verificar o bracelete de identificacéo.

» Se 0 paciente estiver dormindo, deve ser acordado para a coleta. Atentar para movimentos involuntarios
em pacientes inconscientes ou semi-comatosos. Aconselha-se alguma conteng¢ao para a coleta.

3. Verificar a condigdo de jejum, restricdes alimentares, hipersensibilidade ao latex ou ao antisséptico.
- Verificar se 0 paciente esta em jejum e/ou obedeceu as restrices alimentares necessarias aos testes.
- Certifique-se que o paciente entenda suas perguntas.

4. Selecionar os tubos, agulhas e demais materiais necessarios a coleta.

- Examinar tubos e agulhas para possiveis defeitos verificando o prazo de validade.

» Selecionar o calibre da agulha para a coleta de acordo com a necessidade.

- Selecionar o sistema de coleta. Tubos a vacuo ou seringa.

» Os sistemas a vacuo sao preferiveis pois dispensam a transferéncia do sangue para o0s recipientes e
garantem a relagao aditivo / amostra.

5. ldentificar os tubos ou conferir a identificagao.

6. Posicionar o paciente corretamente.

- Para seguranga do paciente a coleta deve ser realizada com o paciente sentado confortavelmente ou
deitado.

- A cadeira de coleta deve conter bragos para apoio em ambos os lados para facilitar a coleta e prevenir
guedas no caso do paciente perder a consciéncia.
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7. Aplicar o torniquete, pedir ao paciente que feche a mao e examinar o local de coleta para
selecionar o local de pungéo.

- A aplicagao do torniquete ndo deve ultrapassar a 1 minuto com o risco de provocar estase vascular. Isto pode
resultar no aumento dos niveis séricos de todos os analitos ligados a proteinas, hematdcrito e outros
elementos celulares.

- Evitar areas queimadas ou feridas.

Pacientes submetidas a mastectomia ndo devem ter amostras coletadas no mesmo lado da cirurgia devido a
linfo-estase.

- Deve-se evitar a coleta no mesmo brago de qualquer acesso venoso para soro ou medicamentos.
- O local mais indicado para a pungao é a fossa antecubital onde os vasos séo mais superficiais e apresentam calibre
ade- quado. Quando este sitio ndo for acessivel, & aceitavel que se utilize as veias localizadas nas costas das
maos.

- A fossa antecubital apresenta dois formatos anatdémicos mais comuns: o formato em H ou formato em
M. O formato em H apresenta de modo mais proeminente as veias cefalica, mediana cubital e basilica. O
formato em M exibe as veias cefélica, cefalica mediana, basilica mediana e basilica.

Cubital mediana Basilica mediana
Cefdlica mediana

— Basilica
Cetalica

lateral medial lateral medial

« As coletas devem ser preferencialmente realizadas nas veias cubital mediana (formato em H) e mediana
(formato em M), pois sdo vasos superficiais, com pouca mobilidade, menos dolorosos e menos sujeitos a injurias
a nervos no caso de posicionamento inadequado da agulha.

» Se 0 paciente relatar a sensacdo de choque elétrico, o procedimento deve ser interrompido
imediatamente. No caso de formagdo de hematomas, a coleta também deve ser interrompida e o local
da puncao deve ser pressionado vigorosamente por pelo menos 5 minutos.

8. Calgar as luvas.
« As luvas devem ser trocadas a cada coleta.

9. Aplicar o antisséptico no local de pungéo e deixar secar.

« Utilizar preferencialmente uma compressa de gaze em- bebida em alcool 70% ou compressas
industrializadas.

« Utilizar movimentos circulares do centro para a periferia

« Deixar secar para evitar a hemolise na amostra e a sensacao de queimagao durante a puncao.

- Para coleta de hemocultura a regido deve ser higienizada por cerca de 30 segundos abrangendo uma
area maior do que em coletas normais. Os antissépticos a base de iodo s&o os recomendados neste caso.
» Limpar a tampa do vidro de cultura com solugdo antissép- tica. Assegure-se de que a tampa esteja seca antes
de intro- duzir a agulha pra transferir o material.
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10. Realizar a pungao.

10.1. Coleta com sistemas a vacuo.

« Se possivel posicionar o braco do paciente na posicao descendente para evitar refluxo do tubo para
a veia.

