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ROTEIRO PARA AULA PRATICA 4
Aula 4: Atividade Enzimatica da Fosfatase Total

. Introducédo

As fosfatases sdo hidrolases que agem sobre compostos de fosforo , e encontra - se em
diversas formas moleculares , podendo ser classificadas em &cidas , neutras e alcalinas ,
dependendo do pH necessério para o desenvolvimento de sua atividade 6tima . A catélise
enzimética , em geral , é caracterizada pela interacdo entre o substrato e o sitio ativo . A
atividade das enzimas depende de uma série de fatores , como a concentracao de substrato e
da enzima , a composicdo do meio de reacdo , temperatura , pH , ions , inibidores , entre

outros.

Il.  Efeito da Concentragdo do Substrato:

1. Preparar 4 solugbes de p-nitrofenilfosfato (1mM, 2mM, 5mM e 10mM) a partir da
solucéo estoque de p-nitrofenilfosfato a 50mM,;

2. Em 4 tubos de ensaio acrescentar, separadamente:
A. 100uL de solugéo de p-nitrofenilfosfato nas concentracdes j& preparadas;
B. 50uL de Soro;
C. 850uL de Tampédo Acetato de Sodio a 100mM;

3. Branco (4 tubos):
A. 100uL de p-nitrofenilfosfato (ImM, 2mM, 5mM e 10mM);
B. 50uL de Agua Destilada;
C. 850uL de Tampdo Acetato de Sodio a 100mM.

4. Incubar a 37°C em banho-maria por 30 minuntos;

5. Frear a reagdo com 1000uL da solugéo de NaOH a 0,5M;

6. Efetuar a leitura no espectrofotdmetro a 405 nm.

I11.  Efeito da Diferenca de Temperatura:

1. Preparar 1000uL de p-nitrofenilfosfato a 5mM a partir da solugdo estoque de p-
nitrofenilfosfato a 50mM;

2. Em 3 tubos de ensaio, acrescentar:
A. 100uL de p-nitrofenilfosfato a 5mM;
B. 50uL de Soro;
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C. 850uL de Tampé&o Acetato de Sodio a 100mM.
3. Branco (3 tubos):
A. 100uL de p-nitrofenilfosfato a 5mM;
B. 50uL de Agua Destilada;
C. 850uL de Tampé&o Acetato de Sodio a 100mM
4. Incubar a 37°C, 45°C e 60°C em banho-maria por 30 minuntos;
5. Frear a reacdo com 1000uL da solucdo de NaOH a 0,5M;
6. Efetuar a leitura no espectrofotbmetro a 405 nm.

Efeito do pH:

1. Em 3tubos de ensaio, acrescentar:

A. 100uL de p-nitrofenilfosfato a 5mM,;

B. 50uL de Soro;

C. 850uL de Tampédo Acetato de Sodio a 100mM.
Branco (3 tubos):

A. 100uL de p-nitrofenilfosfato a 5mM,;

B. 50uL de Agua Destilada;

C. 850uL de Tampdo Acetato de Sodio a 100mM.
Aferir o pH para 4,0 -5,0 e 8,0;
Incubar a 37°C em banho-maria por 30 minuntos;

o

Frear a reacdo com 1000uL da solucéo de NaOH a 0,5M;

o g > w

Efetuar a leitura no espectrofotémetro a 405 nm.

Questao Clinica Aplicada:

Em individuos do sexo masculino, a fracdo prostatica representa em torno de 50% da
fosfatase acida total, sendo o restante proveniente do figado e de desintegracdo das
plaquetas e eritrécitos. Para o sexo feminino é proveniente do figado, eritrocitos e
plaquetas. Os niveis de fosfatase acida no soro apresentam importancia clinica no
diagnostico e monitorizardo do cancer prostético, em especial pelo emprego da fracéo
prostatica da fosfatase (FACP). Dessa forma, levando em consideracdo os resultados
dessa pratica realizada hoje, nos seus valores observados com base na atividade
enzimatica PH se tratou de qual tipo de fosfatase? Por qué? Essa préatica pode ser um
teste diagnéstico para o emprego da fracdo prostatica da fosfatase nos individuos do sexo
masculino e consequentemente monetariza¢do do cancer prostatico?
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