UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS

CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ECOLOGIA E RECURSOS NATURAIS

EXPOSICOES AO ALUMINIO EM MEIO ACIDO AFETAM AS BRANQUIAS E A

OSMORREGULACAO DO PEIXE NEOTROPICAL Prochilodus lineatus

MARINA MORI PIRES DE CAMARGO

SAO CARLOS - SP

2009



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS

CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ECOLOGIA E RECURSOS NATURAIS

EXPOSICOES AO ALUMINIO EM MEIO ACIDO AFETAM AS BRANQUIAS E A

OSMORREGULACAO DO PEIXE NEOTROPICAL Prochilodus lineatus

MARINA MORI PIRES DE CAMARGO
ORIENTADORA: Dra. MARISA NARCISO FERNANDES

CO-ORIENTADORA: Dra. CLAUDIA BUENO DOS REIS MARTINEZ

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduagdo em
Ecologia e Recursos Naturais do Centro de Ciéncias
Biologicas e da satde — Universidade Federal de Sao
Carlos, como parte dos requisitos para obte¢do do titulo de
Doutor em Ciéncias — area de concentra¢do em Ecologia e

Recursos Naturais.

Sédo Carlos — SP

2009



Ficha catalogréfica elaborada pelo DePT da
Biblioteca Comunitaria/lUFSCar

Cl72ea

Camargo, Marina Mori Pires de.

Exposi¢bes ao aluminio em meio acido afetam as
branquias e a osmorregulagéo do peixe neotropical
Prochilodus lineatus / Marina Mori Pires de Camargo. -- S&o

Carlos : UFSCar, 2009.
89 f.

Tese (Doutorado) -- Universidade Federal de S&o Carlos,
2009.

1. Peixe. 2. Aluminio. 3. Marcadores bioldgicos. 4.
Branquias. 5. pH. I. Titulo.

CDD: 597 (20°)




Marina Mori Pires de Camargo

EXPOSICOES AO ALUMjNIO EM MEIO ACIDO AFETAM AS BRANQUIAS E A
OSMORREGULACAO DO PEIXE NEOTROPICAL Prochilodus lineatus

Tese apresentada a Universidade Federal de Sao Carlos, como parte dos
requisitos para obtencao do titulo de Doutor em Ciéncias. ,

Aprovada em 05 de junho de 2009

BANCA EXAMINADORA

7
4}/ I Asrei) //WWM/Q =

/ Profa. Dra. Marisa Narciso Fernandes
/ {Orle adora}

1° Examinador &

Prof. Dr. Gllherto Moraes
PPGERN/UFSCar

2° Examinador //(é 741/0(&(/ /4&’/{ f[ﬂ{

Profa. Dra Ana Licia K
PPGCF/UFSCar Q

3° Examinador f&\k’»%§/\h xﬁﬁ

Profa. Dr. Mar(a Marques d

UEL/ ndr a-
4° Examinador V/‘S/-‘

Prof. Dr. Jo \Jel‘r lyﬁamara
FFCLR fUS /Rib. Preto-SP

Presidente




DEDICATORIA

Ao Jodo, por seu apoio incondicional.
A minha familia, por estar sempre presente.

A Luana, por ter chegado para complementar.



i

Eu estou entre os que pensam que a ciéncia é linda.
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RESUMO

O aluminio ¢ muito toxico para os peixes. Biomarcadores tem sido usados para indicar
essa contaminacdo, entretanto sdo poucos os trabalhos com espécies tropicais. Assim,
juvenis do peixe neotropical Prochilodus lineatus foram expostos a aproximadamente 200
ng.L " de Al dissolvido em pH 4cido (grupo Al), somente pH 4cido (grupo pH) ou a dgua
com pH 7,0 (grupo CTR) por 6, 24, 96h e 10 dias para avaliar seus efeitos em parametros
hematologicos, osmo-idnicos, metabolicos e endocrino, além dos parametros
morfologicos, por meio de MO, MEV, MET, AFCC e EDS das branquias. Os peixes
expostos ao Al tiveram os parametros hematologicos e metabolicos aumentados em
relagdo ao grupo CTR. Os pardmetros osmo-idnicos foram significativamente menores
nesses peixes assim como a enzima Na'/K'-ATPase e o numero de CC nos mesmos
animais. A MO revelou que os peixes expostos ao Al mostraram lesdes mais amplamente
distribuidas nas branquias e consideradas mais severas, quando comparados aos demais
grupos, sendo que as principais alteragdes foram hiperplasia do epitélio branquial, fusdo
lamelar e hipertrofia das células mucosas. Nos animais expostos ao pH a principal
alteragdo foi a hipertrofia celular, principalmente das CC. A MEV permitiu destacar o
extenso desarranjo nas lamelas dos peixes dos grupos Al, descamacdo do epitélio além da
redu¢do do espaco interlamelar e fusdo lamelar. CC com aspecto “esponjoso” foram
notadas nos grupos pH e Al além da alterag@o no padrdo das microcriptas das célula pv em
ambos os grupos. Animais expostos ao Al mostraram ainda AFCC menores em relacao
aos CTR e o EDS indicou picos de Al maiores nesses grupos. A MET mostrou que os
animais expostos ao Al t€ém mais CC deslocadas para as pontas das lamelas e que essas
células apresentam o citoplasma menos denso, com uma menor quantidade de tibulos e
mitocondrias e nucleos formas alteradas, além de mais vactiolos. A espessura das lamelas
¢ maior devido ao inchaco das pv, reduzindo o espaco interlamelar. Os resultados
permitiram concluir que exposi¢des ao Al em meio acido prejudicam principalmente a
capacidade de hiperregulacdo dos peixes afetando a tomada ativa de ions nas branquias
além de sérias alteragdes estruturais nas branquias, comprometendo a sobrevivéncia dos
animais nessas situagoes.

Palavras-chave: aluminio, acidez, Prochilodus lineatus, morfologia branquial,

osmorregulagdo, biomarcadores.
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ABSTRACT

Aluminium is very toxic to fish. Biomarkers have been using to indicate water
contamination, however, there are few studies concerning tropical fish species. So, the
neotropical fish Prochilodus lineatus, were exposed to aproximately 200 pgL”' of
dissolved Al em acid pH (Al group), only to acid water (pH group) or to water with pH
7.0 (CTR group) for 6, 24, 96h and 10 days to evaluate its effects on haematological,
osmo-ionic, metabolic and endocrine parameters besides morphological analysis by light
and electronic microscopy. Fishes exposed to Al have all haematological and metabolic
parameters increased when compared to CTR group. Osmo-ionic parameters were
significantly smaller in fishes exposed to Al as much as the Na'/K'-ATPase enzyme and
the CC number smaller Light microscopy reveal that fish exposed to Al in all experimental
periods showed lesions widely distributed in the tissue and considered more severe when
compared to fish from other groups. In the Al group, the main alterations found were
hyperplasia of the epithelial cells, lamellar fusion and hypertrophy of mucous cells. In the
animals of pH group, the main alteration was hipertrophy of epithelial cells, especially of
the CC. Scanning electron microscopy allowed to see great disorganization in the lamellae
of the fishes exposed to Al, detachment of branchial epithelium and reduction of the
interlamellar space. Chloride cells with “sponge” aspect were noted in the pH and Al
groups, besides alteration in the microcript of the pv in both groups. Transmission electron
microscopy showed that animals from Al group have more CC displaced to the tip of the
lamellae and that these CC have a less dense cytoplasm, with a smaller quantity of tubules
and mitochondrias and nuclei with altered shapes. The thickness of the lamellae is bigger
because of the swollen pv and the interlamellar spaces are reduced. There are, also, more
vacuoles in the cytoplasm of these CC. Results allowed to conclude that exposure to Al in
acid medium impairs mostly the hyperegulation capacity of the fish, since it affects the
active uptake of ions in the gills and also caused serious structural alterations in the organ,
leading to functional problems, jeopardizing the survival of the fishes in such situation.