« Atarraxar a agulha ao adaptador de acordo com as instrugdes do fabricante.

« Segurar o braco com firmeza abaixo do local escolhido para a pungao. O polegar pode ser utilizado
para puxar a pele firmando a veia escolhida.

- Comunicar ao paciente que a puncdo esta pronta para ser realizada. Esteja atento a qualquer
movimento involuntario e/ou perda de consciéncia.

« Com o bisel voltado para cima puncionar a veia formando um angulo de 30° entre a agulha e o antebraco
do paciente.

« Uma vez que o sangue comece a fluir para o tubo

solicitar ao paciente para abrir a mao.

« A recomendacdo técnica indica que o garrote seja re- tirado assim que o sangue comece a fluir para
o tubo. Entretanto, em algumas situacdes este procedimento pode interromper o fluxo sanguineo.
« Permitir que o tubo seja preenchido completamente. Para tubos com aditivos, este procedimento
assegura a correta relagao entre a amostra e 0 aditivo.

« Durante a coleta, o tubo deve estar inclinado para que o sangue escorra para o fundo.

»Quando o sangue parar de fluir, desconecte o tubo cheio e insira 0 proximo tubo. Sempre remova
0 ultimo tubo antes de retirar a agulha da veia do paciente.

« O profissional deve segurar o tubo durante a coleta. O tubo de borracha que cobre a agulha de coleta
multipla é tracionado quando da inser¢do do tubo fazendo com que exerca uma reacao no sentido de
expulsar o tubo. Isso normalmente nao acontece pois a rolha do tubo exerce uma pressao que
impede que isso aconteca. Em casos raros isso pode acontecer e por isso o profissional deve estar
alerta e apoiar sua mao no fundo do tubo durante a coleta para evitar que isso acontega.

«Os tubos contendo aditivos devem ser homogeneiza- dos imediatamente apds a coleta. Inverta o tubo
gentilmente por 5 a 10 vezes assegurando-se de realizar movimentos suaves para evitar a hemolise.

« Use 0 adaptador da agulha de coleta multipla oferecido pelo fabricante do tubo pois os adaptadores nao
sao universais e, em alguns casos, a tampa do tubo pode prender na lateral interna do adaptador
provocando a perda de sangue durante a coleta.

10.2. Coleta com seringa e agulha.

« Certificar-se de que a agulha esteja corretamente co- nectada a seringa.

«Empurrar o émbolo para frente e para tras conferindo se 0 movimento é realizado sem qualquer
problema.

«Empurrar o émbolo para frente até que todo o ar seja expelido da seringa.

« Segurar o brago com firmeza abaixo do local escolhido para a pungao. O polegar pode ser utilizado
para puxar a pele firmando a veia escolhida.

« Comunicar ao paciente que a pungdo esta pronta para ser realizada.

« Com o bisel voltado para cima puncionar a veia formando um angulo de 30° entre a agulha e 0 antebraco
do paciente.
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«Manter a agulha o mais estavel possivel, aspirando lentamente a quantidade de sangue necessaria.
- Retirar o torniquete assim que o sangue comegar a fluir.

- Para transferir o sangue para os tubos de coleta, colocar os tubos em uma estante sobre a bancada.
Jamais realize a transferéncia segurando o tubo com as maos.

«Puncionar a rolha do tubo permitindo que o tubo seja preenchido sem aplicar nenhuma pressao
no émbolo.

«As rolhas ndo devem ser removidas para a transferéncia do sangue para os tubos.
«Homogeneizar os tubos que contenham aditivos.

11. Os tubos devem ser trocados ou preenchidos de acordo com a necessidade obedecendo a ordem
de coleta.

10 Frascos para hemocultura

20 Tubos para coagulagao (tampa azul)

30 Tubos para soro com ou sem aditivo (tampa vermelha) 4° Tubos com heparina com ou sem gel
separador (tampa verde) 5° Tubos com EDTA com ou sem gel separador (tampa lilas) 6° Tubos
com fluoreto de sddio (tampa cinza)

Nota: Os tubos de vidro ou plastico contendo gel separador podem causar interferéncia nos
testes de coagulagao. Tubos sem aditivos devem ser usados antes dos tubos destinados
aos testes de coagulacgao.

