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AP1

Testar os Efeitos de Substancias Quimicas no Ritmo Cardiaco em Daphnia magna

INTRODUCAO

MORFOLOGIA

Daphnia magna é um pequeno crustaceo de dgua doce. E um organismo de tamanho reduzido (0,2mm a5 mm), em
que o térax e o abddmen estdo cobertos por uma carapaga bivalve (2 valvas simétricas) com uma abertura ventral
posterior, por onde saem os apéndices toracicos (patas) e o post-abdéomen, ficando de fora apenas a cabe¢a com

duas grandes antenas que funcionam como apéndices natatodrios.
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Fig. 2 - Morfologia geral



Como todos os Crustaceos possuem uma carapaga externa ou exosqueleto transparente que, possibilita a
visualizacdo dos seus orgdos internos e sofre mudas frequentes.

Apresenta um par de olhos compostos, de grandes dimensdes, relativamente ao tamanho do corpo, e um par de
pequenos ocelos que apenas sdo sensiveis a direccdo e intensidade da luz.

Os machos possuem um rostro mais proeminente e um maior desenvolvimento do primeiro par de antenas e das
cerdas existentes na parte posterior da face ventral. Em ambos os sexos existe uma garra pds-abdominal com

fungdes de higiene e defesa.

/

Fig. 3 - Fémea Fig. 4 - Macho

O nome vulgar, “pulga de dgua”, resulta do seu tipo de locomogao, em pequenos saltos, provocado pelo movimento

do segundo par de antenas.
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Fig. 5 - Diferentes espécies de Dafnias.



EcoLoGIA

As Dafnias pertencem ao zooplancton e sdo organismos filtradores que retém todo o tipo de particulas,
seleccionando-as apenas pelo tamanho. Alimentam-se de bactérias, fitoplancton e detritos.

Os movimentos dos apéndices tordcicos, abundantemente ciliados, criam uma permanente corrente de dgua entre
as valvas. Isto permite por um lado a oxigenag¢do do sangue e por outro a filtragdo da agua e reten¢ao do alimento,
gue é encaminhado para a boca.

A evolucdo das populagbes de Dafnias estd bastante dependente da temperatura, do alimento disponivel e da

predacdo que sobre elas se exerce. A Dafnia é a presa principal de varias espécies de peixes.
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Fig. 6 - As Dafnias na cadeia alimentar.
REPRODUCAO

A Défnia, de acordo com as condi¢Ges ambientais, pode reproduzir-se assexuadamente por partenogénese ou
sexuadamente. As suas populagGes sdo, durante a maior parte do tempo, constituidas exclusivamente por fémeas
gue se reproduzem por partenogénese ciclica. Os ovos ndo fecundados, ovos partenogénicos ou ovos de verdo, ddo
origem a fémeas morfologicamente iguais aos adultos.

Quando as condi¢gdes ambientais ndo sdo favoraveis, baixas temperaturas, pouco alimento, o meio saturado com
produtos metabdlicos, presenca de predagcdo e competicdo, o tipo de reprodugcdo mais frequente é a sexuada.
Nestas circunstancias, pode observar-se uma popula¢do, ndo apenas, geneticamente diversa, como também, com

um numero crescente de machos.
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MoDELO BioLoGIco

Daphnia magna apresenta caracteristicas vantajosas que a tornam um excelente organismo teste:

e Animal facil de cultivar em laboratério, com baixo custo, proporcionando um elevado nimero de
organismos;

e Requer pouco espacgo e pequenas quantidades de solugbes aquosas, devido as reduzidas dimensdes;

e Possui um ciclo de vida curto, relativamente ao ciclo biolégico de outras espécies (ex. peixes, mamiferos);

e Apresenta elevada fecundidade e reproducdo partenogénica, sendo facil a obtencdo de populagées
homogéneas em termos de tamanho, idade e sexo, o que permite eliminar a variabilidade genética dos
ensaios;

e Apresenta uma ampla distribui¢cao geografica e importancia ecoldgica com significativo relevo nas cadeias
alimentares de dgua doce;

e Possui elevada sensibilidade a uma grande variedade de toxicos.

e Muito utilizada em testes toxicoldgicos para avaliagdo dos efeitos de agentes quimicos de efluentes urbanos
e industriais.

