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Bioguimica Clinica Veterindria
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| Principios bdsicos de Bioguimica clinica

Métodos de “bioguimica”

« Refratometria » Fotometria de chama

« Espectrofotometria « Fracionamentos - biofisicos
Colorimétricos/UV Eletroforese
Cinéticos/enzimaticos Cromatografia

* Quimica seca « Funcionais (tripsina)
Tiras reagentes * Imunolégicos
Eletrodos seletivos * Moleculares

+ Absorgéo atémica « Outros

Principios bdsicos de Bioguimica clinica
= Reacées colorimétricas e espectrofotométricas

Espectrofotométricas: luz visivel, IV e UV

Colorimétricas: ~400 a 700nm

Os cachorros e os gatos ndo vém todas as cores, apenas azul e amarelo e em preto e branco numa nuance de

Principios bdsicos de Bioguimica clinica

= Reacées enzimaticas, cinéticas e de ponto final
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cinzas. Humanos: faixa que vai do vermelho ao violeta, passando pelo verde, o amarelo e o azul. Cobras vém ) ™ =
no infravermelho e abelhas no ultravioleta, cores para as quais somos cegos. ‘ + Leitura(s) | ‘ Estabilidade da reagéo!
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Principios bdsicos de Bioquimica clinica ENZIMAS

= ReacoOes enzimaticas, cinéticas e de ponto final

Reacédo enzimatica: aquela que resulta da conversao
de um componente em outro

o Enziméticas cinéticas: enzimas ALT, AST, FA e GGT
o Enziméticas de ponto final: uréia, glicose, amilase
a Cinéticas ndo enzimaticas: creatinina

o Nao cinéticas e nao enzimaticas: PPS, albumina
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COFATOR

v'Algumas necessitam de um cofator:
vitaminas (exceto a vitamina C), metais etc...
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Principios bdsicos de Bioguimica clinica

= Especificidades técnicas

Amilase
Sacarogénico (glicoamilase)
Valores elevados em cédes

Amiloclastico

Amido ——™° . Sacarose

O que medimos ¢ a atividade da enzima, ndo a sua concentragao. Logo, h4 interferéncia da T°C

Principios basicos de Bioquimica clinica
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Linearidade /

Concentracédo

ENZIMAS

v' Avaliagdo da atividade enzimatica
v 1 Ul (Unidade Internacional) é equivalente a quantidade de enzima
que catalisa a conversdo de 1 mmol de substrato por minuto

Maximum rate at saturation

° T T T T T T T
25 50 75 100 125 150 175
Substrate concentration (mg/mL) —=

Rate of reaction (mg product formed per sec)

Principios basicos de Bioquimica clinica

D.O.

Resultados
falsamente diminuidos

Concentragdo

Controle de qualidade

= Erros laboratoriais

a Cercade 70 % erros => fase pré analitica: preparo inadequado,
cuidados na identificagéo, transporte inadequado e interferentes.

a Cerca de 20 % erros => fase pds-analitica: erros de transcricdo
de resultados.

o Apenas 10 % erros => fase analitica: Reagentes impréprios,
equipamentos descalibrados, mé pratica.

Fonte: Wilson Shcolnik. Diretor de Acreditacdo da SBPC, 2002
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Controle de qualidade
= Erros analiticos:

o Lavagem de material (residuos, descontaminacdo)
o Pureza da agua

o Conservacdo, preparo e validade dos reagentes

= Observar prazo de validade e lote na compra e no momento do
uso, anotar data de preparo ou abertura dos reativos, observar
temperatura de conservacgéo e de trabalho do reagente, verificar
deteriorizacdo do reagentes (absorbancia do reagente).

Controle de qualidade
= Erros analiticos:

o Manutengdo e calibragcdo de equipamentos

= Verificar bomba peristaltica, filtros, estabilidade de temperatura,
reprodutividade de reagdo

o Controle de temperatura de banhos-maria e
geladeiras

o Uso de padrées e controles confidveis
o Calibragdo e uso correto de pipetas

| Pipetagem

Bulbo ou pera

Pipetador eletronico
Pipetador manual ou
repipetador

Pipetador multicanal
Pipetador de repeticao
Pipeta capilar com bulbo
Pipeta de transferéncia
Pipeta volumétrica
Pipeta sorolégica
Pipetador automatico de

volume fixo

Pipeta pasteur e bulbos

Pipetagem

Pipetas TD (linhas duplas - a):
esvaziar completamente
Pipetas TC (b):
liberar até a medida

Pipetas de volume variavel
Acertar sempre no sentido
crescente

Preparo de solucdes

/
Becker: ideal para misturar sélidos em solugéo, 13
nunca para medir volumes.

e i |
= Proveta: ideal para medir volumes precisos de liquidos,
nunca para misturar reagentes (liquidos ou sélidos)

= BalGes e outras vidrarias volumétricas: medidas g.s.p.
(quantidade suficiente para). Mistura por agitacao.