Keywords: alminium, acidity, Prochilodus lineatus, branchial morphology,

osmoregulation, biomarkers.
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ORGANIZACAO GERAL DO TRABALHO

Este trabalho compila a pesquisa e os resultados do projeto de doutorado, sendo
que estes serdo apresentados em 5 partes para uma melhor organizagao.

A parte I inclui uma apresentacao geral do assunto, com uma revisao de literatura
que abrange todos os pontos abordados no trabalho, buscando trazer um pouco do que ja
foi publicado, desde trabalhos mais antigos como também os mais recentes disponiveis.
Também conta com o objetivo ¢ as metas que o trabalho procurou investigar, além das
referéncias citadas nessa parte do texto.

O restante do trabalho foi organizado com duas abordagens distintas: a que consta
na Parte II trata de parametros funcionais analisados no peixe Prochilodus lineatus,
trazendo pra isso dados de diversos parametros analisados no sangue e no plasma além
também das branquias. Essa parte ja estd na forma final de um artigo aceito para
publicacdo no periodico internacional “Aquatic Toxicology” (Elsevier), sendo que a
versdo em inglés estd anexada ao final da tese.

A Parte 11 traz a segunda abordagem realizada, que buscou investigar a morfologia
das branquias do referido peixe, em nivel estrutural (pela microscopia de luz) e ultra-
estrutural (pela microscopia eletronica) buscando, assim, complementar a analise realizada
na primeira parte. Mais adiante esta parte do trabalho também serd encaminhada para
publicagcdo em um periddico especifico ainda a ser determinado.

A Parte 1V traz consideracdes finais sobre o trabalho, buscando juntar o que foi
mais relevante em cada uma das duas abordagens em um soé texto.

A Parte V consiste nas conclusdes gerais extraidas do trabalho e apresentadas de

modo direto para simplificar 0 entendimento.






PARTE I

Apresentacdo




INTRODUCAO GERAL

Os efeitos do aluminio sobre os peixes tém sido intensivamente estudados desde
a década de 80, em varias partes do mundo (Howels, 1984; Wood et al., 1988;
Dietrich e Schlatter, 1989; Exley et al., 1991; Witters et al., 1992; Poléo, 1995;
Ytrestoyl et al., 2001; Vuorinen et al., 2003; Barcarolli ¢ Martinez, 2004; Monette ¢
McCormick, 2008). Grande parte do interesse dos pesquisadores em relagdo ao
aluminio reside no fato dele ser o metal mais abundante na crosta terrestre (Exley et
al., 1991) e também um dos elementos mais presentes no ambiente (Batalha e
Parlatore, 1977; Poléo, 1995; S¢ancar et al., 2004).

O Al n3o é um metal essencial para humanos (Batalha e Parlatore, 1977;
S¢anéar et al., 2004) e sua presenca normalmente ¢ relacionada com danos em nivel
celular ou sistémico, j4 que pode se acumular em diferentes orgdos, causando
alteracdes metabodlicas. Ainda, tem sido relacionado ao cancer de mama (Darbre,
2005; Mannello et al., 2009), doengas renais (Mahieu et al, 2005) e ao aumento na
incidéncia de doengas neurologicas, como Mal de Parkinson e Alzheimer (Hughely et
al., 1993). No ambiente aquatico, uma alta toxicidade do Al ja foi mostrada em varios
trabalhos com peixes (Exley et al., 1991; Poléo et al., 1997; Vuorinen et al., 1999;
Monette ¢ McCormick, 2008).

O Al pode se transferir de utensilios de cozinha contaminando os alimentos
(Alberti et al., 2003; Dashiti et al., 2004; Santos et al., 2004; S¢ancar et al, 2004;
Karbou;j et al., 2009); estd presente na poeira de centros urbanizados e com grande
industrializacdo (Casarini et al., 2001; Jordao et al., 2002), além de ser comumente
usado em formulas de desodorantes antiperspirantes (Darbre, 2005; Mannello et al.,
2009) e agentes floculantes para o tratamento de agua (Silva et al., 2007; Cetesb,
2008). Entretanto, a forma pela qual o Al torna-se mais disponivel para os organismos
¢, sem duvida, por meio da passagem dos ions do metal presentes naturalmente no
solo para os corpos de agua, principalmente em decorréncia da acidificagdo dos
mesmos (Guibaud e Gualthier, 2003; Hindar, 2005).

Poléo (1995) explica que a toxicidade do Al pode ser justificada pela sua
polimerizacdo quando o pH do meio atinge o valor 5,0. Normalmente o que se
encontra diluido na dgua com pH inferior a 4,0 ¢ a forma octaédrica hexaidratada

Al(H,0)¢>", ou como é comumente citada, AI’". Quando o pH se eleva para 5,0



espera-se a formacgdo de hidroxidos de Al pela perda de prétons (principalmente o
Al(OH),(H,0),") e a ligagiio de vérias moléculas do octaedro desprotonado, formando
cadeias de hidroxidos de Al. Essa ¢ a forma mais comum do Al na agua, com pH
entre 5,0 e 6,0, e a maior responsavel pela toxicidade aguda do Al (Poléo, 1995). Esse
dado ¢ extremamente relevante quando se sabe que cada dia mais os corpos de agua
do mundo t€m sofrido processos de acidificacdo, em decorréncia de a¢des antropicas
como polui¢ao e industrializacao exagerada, levando principalmente as chuvas acidas
(Keinanen et al., 1998; Ytrestoyl et al., 2001; Flues et al., 2002; Guibaud e Gualthier,
2003; Tammi et al., 2004).

De uma forma geral, a acidez proporciona uma maior disponibilizagdo de ions
metalicos, sendo, portanto, normalmente estudada quando se procura investigar os
efeitos de um metal sobre algum organismo (Exley et al., 1991; Jobling, 1995; Alstad
et al.,, 2005; Brunelli e Tripepi, 2005; Carvalho e Fernandes, 2006; Monette e
McCormick, 2008). Além de sua importancia no estudo com metais, a acidez por si sO
ja funciona como um agente estressor para os peixes, causando problemas
reprodutivos (Vuorinen et al., 2003), hematologicos (Wood e McDonald, 1982;
Carvalho e Fernandes, 2006), endoécrinos e metabolicos (Cole et al., 2001).
Entretanto, a acidez associada ao Al faz com que os principais problemas sejam
percebidos nas branquias desses animais (Exley et al., 1991; Waring ¢ Brown, 1995;
Cole et al., 2001; Fivelstad et al., 2003, Teien et al., 2006).

As branquias dos peixes ja foram extensivamente estudadas e vem sendo o alvo
de varios trabalhos no decorrer dos anos (Mallat, 1985; Perry, 1997; Goss et al., 1998;
Evans et al., 2005; Varsamos et al., 2005; Hwang e Lee, 2008). As branquias sdo
orgdos multifuncionais diretamente envolvidos nas trocas gasosas, osmorregulagao,
equilibrio 4cido-basico e elimina¢do de excretas nitrogenadas (Poleksic e Mitrovic-
Tutundzic, 1994; Martinez ¢ Coélus, 2002; Fernandes ¢ Mazon, 2003). Devido a sua
importancia para o peixe e¢ grande superficie de contato com a dgua, as branquias
representam o primeiro 6rgdo afetado apos exposi¢ao a contaminantes, servindo como
bom indicador de contaminagdo aquatica (Mallat, 1985; Fanta et al., 2003; Thophon
et al., 2003).

Segundo Exley et al. (1991) os efeitos do Al sobre as branquias podem ser
resumidos em: 1) aumento na barreira de difusdo dos gases respiratorios, devido a

proliferacdo excessiva das células de muco, como forma de protecdo ao 6rgdo; 2)



efeitos diretos do Al sobre o epitélio, ja que este pode precipitar-se lesando o tecido e
3) os efeitos histopatologicos causados pelo metal quando este é absorvido, como
edema, fusdo lamelar, hipertrofia e hiperplasia celular, degeneragdo e necrose. Uma
vez dentro das células, o Al pode competir com outros ions, como o Mg", Ca*" ou
mesmo com o ATP, afetando assim o funcionamento de proteinas de transporte, como

a Na'/K"-ATPase.