Este organismo possui respostas bioldgicas fundamentais muito semelhantes as humanas e, dado ser perfeitamente
transparente, os seus 6rgdos internos sao visiveis ao microscépio, podendo observar-se, por exemplo, o tubo
digestivo, o batimento do seu coracdo, a fecundidade ou o funcionamento do seu olho.

Daphnia magna, é ideal para projectos cientificos que monitorizam o ritmo cardiaco e testam a qualidade da agua.

OBJECTIVOS

* Observar, ao microscépio dptico composto, a estrutura geral da espécie Daphnia magna;
* Identificar os 6rgdos internos da espécie usada na actividade;

e Distinguir as estruturas reprodutoras nas Dafnias;

e Contar os batimentos cardiacos das Dafnias em diferentes meios;

* Prever os efeitos das substancias quimicas na actividade cardiaca das Dafnias;

* Inferir sobre os efeitos das substancias quimicas na espécie Daphnia magna na espécie humana.
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METODOLOGIA

PROTOCOLO EXPERIMENTAL
Material

¢ Microscépio éptico. * Pipeta Pasteur.

e Lamina escavada. Papel de filtro.

e Lamela. e Papel de limpeza.

e Gobelés. e Solugdes W, X,YeZ.

Procedimento

A. Elaborac3do da Preparacio Microscépica.

A; - Com a ajuda de uma pinga colocar alguns fios de T aigodso
algodao na depressiao da lamina escavada
(apenas os suficientes para aprisionar a Dafnia).

Lamina escavada

Cuidado
Algoddc em excesso, Impede a
observacan da Dafnia

A, - Adicionar 2 gotas da dgua do gobelé com as
Dafnias, com uma pipeta de Pasteur de 3 ml.

Pipeta de Pasteur
Z gotas de Agua

A3z - Usando a mesma pipeta de Pasteur
recolher uma Dafnia e coloca-la em
cima dos fios de algoddao (evitar
colocar mais do que duas gotas de T_- =
agua com a Dafnia).

= —_—
Dafnlas



B. Observacdo ao Microscépio Optico Composto (MOC).

B, - Colocar a preparagdo na platina e acender a luz (menor
intensidade possivel).

Culdado
A luz do micrascopic agquece a
agua e a Dafnia, provocando-lhe
sEresse.

B, - Mover o parafuso macrométrico e, observando através da(s)
ocular(es), focar a preparagao.

B; - Utilizando apenas o parafuso micrométrico, corrigir a focagem até
obter uma imagem nitida.

B, - Observar a Défnia, prestando particular aten¢do 3 localizagdo do
coragao.

C. Contagem dos Batimentos Cardiacos - Controlo (Agua).

O ritmo cardiaco das Dafnias varia entre 200 a 300 Batimentos cardiacos Por Minuto (BPM), dependendo do
tamanho e da idade das mesmas.

Técnica de Contagem dos Batimentos Cardiacos

Para determinar o ritmo cardiaco da Dafnia, um aluno bate com a ponta de um lapis numa folha de papel, fazendo
um ponto por cada batimento cardiaco que observar, enquanto outro elemento controla o tempo (10 segundos)
com um cronémetro ou relégio. No final, conta-se o nimero de pontos registados.

C; - Efectuar a contagem: um elemento do grupo bate com a ponta do lapis na folha de papel por cada
batimento cardiaco, enquanto outro elemento controla o tempo (10 segundos), com um crondmetro
ou relégio.

(Nota: As contagens devem ser realizadas rapidamente. Se as contagens demorarem
muito tempo, adicionar mais uma ou duas gotas de agua a preparagao.)



