Praticas de Biofisica: exercicios
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VIIl. EFEITO DA OSMOLARIDADE DO MEIO SOBRE A INTEGRIDADE DAS HEMACIAS

NOME DOS COMPONENTES: DATA: / /

OBIJETIVOS:
e Demonstrar o efeito da osmolaridade do meio sobre a integridade das hemacias;
e Estimar o ponto de isotonicidade celular com relagdo a osmolaridade do meio
extracelular

CONSIDERAGOES:
> Qualquer experimento que envolva cultivo de células, tecidos ou érgaos é
primordial preservar a integridade estrutural da célula. Para isso, o ponto de
isotonicidade celular deve ser determinado com relacdo a osmolaridade do meio
externo.

MATERIAL
I. Equipamentos:

® Espectrofotometro com cubetas
e Centrifuga
Il. Vidrarias e utensilios:

Tubos de ensaio 15 mL (tipo Falcon)
Pipetas graduadas 10 mL
Estantes para tubo de ensaio
Pipetadores (ou peras)
Micropipeta de 100 pL
Ponteiras
Luvas
Canetas para marcacao em vidro
Papel toalha
e Termbmetro
lll. Reagentes:
e Solucdes preparadas na aula V: NaCl (0,2 M); KCI (0,2 M); CaCl, (0,15 M);
Sacarose (0,4 M); Manitol (0,4 M); Glicose (0,4 M)
e Sangue de ovino com EDTA
e Agua destilada

PROCEDIMENTO:
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1. Dilua uma das solugdes (uma solugdo por grupo), conforme o quadro a seguir:

TUBOS | SOLUCAO AGUA (mL) | CONCENTRACAO PRESSAO
(mL) (Osm.L?) OSMOTICA

(mmHg)

[1]
[2]
(3]
(4]
(5]
6]
(7]
(8l

2. Calcule as concentracdes osmolares e as pressdes osmaticas das solugdes;
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3. Meca a temperatura dos tubos (basta apenas medir de um dos tubos);

4. Adicione em cada tubo 0,1 mL de sangue (use luvas), agite cuidadosamente por
inversdo e deixem em repouso por 5 minutos;

5. Em seguidas, centrifugue a 2.500 rpm por 5 minutos;

6. Transfira o sobrenadante para uma cubeta de colorimetro e meca a absorbancia

a 540 nm.

ANOTACAO DOS RESULTADOS:
TUBOS | CONCENTRAGAO A

(mOsm.L?) (540 nm)

[1]
[2]
(3]
(4]
[5]
(6]
[71
(8]
EXERCICIOS:
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1) Construa um grdfico (no Excel) relacionando a absorbdncia (na ordenada) e a

osmolaridade da solugdo (na abscissa).

2) Com base nos seus dados, faca uma estimativa da osmolaridade no interior

das hemdcias.

3) Que conclusées podem ser tiradas acerca da integridade das hemdcias em

fungdo da concentragédo da solugéo no experimento realizado?

4) De acordo com a literatura, uma solug¢éo de NaCl a 0.9% é isosmolar com o
sangue. Isto estd de acordo com os seus resultados? Apresente explicacoes

para possiveis discrepdncias:
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