A Na'/K'-ATPase é uma proteina de membrana cuja principal fungdo nas
células é transportar 2K para dentro da célula e 3Na" para fora dela, usando para isso,
a energia da hidrélise do ATP. Sendo as branquias o local primério de transporte
ionico nos peixes, a Na'/K'-ATPase ¢ bastante encontrada nas células ricas em
mitocondrias desse 6rgao, principalmente nos teledsteos (Lingwood et al., 2006; Silva
et al., 2007; Hwang e Lee, 2008). Varios sdo os autores que tem mostrado a atividade
da Na'/K'-ATPase como um bom indicador para diferentes estressores em peixes
(Dang et al., 2000; Lappivaara et al., 2002; Lingwood et al., 2006) e em especial apds
exposi¢coes ao Al (Silva et al., 2007; Monette e McCormick, 2008).

As células ricas em mitocondrias ou células-cloreto das branquias possuem
especial importancia na osmorregulagdo dos peixes por serem as principais células
transportadoras de ions em teledsteos (Wendelaar Bonga, 1997; Dang et al., 2000;
Hirose et al., 2003; Varsamos et al., 2005, Hwang e Lee, 2008). Tais células
localizam-se principalmente nos filamentos branquiais, proximo a base das lamelas
(Perry, 1997; Hirose et al., 2003) e possuem uma ampla area superficial devido a
presenca de invaginagdes da membrana baso-lateral (Hirose et al., 2003). Como o
proprio nome diz, possui muitas mitocondrias (o que reflete uma grande atividade
metabdlica), e também muitos canais de Na', trocadores CI/HCOs", bombas Na /K-
ATPase, canais de Ca’" e Ca*'ATPase (Perry, 1997; Clairborne et al., 2002). Todos
esses transportadores sdo muito importantes na manutencdo da homeostase dos
fluidos corporais em teledsteos dulcicolas, ja que estes compensam a perda de ions
por difusdo e o ganho osmético de 4gua absorvendo ativamente Ca’”, Na™ e CI
através das branquias e produzindo muita urina diluida, respectivamente (Randall et

al., 2000; Hirose et al., 2003).

Lingwood et al. (2006) explicam que no atual modelo de tomada de sais (Fig.
1), uma H'-ATPase apical gera um gradiente eletroquimico favoravel a tomada

. + . + T . g .
passiva de Na' por canais de Na' no epitélio e acidificam a camada mais externa.



Na membrana apical, um antiporte CI/ HCOj; leva Cl" para dentro da célula,
enquanto que o H e o HCOj; intracelular sdo provavelmente derivados da
hidratagao do CO;. O CI deve sair da célula via canais na membrana basolateral,
enquanto que o transporte de Na" é completado pela Na'/K'-ATPase. Embora as
CC de teledsteos dulcicolas parecam ter menos Na'/K'-ATPase do que os animais
marinhos, elas ainda possuem uma quantidade muito maior dessa enzima do que as

outras c¢lulas do epitélio branquial (Perry, 1997).

AGUA DOCE H* HCO, G Ma®

SANGUE of  ©O. K 2K 3Ne

Fig. 1. Modelo para a tomada de sal através das células-cloreto de peixes

dulcicolas (extraido de Lingwood et al., 2006).

Além da anélise da enzima responsavel pelo transporte i6nico nos peixes, uma
investigacdo da propria osmolaridade e das concentragdes individuais dos principais
jfons (Na’, K e CI)) podem revelar alteragdes no processo de hiperregulagdo em um
peixe dulcicola submetido a algum estressor (Heath, 1987; Wang ¢ Yin, 1997). No
caso dos animais expostos ao Al, o que normalmente tem sido relatado ¢ a diminui¢ao
significativa dos ions plasmaticos e conseqilientemente da osmolaridade (Dietrich e
Schlatter, 1989; Exley et al., 1991; Wilkinson e Campbell, 1993; Witters et al., 1996;

Ytrestoyl et al., 2001); seja em decorréncia de uma diminuigdo da atividade da enzima



Na’/K'-ATPase ou devido a danos estruturais nas células-cloreto (Monette e
McCormick, 2008). Assim, a analise histologica das branquias de peixes expostos ao
Al (principalmente em meio acido) pode indicar o grau de toxicidade do Al e os

possiveis mecanismos de acdo nos peixes.

Alteragdes histologicas aparecem como respostas de médio-prazo quando
animais sdo submetidos a estressores sub-letais (Silva e Martinez, 2007),
representando um método rapido de detectar os efeitos de tais estressores,
especialmente apds exposicdes cronicas (Bernett et al., 1999). Ainda, sdo mais féceis
de serem observadas e podem indicar possiveis alteracdes funcionais (Fanta et al.,
2003). Varios autores tém usado biomarcadores histopatoldgicos em peixes tanto em
trabalhos de campo (Hinton et al., 1992; Schwaiger et al., 1997; Teh et al., 1997;
Silva e Martinez, 2007; Camargo e Martinez, 2007) como em laboratdério (Wester e
Canton, 1991; Thophon et al., 2003). Esses autores apontam como uma das principais
vantagens das andlises histologicas a possibilidade de se avaliar os efeitos de um
contaminante em um oOrgdo-alvo especifico, como as branquias no caso do Al,

servindo como sinal de alerta para riscos a saude dos animais (Hinton e Laurén,

1990).

A maioria dos trabalhos realizados com Al at¢é o momento concentra-se em
regides de clima frio ou temperado, no hemisfério Norte, muito provavelmente porque
essas regides, ja& muito urbanizadas e desenvolvidas, enfrentam problemas com
acidificagdo dos ambientes aquaticos hd mais tempo que a regido tropical. Em locais
onde existe ainda a possibilidade do derretimento de neve quando a temperatura
aumenta, o problema da acidificacdo de corpos de 4dgua doce ¢ ainda mais comum
(Howels, 1984; Brunelli e Tripepi, 2005; Laudon et al., 2005), fazendo com que
qualquer concentracdo de Al possa se tornar perigosa nesses locais (Lydersen et al.,
2002).

No Brasil também tem sido observado um decaimento no pH de muitos rios e
lagos, principalmente nos que sdo localizados proximos de grandes centros urbanos
ou areas extensivamente agricolas (Lara et al., 2001; Artaxo et al., 2005; Cetesb,
2008). Considerando ainda que o Al ¢ constituinte natural de muitos tipos de solo
(Horbe et al., 2005), a situacdo antes notada apenas na Europa ¢ América do Norte,
passa a ser mais comum por aqui, gerando a necessidade de que mais estudos com Al

em meio acido sejam realizados com espécies nativas.



Um bom exemplo de espécie nativa da regido neotropical ¢ o Prochilodus
lineatus, popularmente conhecido como curimba. Trata-se de uma espécie comum nas
regioes Sul e Sudeste do Brasil, com grande relevancia econdmica e alta tolerancia ao
pH baixo (Takasusuki et al., 2004). Varios trabalhos tém mostrado o curimba como
uma espécie sensivel a diferentes contaminantes, o que faz dele um bom organismo
indicador para estes de toxicidade e programas de monitoramento (Mazon et al., 2002;
Martinez et al., 2004; Simonato et al., 2006; Camargo ¢ Martinez, 2006; Camargo e
Martinez, 2007; Vanzella et al., 2007).

Assim, considerando o exposto, o seguinte trabalho teve como objetivo avaliar
os efeitos de exposi¢gdes ao Al em meio acido para uma espécie de peixe dulcicola da
regido neotropical. Para isso, duas abordagens foram seguidas: uma analisando
aspectos morfo-funcionais das branquias, que procurou avaliar os efeitos de
exposicoes agudas (6, 24 e 96h) sobre a osmorregulagdo, estudando, portanto, a
osmolaridade e os ions plasmaticos, a distribuicdo das células-cloreto e a atividade da
enzima Na'/K'-ATPase branquial; uma averiguagdo da provavel resposta de estresse
em decorréncia das exposi¢cdes também foi realizada, avaliando pra isso parametros
hematologicos, metabdlicos € o hormonio cortisol. O segundo enfoque levou em
consideragdo os possiveis efeitos estruturais causados por exposi¢goes agudas (6, 24 ¢
96h) e sub-cronica (10 dias) ao Al, avaliando pra isso as branquias por meio de
microscopia de luz e eletronica de varredura e transmissdo, além de microanalise de

raios-x para deteccdo do Al depositado sobre o tecido branquial.