C, - No final dos 10 segundos, contar o nimero de pontos na folha de papel, multiplicar a contagem obtida
para os 10 segundos por 6 para determinar os BPM e registar o valor no QUADRO 1.

(Nota: Se se verificarem contagens com valores superiores a 300 BPM ou inferiores a
200 BPM, deve repetir a contagem.)

QUADRO | - Ritmo Cardiaco da Dafnia para o Controlo - Agua

Controlo (Agua) BPM (Ritmo Cardiaco por Minuto)

A - 12 Contagem. 34 X6 204

Ritmo Cardiaco /| 5 52 contagem. 35 X6 210
10 seg.

C - 32 Contagem. 36 X6 216

Média do Ritmo Cardiaco / min. (A+B+C) /3 210

Se se verificarem contagens com valores superiores a 300 BPM ou inferiores a 200 BPM, deve-se repetir a contagem.

C; - Determinar e registar o ritmo cardiaco da Défnia pela 22 e 32 vez, 10 segundos cada, e multiplicar os
valores obtidos por 6 e registar os valores no QUADRO I. Estes sdo os valores do ritmo cardiaco (BPM)
da Défnia para o controlo (agua).

C, - Somar os 3 valores do ritmo cardiaco (BPM) e dividir esse valor por 3 (nimero de contagens), obtendo a
média do ritmo cardiaco (BPM) para a Dafnia em condic¢Ges controlo (agua).

Cs - Inserir a média obtida no QUADRO IlI (pag. 10).

D. Adicdo da substancia.

D; - Retirar a preparagdo do microscépio.

D, - Usando a pipeta de Pasteur de 1 ml colocar uma ou duas gotas da solugdo A, por exemplo, do lado
direito da Dafnia, enquanto com uma tira de papel de filtro, se absorve a dgua em excesso, pelo lado
esquerdo.

D3 - Permitir que a solugdo se difunda por um minuto.
D, - Voltar a colocar a preparagdo no microscopio e observar a Dafnia, com baixa intensidade luminosa.

E. Contagem dos Batimentos Cardiacos - Solucdes (W, X, Y e Z).

E; - Efectuar a contagem da mesma forma como o indicado em C (Controlo - Agua).

E, - Registar os dados nos quadros seguintes.



QUADRO Il - Ritmo Cardiaco da Dafnia para a solucdo W

Controlo (Agua)

BPM (Ritmo Cardiaco por Minuto)

A - 12 Contagem. 42 X6 252

Ritmo Cardiaco /| g 54 contagem. 44 X6 260
10 seg.

C - 32 Contagem. 46 X6 276

W - Média do Ritmo Cardiaco / min. (A+B+C) /3 260

QUADRQO Il - Ritmo Cardiaco da Dafnia para a solucdo X

Controlo (Agua)

BPM (Ritmo Cardiaco por Minuto)

A - 12 Contagem. 38 X6 228

Ritmo Cardiaco /| 5 52 contagem., 40 X6 240
10 seg.

C - 32 Contagem. 42 X6 252

X - Média do Ritmo Cardiaco / min. (A+B+C) /3 240

QUADRO Il - Ritmo Cardiaco da Dafnia para a solucdoY

Controlo (Agua)

BPM (Ritmo Cardiaco por Minuto)

A - 12 Contagem. 30 X6 180

Ritmo Cardiaco /| o 52 contagem., 32 X6 198
10 seg.

C - 32 Contagem. 34 X6 204

Y - Média do Ritmo Cardiaco / min. (A+B+C) /3 198

QUADRO Il - Ritmo Cardiaco da Dafnia para a solucdo Z

Controlo (Agua)

BPM (Ritmo Cardiaco por Minuto)

A - 12 Contagem. 8 X6 48

Ritmo Cardiaco /| & 2 contagem., 10 X6 60
10 seg.