Nota: Quando o escalpe for utilizado para a coleta e o tubo de coagulagao for o primeiro a
ser colhido deve-se usar um tubo sem aditivo como “primer”. A funcdo deste tubo é pre-
encher totalmente o tubo do escalpe garantindo a relacao sangue / aditivo no tubo de coleta.Este
tubo nao precisa ser totalmente preenchido.

Nota: Os testes de tempo de protrombina (TP) e tempo de tromboplastina parcial ativada
(TTPa) nao tem seus resulta- dos alterados quando realizados no primeiro tubo colhido.

Entretanto, para os demais testes de coagulacao recomenda-
-se 0 uso de amostras colhidas em um segundo tubo.

12. Remover o torniquete.
13. Posicionar a gaze sobre o local de puncao.
14. Remover a agulha e proceder ao descarte.

- Descarte a agulha em um recipiente para material perfuro-cortante, de facil acesso que atenda a legislagdo
sanitaria.

<As agulhas ndo devem ser recapeadas, amassadas, quebradas ou cortadas nem devem ser
removidas das seringas a menos que seja utilizado um dispositivo de seguranca.

15. Pressionar o local de puncdo até que o sangramento tenha cessado, aplique uma
bandagem adesiva.

- Posicionar a compressa de gaze sobre o local de puncdo e aplicar pressao suave.

- Ndo permitir que o paciente dobre o brago.

- O proprio paciente pode manter o local pressionado até que o flebotomista verifique que o
sangramento tenha cessado.

« Aplicar bandagem adesiva.

- Recomendar que a bandagem ndo seja retirada antes de 15 minutos.
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16. Anotar a hora da coleta.
17. Observar necessidades especiais de manuseio.

« Algumas dosagens exigem que a amostra seja resfriada imediatamente para que o metabolismo
celular seja diminuido ou que seja mantida a 37° C para evitar aglutinagdo ou mesmo proteger a
amostra da luz.

- Exemplos de dosagens que requerem cuidados especiais.

Resfriamento Temperatura de 37°C Abrigo da luz
Gastrina Aglutininas frias Bilirrubina
Amobnia Crioglobulinas Vitamina A
Acido latico Criofibrinogénio Vitamina B6
Catecolaminas Beta caroteno
Piruvato Paratorménio (PTH) Porfirinas

18.Encaminhar o material devidamente identificado para processamento.

CONHECENDO AS PARTE DE UMA SERINGA

cilindro
Embolo

Bico
Vo
“—\’ ~3 mlp_l,hwv‘”]nll]....,?

Flange
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HIGIENIZACAO DAS MAOS

COM AGUA E SABONETE

e

a) Molhe as maos com sabao
b) Aplique na palma da mao quantidade
suficiente de sabonete liquido para
cobrir toda a superficie das maos

Aplic

mao e
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Friccione as Friccione a palma direita Entrelace os dedos e
palmas das maos contra o dorso da mao friccione os espagos
esquerda entrelagando os interdigitais

dedos e vice-versa

R (6 /;/?\\ @)/7//7“/%\;\

I ¢
\‘, b) Qa\ \
s iy [ \ /v‘ \ \
==~ / V4 N & \ /N \
Friccione o dorso dos Friccione o polegar esquerdo Friccione as polpas
dedos de uma mao com com o dorso da palma da digitais e unhas da mao
a palma da mao oposta mao direita, utilizando-se direita contra a palma da
(e vice-versa), de movimento circular mao esquerda, fazendo
segurando os dedos e vice-versa movimento circular e

vice-versa

>
Enxague bem as Seque as maos Neste caso de torneiras
maos com agua com papel toalha com contato manual para
descartavel fechamento, sempre

utilizar papel toalha

N 2

O \

20-30 40 - 60
segundos segundos

Al \x\\\i
\\' (¢

Quando estiverem secas,
suas maos estardo seguras
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Apalpar a veia. Colocar

[Por 1 minuto no maximo).

Inserir o Tubo de Coleta
de Sangue a Vacuo Olen
no adaptador.

COLETA POR SISTEMA A VACUO

o garrote, Desinfetar o

Retirar o garrote assim
que o sangue fluir para
dentro do tubo.

Montar o sistema Realizar a

local da puncao.

Inverter o tubo
gentilmente
de 8 a 10 vezes.

de coleta. puncdo venosa.

(9)

As amostras estao
prontas para analise.
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