OBJETIVO

e Avaliar os efeitos de exposi¢do ao Al em meio acido nas branquias e em

processos relacionados a elas, no peixe neotropical Prochilodus lineatus.

METAS

e Realizar testes agudos e sub-cronicos com uma concentragao sub-letal de
Al;

e Analisar pardmetros osmoionicos e relacionados a resposta de estresse
(hematologicos, metabdlicos e endocrino) nos peixes utilizados nos
testes;

e Analisar as branquias por meio de microscopia de luz e eletronica de
varredura e transmissdo, dando énfase nas células-cloreto;

e Investigar a deposicdo do Al na superficie branquial por meio de

microanalise por raios-X.
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RESUMO

Exemplares juvenis do peixe neotropical Prochilodus lineatus foram expostos a 196
ng. L™ de Al dissolvido em 4gua 4cida (grupo Al), somente a dgua acida (grupo pH)
ou a dgua com pH neutro (grupo CTR) por 6, 24 e 96h. Os efeitos do Al foram
avaliados em parametros hematologicos (hemoglobina, hematdcrito, numero de
eritrocitos), osmo-ionicos (ions, osmolaridade, densidade e distribui¢do de células-
cloreto (CC) e a atividade da enzima Na'/K'-ATPase nas branquias), metabolicos
(proteinas e glicose) e endocrino (cortisol). Os peixes expostos ao Al tiveram todos os
parametros hematologicos e metabolicos aumentados em relagdo ao CTR. Nos peixes
expostos ao Al por 24 e 96h os parametros osmo-ionicos foram significativamente
menores e a identificagdo da enzima Na'/K'-ATPase por imunohistoquimica mostrou
uma reduc¢do no nimero de CC nas branquias. A atividade da enzima foi cerca de
50% menor nos animais expostos ao Al em todos os tempos. Considerando todos os
resultados juntos, foi possovel notar que exposi¢des agudas ao Al causaram
desequilibrios i6nicos, provavelmente devido aos efeitos do Al sobre a atividade da
enzima Na'/K'-ATPase, a distribuicio e nimero das CC assim como aos efeitos

associados a resposta de estreese causada pela presenca do metal.

Palavras-chave: aluminio, células-cloreto, branquias, enzima Na'/K'-ATPase

branquial, resposta de estresse.
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1. Introducao

O aluminio ¢ o metal mais abundante da crosta terrestre e ocorre
principalmente como 6xidos e silicatos de aluminio (S¢ancar et al., 2004). O aluminio
¢ também encontrado no ar atmosférico de grandes cidades e areas industrializadas
(Casarini et al., 2001), além de ser usado como agente floculante no tratamento de
agua (Silva et al., 2007). Algumas areas da nglaterra, Estados Unidos e Republica
Tcheca mostraram altas concentragdes de Al na agua de seus rios, alcancando valores
de até 1350 pg.L™" de Al total devido & poluigio do ar e chuvas acidas (Guibaud e
Gualthier, 2003). No Brasil, esse metal ¢ naturalmente encontrado no solo da regido
Amazonica onde as aguas dos rios e corregos tem naturalmente pH baixo (Hara e
Oliveira, 2004; Artaxo et al., 2005; Horbe et al., 2005). No Estado de Sao Paulo
(sudeste do Brasil), 35% dos pontos avaliados em aguas superficiais destinadas ao
consumo humano contem altos niveis de Al dissolvido (de 100 a 5700 pg.L™)
(CETESB, 2008). Ainda, de acordo com a legislacdo brasileira, os limites para Al
dissolvido em agua doce ficam entre 100 e 200 ug.L'1 (CONAMA 357, 2005).

O aluminio ¢ muito toxico para os peixes € a maioria dos estudos sobre
toxicidade desse metal ¢ restrita a espécies de peixes do Hemisfério Norte (Peuranen
et al., 2002; McCartney et al., 2003; Silva et al., 2007; Monette e McCormick, 2008).
Em area tropicais e neotropicais esses estudos ainda sao raros (Barcarolli ¢ Martinez,
2004), deixando uma lacuna no conhecimento sobre os efeitos fisiologicos do Al em
espécies neotropicais de peixes, onde as altas temperaturas naturais da dgua podem
ainda aumentar sua toxicidade (Lydersen et al., 1990).

A maioria dos estudos sobre a toxicidade do Al inclui também a relagdo do pH
da 4gua, ja que a solubilidade do Al aumenta linearmente com a reducdo do pH,
aumentando a presenga de Al inorganicos, a forma mais tdxica para os peixes
(Gensemer e Playle, 1999). Por outro lado, a acidez por si s0, causa varios efeitos nos
peixes, como problemas hematoldgicos (Wood e McDonald, 1982; Carvalho e
Fernandes, 2006), enddcrinos e metabdlicos (Cole et al., 2001) e reprodutivos
(Vuorinen et al., 2003). Entretanto, quando a acidez ¢ associada ao Al na agua, os
efeitos parecem se concentrar principalmente nas branquias € nos processos
fisiologicos relacionados a esse orgao (Waring ¢ Brown, 1995; Cole et al., 2001;

Teien et al., 2006). As branquias sdo 6rgaos multifuncionais com especial importancia
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na osmorregulacao de peixes (Hwang e Lee, 2008). Este 6rgao representa o principal
orgdo-alvo para poluentes devido sua extensa area de superficie em contato com o
meio externo e a barreira muito estreita que oferece entre o ambiente € 0 meio interno
do peixe (Dang et al., 2000; Cerqueira e Fernandes, 2002). Branquias sdo os 0rgaos
mais afetados pela contaminacdo por Al (Playle e Wood, 1990; Dietrich e Schlatter,
1989; Exley et al., 1991; Witters et al., 1992; Peuranen et al., 1993; Peuranen et al.,
2002).

Nas branquias, o principal tipo celular relacionado com a regulagdo i6nica s@o
as células-cloreto (Hirose et al., 2003), que estdo localizadas principalmente nos
filamentos branquiais, proximas da base da lamela (Perry, 1997; Hirose et al., 2003).
Células-cloreto (CC) sao grandes e arredondadas e caracterizadas por muitas
mitocondrias € um sistema tubular muito extenso, contendo alta densidade de
atividade de Na'/K'-ATPase (Dang et al., 2000).

Para manter a homeostase dos fluidos corporais, teledsteos de agua doce
compensam a perda ionica por difusdo e o ganho osmoético de 4gua absorvendo
ativamente Na', CI' e Ca™, pelas branquias e produzindo grandes volumes de urina
diluida, respectivamente (Hirose et al., 2003). Entdo, a analise dos ions e da
osmolaridade do plasma, associada com a densidade e localizagdo das CC, além da
atividade da enzima Na'/K'-ATPase, que transporta ativamente fons nas branquias,
activity, podem ajudar no entendimento dos mecanismos pelos quais o Al ¢ toxico
para teleosteos dulcicolas (Peuranen et al.,1993; Vuorinen et al., 2003). Portanto, no
presente estudo foi realizada uma abordagem integrada examinando pardmetros
osmo-idnicos ¢ hematologicos além de outros associados com a resposta de estresse
para avaliar os efeitos de exposicoes agudas ao Al em pH acido na osmorregulagao do
peixe Prochilodus lineatus. Esta espécie foi escolhida por ser representativa da
iciofauna neotropical e ser comumente encontrada em rios das regides Sul e Sudeste
do Brasil, além de ser considerada uma espécie bioindicadora em potencial (Martinez

et al., 2004; Takasusuki et al., 2004; Simonato et al., 2006; Vanzella et al., 2007).