C - 32 Contagem. 12 X6 72

Z - Média do Ritmo Cardiaco / min. (A+B+C) /3 60




QUADRO III - Resultados

GRUPOS Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
SOLUGAO w X Y y4
BPM (Agua) (A) 210 220 240 234
BPM (Solug3o) (B) 260 240 198 60
ﬁ;’f:;/f]"x?’: 0“(’)' 23,8% 9% 17,5% -74,4%
CLASSIFICACAO E E D D

E, - Classificar cada uma das solugdes W, X, Y e Z (E - Estimulante ou D - Depressora).



SUGESTOES DE UTILIZACAO DO PROTOCOLO EXPERIMENTAL

e Cada grupo de trabalho testara apenas uma sé solugao;
e Aidentificacdo das solugGes so sera feita quando todo o procedimento experimental estiver concluido;

e Podera ser testada uma Unica substancia em cada aula, usando diferentes concentracées da mesma.

Procedimento Pré-laboratorial

Preparacdo de Solucdes

Antes de realizar a actividade, é aconselhavel preparar todas as solucGes experimentais (substancias), com cerca de
24 h de antecedéncia. Aproximadamente 1 hora antes de iniciar a actividade experimental, colocar 2 ou 3 Dafnias
(juvenis, a partir do 42 dia) num gobelé (um por grupo) com agua mineral de pH ~7 (idéntica a do meio de cultura).

Solugdo W - Cafeina (Café 30%):

Juntar 4 ml de 4gua destilada ao frasco que contém cafeina e agitar até dissolver; esta solucdo contém uma
concentracdo em cafeina correspondente a 30% de um café forte (Um café forte, contém, em média, 100 mg de
cafeina por chavena (45 ml), correspondendo a uma concentragdo de cafeina de 2,2 mg/ ml.)

Com uma proveta, medir 30 ml de café forte, juntar dgua destilada até perfazer 100 ml e agitar — Solugdo a 30%.
Solugdo X - Cafeina (Coca-Cola 30%):

Deixar o recipiente de Coca-Cola aberto durante a noite (para permitir que o gas dissipe) antes de fazer solugdes.
Com uma proveta, medir 30 ml de coca-cola, juntar agua destilada até perfazer 100 ml e agitar — Solugdo a 30%.
Solugdo Y - Alcool (Cerveja 30%):

Deixar o recipiente de cerveja aberto durante a noite (para permitir que o gas dissipe) antes de fazer solugdes. Com
uma proveta, medir 30 ml de cerveja, juntar dgua destilada até perfazer 100 ml e agitar — Solugdo a 30%.

Solugdo Z - Alcool (Shot 30%):

Com uma proveta, medir 30 ml de shot, juntar agua destilada até perfazer 100 ml e agitar — Solugdo a 30%.

Teores médios de Cafeina:

Bebida Teor de Cafeina (mg) Quantidade

Café expresso 104 -125 1 chdvena 45 ml
Café soluvel(instantaneo) 50-100 1 chavena 45 ml
Café coado 80-135 1 chdvena 150 ml
Descafeinado 1-2 1 chdvena 45 ml
Chd preto 50- 80 1 chavena 150 ml
Refrigerante de Cola 35-46 1lata 330 ml
Bebida Energética 80 1lata 330 ml

Chocolate quente 5-7 1 chavena 150 ml
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Exemplos de Solugdes de Alcool etilico:

Bebida % Alcool Alcool etilico 96% (ml) Agua destilada (ml)
Cerveja sem alcool 0,5% 0,52 99,48
Cerveja 5,6 % 5,83 94,17
Vinho 12 % 12,50 87,50
Vodka 40 % 41,6 58,33

NOTA: Em alternativa podem ser usadas solucoes de diferentes tipos de detergentes (sabdo azul ou rosa, skip ou
ultra, sonasol e lixivia) ou solugées de diferentes medicamentos (analgésicos, calmantes, etc).
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