= Erlenmeyer: misturas que liberem gases

Preparo de solucoes

,_/ Pesagem:
| Nunca devolver
ao frasco
- o) [

= % sélidos
higroscépicos

L

Capela

| Sempre o0 4cido (ou base) na agua. Nunca o contrério!

| Adicionar o p6 lentamente sobre uma porgao do solvente ‘
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Preparo de solucdes

Peso molecular em gramas em 1.000mL (1 litro) de 4gua

Ex.: NaCl 5M NacCl 0,25M
Na — PM=22,98 Na — PM=22,98
Cl - PM=35,45 Cl - PM=35,45

NaCl - PM= 58,43 NaCl - PM= 58,43
58,43x 5=292,15gem 1 litro 58,43 x 0,25 = 14,6g em 1 litro

Ld . e do Elernio
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Preparo de solucoes

Normalidade

Peso molecular em gramas de uma substancia dissolvida
(dividido pelo nimero de hidrogénios equivalentes por litro de solugao)

Ex.: H2304

18M equivale a 36N, pois € um composto divalente.

Preparo de solucoes

Osmolaridade

Um osmol de qualquer substancia é igual 1g PM (mol) dividido
pelo nimero de particulas formadas pela dissociagdo da molécula

Ex.: Glicose
1 Osmol glicose = 1 mol de glicose = 180g
1 Osmol de NaCl = 58,5 / 2 = 29,259

Osmolaridade:

A osmolaridade de uma solugao é igual a multiplicagédo da concentragdo
molar pelo nimero de particulas por mol resultante da ionizagao

pH (poténcia de ions hidrogénio)
Logaritmo negativo da concentragdo molar dos ions hidrogénio

Preparo de solucdes

C1 = concentrag&o da sol inicial (estoque)
- . V1 =volume necessério da solugéo estoque
L Cixvi=C2xVv2 ] onde: C2 = concentragdo da solugao desejada
V2 = volume desejado de solugdo

Exemplo:

Tenho solugéo estoque de alcool 30%,
mas preciso de 100 mL de uma solugédo 3%

30 x V1 =3 x 100mL;
logo necessito de 10 mL da solugdo estoque (V1) para fazer os 100 mL
(10 mL da solugao estoque + 90mL de &gua ou outro solvente)

Solugdes em porcentagem:

Porcentagem de peso por volume (p/v):

gramas do soluto por 100mL do solvente (expresso em %)

Ex.: NaCl 20%:

20g de NaCl em 100mL de &gua g.s.p (volume final de 100mL)
Porcentagem por volume(v/v):

mL de solvente por mL de solugédo

Porcentagem POr peso (Pp):

gramas de soluto por grama de solvente (uso em solugdes de gradiente)
Ex.: solugdo de sacarose 10% (p/p):

10g de sacarose + 90g (90 mL) de agua (volume final maior que 90 mL)
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Preparo de solucdes

= Sempre identifique os frascos com as solugdes

a
a
a
a

Nome da solugéo/reagente
Férmula/recomendagdes de uso

Data de preparo/validade

Nome do responsavel pelo uso/preparo

= pH e volume se alteram de acordo com a T°C

Preparo de solucdes

| Aadi¢do de 1 mL em 9 mL é descrita como 1:10

Unidades:
1 mL equivale a 1.000 pL
1dL equivale a 100mL

deci (d) = 101
Centi (c) = 102
mili (m) = 10-3

micro (u) = 106
nano (n) = 109

pico (p) = 10-12
femto (f) = 10-15
ato (a) = 10-18

deca (da) = 101
hecto (h) = 102

quilo (k) =108
mega (M) = 106
giga (G) = 10°

tera (T) = 1012
peta (P) = 1015
exa (E) = 1018

Valores de referéncia

Precisdo Imprecisdo Acuracia Especificidade Sensibilidade