2. Material e métodos
Juvenis de P. lineatus (Valenciennes, 1847) (n = 115) com peso de 20,07 + 6,08 g
e comprimento total de 12,23 £+ 1,23 cm (média = DP ) foram obtidos na Estacdo de

Piscicultura da Universidade Estadual de Londrina. Antes dos experimentos os peixes
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foram aclimatados por 7 dias, em tanques de 300L com agua ndo-clorada, aeragdo
constante ¢ fotoperiodo de 12h:12h. Durante a aclimatacdo, os animais foram
alimentados a cada 2 dias, com racdo comercial com 36% de proteina (Guabi®, BR)
sendo a alimentacdo suspensa 24h antes do inicio dos testes de toxicidade. Os
parametros fisicos e quimicos da agua foram continuamente monitorados (T = 21,8 +
09°C;pH=7,5+0,1;0D="7,5+0,7 mgOz.L'l; condutividade = 133,4 + 9,7 },LS.cm'l;
dureza=42,5+6,0 mg.CaCO3.L'1).

Depois da aclimatagdo, grupos de peixes (de 6 a 7 por aquario) foram transferidos
para aquarios de vidro de 100L cada, contendo agua como o seguinte: peixes dos
grupos CTR em 4gua com pH neutro; peixes dos grupos pH em agua com pH acido (=
5,0); peixes dos grupos Al em agua com pH acido (= 5,0) + aluminio. O pH 4cido foi
conseguido pela adicdo de HCI 50% e o Al foi adicionado na concentracdo nominal
de 1000 ug.L'1 na forma de Al (SOy); Os testes de toxicidade em cada tempo
experimental (6, 24 e 96 h) foram desenvolvidos separadamente em diferentes
aquarios. Todos os testes foram realizados com duplicatas.

Durante dos testes, a adgua foi monitorada para temperatura, pH, oxigénio
dissolvido e condutividade. Amostras de dgua foram coletadas imediatamente apds
cada tempo experimental e foram analisadas para concentracdo de Al dissolvido e Al
total, usando espectrometria de absorcdo atdmica. A concentracdo de Al toal foi
determinada em amostras de agua nao-filtradas e a concentracao de Al dissolvido foi
determinada em amostras de agua filtradas (0,45 um); para ambas analises, amostras
forama cidificadas com HNOs;.

Depois de cada periodo experimental, os peixes foram anestesiados com
benzocaina (0,1 g.L™") e amostras de sangue foram retiradas pela veia caudal por meio
de seringas heparinizadas. Os animais foram entdo mortos por sec¢ao medular e as
branquias foram removidas e processadas para imunohistoquimica contra a enzima
Na'/K'-ATPase e para o ensaio enzimatico. Imediatamente apés a amostragem, o
sangue foi centrifugado (10 min, 10.000 g) e as amostras de plasma foram congeladas
(-20°C) para medicdo posterior da osmolaridade, concentracdes de ions, cortisol,

proteinas e glicose.
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2.1. Analises hematologicas

Amsotras de sangue foram usadas para a determinagdo de hemoglobina (Hb),
hematocrito (Hct) e contagem de células vermelhas (RBC). Hcet foi determinado pela
técinca de micro-hematdcrito, usando capilares heparinizados e centrifugados por 5
min em centrifuga apropriada. A Hb foi deterinada pelo método da
cianometahemoglobina, em espectrofotometro (Libra S32, Biochrom, UK) usando um
kit comercial (Analysa, Brazil). O RBC foi contado em amostras de sangue fixadas
com tampdo formol citrato, usando uma camara de Neubaues espelhada, em

microscopio de luz (magnificagdo de 400x).

2.2. ldetificacao das células-cloreto nas branquias

As branquias foram lavadas com solucdo salina e amostras de 4 arcos braquiais
foram fixadas com Boiun por (6h), desidratadas em séries crescentes de etanol e
embebidas em parafina. Cortes sagitais (8§ pum de espessura) foram feitos e
processados de acordo com a técinca do complexo avidin—biotin—peroxidase (ABC)
para visualizar as células-cloreto, por meio da identificacio da enzima Na'/K'-
ATPase, de acordo com o método descrito por Dang et al. (2000). Os cortes foram
incubados com anticorpo monoclonal de ratopara Na'/K'-ATPase (IgGa5) e como
segundo antisoro foi usado o IgG goat-anti-mouse. Subsequentemente, 3-3-
diaminobenzidine (DAB) em tampao Tris-salino, contendo H,O, (0,03%) foi aplicado
e finalmente os cortes foram desidratados e montados.

As células-cloreto foram quantificadas em relacdo ao comprimento do filamento
(mm) de acordo com sua localiza¢do: no filamento (CCF) ou nas lamelas (CCL),
usando um fotomicroscopio (DM 2500, Leica, Germany) e um analisador de imagens
(Leica Qwin, Germany). Para cada corte do mesmo peixe, 5 filamentos foram
escolhidos e medidos ao acaso e tiveram as CC quantificadas. Os resultados foram

expressos como numero de CC por mm de filamento (média + DP).

2.3. Atividade da enzima Na'/K*-ATPase nas branquias

Apds a lavagem dos arcos branquiais, os filamentos foram removidos e
transferidos para tubos pléasticos contendo tampao SEI (sacarose, Na,EDTA e
imidazol, B-mercaptoethanol, pH 7,4) e entdo mantidos congelados (-20°C) até o

momento do ensaio enzimatico. Para o ensaio, os filamentos foram homegeneizados
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com o tampao SEI (10x o volume) e centrifugados (10.000 g, 15 min, 4°C). O
sobrenadante foi usado para determinar a atividade da Na'/K'-ATPase, de acordo
com o método descrito por Quabius et al., (1997) e adaptado para leitora de
microplacas por Nolan (2000). O ensaio consiste em determinar a liberagao de fosfato
pelas amostras incubadas em tampao (NaCl, MgCl,, imidazol, EDTA, ATP, pH 7,6)
contendo KCl ou ouabaina. Uma solu¢do de fosfato de 0,65 mM (Sigma) foi usada
como padrao e as amostras foram analizadas em triplicatas a 620 nm em uma leitora
de microplacas (ELX 800, BioTek, USA). A atividade da Na'/K" ATPase foi expressa

como pmol Pi/mg protein.h™.

2.4. Analises osmo-idnicas

As concetragdes de Na" ¢ K" foram medidas no plasma usando um fotdmetro de
chama (Analyzer, Brazil). A concentracdo de CI foi determinada pelo método do
tiocianato em espectrofotometro a 470 nm (kit comercial, Analisa, Brazil). A
osmolaridade foi determinada por congelamento usando-se um osmdmetro apropriado

(Osmomat 030, Gonotec, Germany).

2.5. Concentrac@es plasmaéticas de cortisol, glicose e proteinas

O cortisol foi determinado no plasma por meio de kit comercial imunoenzimatico
(Diagnostic Systems, Laboratories, USA), e a absorbancia foi lida em leitora de
microplacas a 450nm. A concentragdo de glicose foi determinada usando um kit
comercial colorimétrico, (Labstest, Brazil) a 505 nm em espectrofotometro. A
concentragdo plasmatica de proteinas foi determinada de acordo com o método

descrito por Lowry et al. (1951) usando albumina de soro bovino (BSA) como padrao.

2.6. Analise estatistica

Os resultados estdo apresentados como média = DP. Os resultados obtidos em
cada tratamento (CTR, pH ou Al), em cada tempo experimental (6, 24 ou 96h), foram
comparados usando anélise de variancia fator unico (ANOVA) ou o teste de Kruskall-
Wallis, dependendo da normalidade e homogeneidade dos dados. As eventuais
diferencas foram identificadas pelo post hoc teste de Tukey, com comparagdes entre

todos os tratamentos. Diferengas estatisticas foram consideradas quando P< 0,05.
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Os valores dos parametros fisicos e quimicos da d4gua em cada grupo experimental

de cada periodo experimental estio mostrados na Tabela 1. Valores de temperatura,

oxigénio dissolvido, condutividade e dureza ndo variaramsignificativamente entre os

grupos. Somente um peixe do grupo Al morreu apds 24h de exposi¢do. Nenhum peixe

morreu nos demais grupos.

Tabela 1. Pardmetros fisicos e quimicos das amostras de 4gua coletadas nos diferentes

grupos durante os testes (6, 24 ¢ 96h).

Parametro grupo CTR grupo pH grupo Al
Temperatura
22,4+0,5 22,4+0,5 22,5+0,5
(°C)
pH 7,6 +0.,5 5,1£03 5,2+0,1
Oxigénio dissolvido
7,6 +1,0 7,4+0,9 7,51+0,8
(mgO,.L™
Condutividade
83,7 +23,6 104,1 18,3 104,6 15,0
(nS.cm™)
Dureza
41,3+79 41,6 +5.,9 44,1 +7,3
(mgCaCOs.L™)
Al total
. ND ND 438,00 + 36,33
(ng.L7)
Al dissolvido
. ND ND 196,00 + 26,08
(ng.L7)

Estes valores significam média = DP (n = 5). ND: ndo detectado.

A concentragdo de hemoglobina, o hematdcrito ¢ a contagem de células

vermelhas do sangue foram maiores nos animais expostos ao Al e ao pH do que os do

CTR apo6s 24 e 96h (Fig. 1). Apos 6h de exposi¢do, somente os peixes do Al

mostraram Hb e RBC elevados.
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Fig. 1. Hemoglobina (A), hematdcrito (B) e nimero de células vermelhas (C) de P.

expostos por 6, 24 e 96h aos grupos CTR, pH ou Al. As barras indicam

indica diferenca significativa em relagdo ao grupo

*

média e as linhas verticais o DP.

CTR e # indica diferenca estatistica em relagdo ao grupo pH para cada tempo

experimental (P< 0,05)
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Os peixes expostos ao Al por 24 ¢ 96h mostraram redugdo significativa na
osmolaridade plasmatica, assim como nos ions sodio e cloreto quando comparados
aos grupos CTR. (Figs. 2A, 2B, 2C). Nao houve diferenca significativa nesses
parametros nos animais expostos somente ao pH acido quando comparados aos
grupos CTR. As concentragdes plasmaticas de potassio mostraram grandes variagdes

entre os diferentes tempos e grupos experimentais (Fig. 2D).
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Fig. 2. Osmolaridade plasmatica (A) e concentragdes plasmadticas de sddio (B), cloreto
(C) e potassio (D) de P. lineatus expostos por 6, 24 ¢ 96h aos grupos CTR, pH ou Al.
As barras indicam média e as linhas verticais o DP. * indica diferenga significativa
em relacdao ao grupo CTR e # indica diferenga estatistica em relacao ao grupo pH para

cada tempo experimental (P< 0,05).

Os peixes dos grupos Al mostrarm altos niveis de glicose e proteinas totais quando
comparados aos dos grupos CTR e pH, em todos os periodos experimentais (Figs. 3A,
3B). As concentragdes plasmaticas de cortisol ndo variaram significativamente entre

os diferentes tratamentos (Fig. 3C).
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Fig. 3. Concentragdo plasmatica de proteinas (A), glicose (B) e cortisol (C) de P.
lineatus expostos por 6, 24 ¢ 96h aos grupos CTR, pH ou Al. As barras indicam
média e as linhas verticais o DP. * indica diferenca significativa em relagdo ao grupo
CTR e # indica diferenca estatistica em relagdo ao grupo pH para cada tempo

experimental (P< 0,05).
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A imunohistoquimica revelou que os P. lineatus dos grupos CTR mostraram mais
CC distribuidas pelos filamentos e lamelas (Fig. 4A) do que os demais grupos. A
exposi¢do a agua acida aumentou o nimero de CC nos filamentos e nas lamelas (Fig.
4B), entretanto, os animais expostos ao Al mostraram grande redu¢do no ntimero de

CC nas lamelas e nos filamentos (Fig. 4C).
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Fig. 4. Localizagdo imunohistoquimica da enzima Na'/K'-ATPase nas células-cloreto
de P. lineatus usados no experimento de 96h. As setas indicam forte imunoreatividade
da Na'/K'-ATPase nos peixes do grupo CTR (A). Nas branquias dos peixes expostos
ao pH (B) nota-se um aumento no nimero de CC nas lamelas e nos filamentos. Ja nos
animais expostos ao Al (C) as setas brancas indicam CC fracamente coradas e um

niimero menor de células no epitélio como um todo. Barra de aumento 30 um.
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A Figura 5 mostra as alteragdes na densidade e localizagdo das CC nos animais
dos grupos CTR, pH e Al. No geral, a exposi¢ao ao pH 4cido induziu um aumento na
densidade de CC tanto no filamento como nas lamelas. Ao contrario, a exposi¢ao ao
Al, mesmo que em pH 4&cido, resultou em uma redugdo significativa das CC nas
lamelas ja apds 6h e nas lemelas e filamentos apos 24 e 96h. A atividade da enzima
Na'/K'-ATPase nas branquias dos peixes expostos ao Al, em todos os periodos
experimentais, mostrou-se inibida (em média 50% de inibi¢do) quando comparada aos
animais dos grupos CTR (Fig. 6), cuja atividade da Na'/K'-ATPase teve um valor
médio de 1,22 uM Pi/mg protein.h™. A exposi¢do ao pH écido ndo resultou em

diferengas significativas na atividade da enzima, em relacdo aos grupos CTR (Fig. 6).
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(cc.mm™)

Al | CTR | pH | Al

6 h 24 h 96 h

Fig. 5. Densidade de céluls-cloreto nas lamelas e nos filamentos das branquias de P.
lineatus expostos por 6, 24 ¢ 96h aos grupos CTR, pH ou Al. * indica diferenga
significativa no numero total de CC em rela¢do aos respectivos grupos CTR; letras
mintsculas sdo relacionadas as CC das lamelas e letras maitsculas referem-se as CC
do filamento. Letras diferentes indicam diferenca estetistica para cada pardmetro em

cada periodo experimental (P< 0,05).
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(% do CTR)

Atividade Na-K-ATPase

Fig. 6. Porcentagem da atividade da enzima Na'/K'-ATPase nas brinquias de
P.lineatus expostos por 6, 24 ¢ 96h aos grupos CTR, pH ou Al. * indica diferenga
etatistica em relagdo aos grupos CTR e # indica diferenca estatistcia em relagdo aos

grupos pH para cada tempo experimental (P<0,05).

4. Discusséo

O peixe dulcicola neotropical P. lineatus exposto ao aluminio, em agua com pH
baixo (pH = 5,0), exibiu problemas osmorregulatorios indicados pela diminuicao das
concentragdes plasmaticas de Na“~ and CI, devido provavelmente a redugdo da
densidade de CC nas branquias e conseqiientemente a reducdo da atividade da
Na'/K'-ATPase. Resposta de estresse, suportada pelo alto nivel de glicose no plasma,
pode também ter corroborado com a perturbagdo osmoiodnica.

A concentracdo de Al dissolvido e o valor de pH usados nesse estudo ja foram
relatados em dgua superficiais no Brasil (Lara et al., 2001; Flues et al., 2002 ;
Migliavacca et al., 2005; CETESB, 2008) devido a causas naturais ou emissoes
antropogénicas. A concentracio de 200 pg.L" de Al dissolvido corresponde 4 maxima
concentragdo permitida pela legislagdo brasileira para agua doce. Entretanto, os
resultados do presente estudo claramente mostram que valores proximos dessa
concentragdo promovem sérios efeitos na osmorregulagdo de peixes.

A agua com pH de 5,0 ndo ¢ letal para P. lineatus (Takasusuki et al, 2004) embora
ja tenha sido relatado que esse valor ¢ o maximo tolerado para a maioria dos peixes de

agua doce (Playle e Wood, 1990; Poléo, 1995; Waring e Brown, 1995). Valores de
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pHentre 6,0 ¢ 9,0 sdo recomendados para ambietes dulcicolas e protecdo das
comunidades de peixe no Brasil (CONAMA 357, 2005). Entretanto, episodios de
rapida acidificagdoem corpos de agua continental podem ocorrer durante acidentes
ecoldgicos. Em tais casos, o Al do solo ¢ mobilizado promovendo alta elevacdo no
aluminio em sua forma dissolvida e mais toéxica, afetando os peixes (Monette e
McCormick, 2008).

No presente estudo, o aumento do Het e da contagem do RBC apds 24 e 96h de
exposicdo ao pH 4cido ou ao Al em pH &cido ndo podem ser considerados bons
indicadores da exposi¢ao ao Al, como sugerido por Whitters et al. (1996), pelo menos
para P. lineatus. Mudangas os parametros de sangue da mesma espécie expostas
somente A agua acida (pH=4,5 at 20 and 30°C) foram descritas por Carvalho e
Fernandes (2006). O nimero aumentado de RBC e contetido de Hb podem representar
resposta secundaria de estresse, que leva ao aumento das células vermelhas na
circulagdo, por causa da contragdo do baco, para melhorar a tomada de O, para o
metabolismo (Brown, 1993; Wendelaar Bonga, 1997; Hontela, 1998). Parametros
sagiiineos elevados também foram descritos em peixes Salmoniformes, tais como
Salmo trutta e Oncorhynchus mykiss, e no peixe neotropical Leporinus
macrocephalus depois de exposi¢do aguda ao Al em agua acida (Dietrich e Schlatter,
1989; Whitters et al., 1990; Whitters et al., 1996; Barcarolli ¢ Martinez, 2004). Nesses
trabalhos, as concentra¢des de Al variaram del5 a 200 pg.L”'. Poléo e Hytterod
(2003) também registraram parametros sangiiineos elevados em salmodes expostos ao
Al em concentragdes de 28 a 359 pug.L™' em 4guas alcalinas.

Resposta de estresse em P. lineatus também foi indicada pelo aumento da glicose
no plasma apos 6h de exposicdo ao Al. A elevagdo da glicose no plasma ¢ uma
resposta tipica de qualquer animal enfrentando uma situagdo estressante (Brown,
1993; Lohner et al., 2001) e é mediada pela liberacdo de catecolaminas e do cortisol.
O aumento da glicose no plasma foi resultado de processos gliconeogénicos ou da
glicogenolise hepatica para suprir a demanda energética causada pelo estresse
(Witters et al., 1996). Hiperglicemia ja foi reportada, por varios autores, em peixes
expostos ao cobre (Tavares-Dias et al., 2002), ao aluminio (Witters et al., 1996;
Barcarolli e Martinez, 2004) e outras situagdes estressantes diferentes (Mommsen et
al., 1999). Como as catecolaminas sdo rapidamente eliminadas da circulagdo, a

manuten¢do dos altos niveis de glicose, como observados no presente estudo, pode ser
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resultado da liberagdo do cortisol, que deve ter ocorrido logo apds a exposi¢do ao
poluente (Iwama et al., 2004). O cortisol é o principal hormdnio corticosteréide em
peixes, € os agentes toxicos podem interferir em sua dindmica (Mommsen et al.,
1999). A auséncia de alteracdes significativas no cortisol plasmatico, no presente
estudo, corrobora com dados previamente descritos por Langiano e Martinez (2008) e
Pereira-Maduenho e Martinez (2008), para peixes da mesma espécie submetidos a
diferentes agentes estressores. No geral, o aumento de cortisol ocorre entre 0,5 ¢ 1h
apods a exposicao ao contaminante (Barton, 2002) retornando aos niveis basais depois
de alguns minutos ou poucas horas (Mommsen et al., 1999; Sloman et al., 2001,
Iwama et al., 2004). A mobilizagdo de reservas energéticas como parte da resposta de
estresse também inclui o metabolismo proteico (Heath, 1987; Adams et al., 1990,
Mommsen et al., 1999). No caso do presente estudo, os altos valores de proteinas
totais observados nos animais expostos ao Al podem ser resultantes de dois eventos:
mobilizacdo de prote;ina para suprir a alta demanda energética imposta pelo estresse
ou ainda, danos celulares com liberagao de proteinas devido a agdo direta do metal
sobre as células (Exley et al., 1991 ; Wilson, 1996).

Metais na dgua podem agir diretamente ou indiretamente sobre as branquias via
hormonios de estresse causando mudancas na homeostase osmo-idnica. Peixes
dulcicolas sofrem um influxo passivo de dgua e um efluxo de ions; equilibrando o
fluxo osmotico por meio da excre¢ao de grandes volumes de urina diluida e da
tomada ativa de ions pelas branquias (Goss et al., 1998; Evans et al., 2005; Lingwood
et al., 2006; Hwang e Lee, 2008). O aluminio, em concentra¢des entre 100 e 200
ug.L! e em pH proximo de 5,0, interage com as brinquias e favorece a perda de
eletrolitos (Dietrich e Schllater, 1989; Exley et al., 1991). Entretanto, os presentes
resultados sugerem que o Al interfira na tomada de sédio pelas branquias de P.
lineatus. Redugdes nas concentragdes plasmaticas de ions em peixes expostos ao Al ja
foram extensivamente relatadas (Dietrich and Schlatter, 1989; Exley et al., 1991;
Wilkinson e Campbell, 1993; Witters et al., 1996). Niveis de sddio e cloreto reduzidos
no plasma foram encontradosem Leporinus macrocephalus expostos ao Al em pH
acido (Barcarolli e Martinez, 2004) ¢ em salmdes em condi¢des similares (Monette e
McCormick, 2008).

Concentragdes i0nicas reduzidas no plasma ndo podem ser relacionadas apenas a

reducdo na tomada ativa de ions, o aumento na permeabilidade paracelular no epitélio
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branquial, que aumenta o efluxo passivo de ions, pode representar outra causa
(Monette ¢ McCormick, 2008). Nesse estudo, as analises das células-cloreto (CC) e
da enzima Na'/K -ATPase foram usadas como uma forma de entender qual estagio da
osmorregulagdo pode estar sendo prejudicado pela exposicao ao Al.

A Na'/K'-ATPase ¢ uma proteina integral de membrana que usa a energia da
hidrolise do ATP para transportar 2K para dentro da célula e 3Na' para fora desta,
para o sangue, possuindo grande importancia nas branquias de teleosteos (Lingwood
et al., 2006; Silva et al., 2007; Hwang e Lee, 2008). Existe uma correlacido positiva
entre a coloragdo da CC com a atividade dessa enzima no epitélio branquial
(Wandelaar Bonga et al., 1990; Dang et al., 2000). No presente estudo, a baixa
atividade da Na'/K'-ATPase determinada nas branquias dos peixes expostos ao Al
pode ser relacionada & baixa atividade dessa enzima nas CC fracamente coradas e no
nimero reduzido de CC encontradas nos filamentos branquiais (devido a morte dessas
células por apoptose e/ou necrose). Monette e McCormick (2008) também
observaram resultados semelhantes em juvenis de salmdes expostos ao Al em pH
acido. Estes autores afirmam que as CC sdo o principal local de acimulo de Al nas
branquias, e conseqiientemente a morte dessas células facilitaria a elimina¢do do
metal do 6rgdo. As poucas CC notadas nos peixes expostos ao Al parecem estar
deslocadas para a regido lamelar mais do que no filamento. Dang et al. (2000)
obetiveram resultados semelhantes com Oreochromis mossambicus expostos ao
cobre, i.e., tanto nimero reduzido de CC nos filamentos como “migra¢ao” destas para
as lamelas. CC nas lamelas branquiais estariam mais proximas da corrente sangiiinea,
facilitando a tomada de ions, o que também pode significar que estas células sejam
mais resistentes ao metal do que as CC que permanecem no filamento (Dang et al.,
2000). Algumas das CC que foram encontradas nas lamelas podem ainda representar
células imaturas, que contendo uma menor quantidade ou atividade da Na'/K'-
ATPase, acabam menos coradas pela técnica de imunohistoquimica. A presenca
destas células imaturas pode representar a agdo do cortisol, que interfere na
diferenciagdo das CC. No presente estudo, esta idéia foi suportada ainda pela
ocorréncia de respostas secundarias de estresse (tais como o aumento da glicose no
plasma e as respostas hematoldgicas). Além disso, ¢ importante ressaltar que células-
cloreto imaturas podem ter maiores concentracdes de metalotioneinas, proteinas que
se ligam aos metais, protegendo os tecidos contra a acdo direta dos ions metalicos

(Dang et al., 2000).
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O aumento no nimero das CC nos peixes expostos somente a agua acida em todos
os tempos experimentais pode estar mais relacionado a manutencdo do balango acido-
(Clairborne et al., 2002; Sakuragui et al., 2003; Hwang e Lee, 2008), do que
diretamente a tomada de ions nesses peixes. Takasusuki et al. (2004) estebeleceram
uma lata tolerancia a mudancgas de pH para o P. lineatus, entretanto, um pH de 4,5 ¢
mais danoso a esta espegie do que um pH de 8,0.

Até o momento, ndo se tem determinado o papel exato das CC no transporte de CI
e Na' nas brinquias e na regulagdo 4cido-basica. A troca de HCO; pelo CI
juntamente com a H'/ATPase para eliminar H cira um potencial elétrico que favorece
o influxo de Na' (Hwang e Lee, 2008). Isso ode explicar, a0 menos em parte, o
aumento desse tipo celular em P. lineatus expostos ao baixo pH, permitindo que os
peixes mantenham uma excrecio eficiente de H' e de regulagdo ionica. A H'/ATPase
jé foi encontrada tanto nas CC como nas células pavimentosas da branquia (Goss et
al., 1998; Clairborne et al., 2002; Hwang e Lee, 2008).

Em resumo, o presente estudo aponta resultados relevantes sobre a toxicidade do
Al em agua acida para a espécie de peixe neotropical, mostrando que P. lineatus
sofreram vdarias alteragdes osmo-idnicas. As causas do desequilibrio i6nico
provavelmente estdo relacionadas aos efeitos do Al na atividade da Na'/K'-ATPase,
na distribuicdo e nimero das CC nas braquias assim como aos efeitos associados a

resposta de estresse causada pela presenca do metal.
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RESUMO
Juvenis do peixe neotropical Prochilodus lineatus foram expostos a 196 ug.L™" de Al

dissolvido em agua acida (grupo Al), somente a agua acida (grupo pH) ou a agua com
pH neutro (grupo CTR) por 6, 24, 96h e 10 dias para avaliar seus efeitos na estrutura
(microscopia de luz - MO) e ultra-estrutura branquial (microscopia eletronica de
varredura [MEV], célculo da area fracional das células-cloreto [AFCC] e transmissdo
[MET] e presenca de aluminio no tecido branquial utilizando microanalise por raios-
x [EDS]). A MO revelou que os peixes expostos ao Al em todos os tempos
experimentais mostraram lesdes mais amplamente distribuidas no o6rgdo e
consideradas de moderadas a severas, quando comparados aos expostos ao pH ou os
dos grupos CTR. Nos grupos Al as principais alteracdes notadas foram hiperplasia do
epitélio branquial, fusdo lamelar e hipertrofia das células mucosas. Nos animais
expostos ao pH a principal alteragdo notada nos diferentes tempos foi a hipertrofia das
células do epitélio, principalmente das células-cloreto (CC). A MEV permitiu destacar
o extenso desarranjo nas lamelas dos peixes dos grupos Al e descamagdo do epitélio
desses mesmos animais além da reducao do espaco interlamelar. Células-cloreto com
aspecto “esponjoso” foram notadas nos grupos pH e Al além da alteragdo no padrdo
das microcristas das células pavimentosas (pv) em ambos os grupos. O EDS
identificou poucos e pequenos picos de Al no epitélio branquial dos animais dos
grupos CTR e pH, mas foi possivel notar uma maior presenga desse metal nos peixes
dos grupos Al, com destaque para o tempo de 96h. Os animais expostos ao pH e Al
em todos os tempos experimentais mostraram AFCC significativamente menores que
as dos grupos CTR. A MET mostrou que os animais expostos ao Al tém mais CC
deslocadas para as pontas das lamelas e que essas células apresentam o citoplasma
menos denso, com uma menor quantidade de tubulos e mitocondrias, niicleos nem
sempre visiveis e com formas alteradas. A espessura das lamelas ¢ maior devido ao
inchaco das pv, reduzindo o espago interlamelar. H4 ainda uma maior quantidade de
vacuolos presentes no citoplasma das CC desses animais. A andlise da branquia por
diferentes formas permitiu concluir que a exposi¢do de curimbas a uma concentragdo
subletal de Al em meio acido causa sérias alteragdes estruturais e conseqiientemente,
funcionais nesse 6rgdo, comprometendo seriamente a sobrevivéncia dos animais.

Palavras-chave: aluminio, acidez, branquias, células-cloreto, microscopia eletronica,
microscopia de luz, peixe neotropical.
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Introducéo

O aluminio ¢ um metal extremamente abundante na crosta terrestre ¢ também
estd entre os elementos mais comuns no ambiente (Exley et al., 1991; Poléo, 1995;
S¢an¢ar et al., 2004), principalmente em é&reas com grande urbanizacio e
industrializacao (Casarini et al., 2001; Silva et al., 2007). Guibaud e Gualthier (2003)
identificaram altas concentracdes (valores até 1350 ug.L™") desse elemento na dgua de
alguns locais da Inglaterra e Republica Tcheca, em decorréncia das chuvas acidas e da
poluicdo relacionadas a grande industrializacdo dessas areas. Lydersen et al. (2002)
estudaram um lago acidificado (pH na faixa de 5,0) na Noruega cuja concentragdo
média de Al chegava a 300 pug.L”', motivo pelo qual nio se encontravam mais peixes
a muitos anos.

No Brasil a situagdo ¢ semelhante quando sdo avaliados resultados de analise de
agua da regido mais desenvolvida do pais (Estado de Sdo Paulo), aonde os valores de
Al na agua superficial chegam até 5700 pg.L™' (Cetesb, 2008), muito acima dos
limites estabelecidos pela legislacdo brasileira para Al dissolvido, que variam entre
100 ¢ 200 pg.L" (Conama 357, 2005).

O aluminio ¢ muito toxico para a maioria dos animais, inclusive humanos
(Darbre, 2005; Karbouj et al., 2009). A toxicidade deste metal estd bem estabelecida
para os peixes (Exley et al., 1991; Poléo et al., 1997; Alberti et al., 2003; Barcarolli e
Martinez, 2004; Silva et al., 2007; Monette e McCormick, 2008), nos quais o Al pode
causar efeitos, mesmo em baixas concentragdes, caso o pH mantenha-se abaixo de
6,2 (Fivelstad et al., 2003).

O pH do meio ¢ um parametro normalmente incluido na avalia¢ao da toxicidade
de metais. A solubilidade do Al aumenta como resultado direto da reducdo do pH,
levando ao aumento da presenca de Al inorgénico, a forma de Al que ¢ mais toxica
para os peixes (Gensemer e Playle, 1999; Lydersen et al., 2002; Laudon et al., 2005).
A acidez por si s6 pode ser prejudicial aos organismos aquaticos, tendo sido
relacionada a diminui¢do do numero de espécies e das comunidades de peixes e
anfibios em alguns locais da América do Norte e Europa (Howells, 1984; Tammi et
al., 2004; Brunelli e Tripepi, 2005). Varios estudos ja mostraram efeitos da acidez em
processos de reprodugdo, recrutamento, capacidade natatoria, predagdo e refugio de
peixes (Wood e McDonald, 1982; Howells, 1984; Cole et al., 2001; Vuorinen et al.,

2003). Entretanto, quando o baixo pH estd associado ao Al, os efeitos concentram-se
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nas branquias e nos processos relacionados a esse 6rgao (Waring e Brown, 1995; Cole

et al., 2001; Teien et al., 2006; Torre et al., 2007).

Dentre os tecidos mais comumente estudados na ecotoxicologia, a branquia tem
recebido especial atencdo ja que se trata de um 6rgdo com diferentes e importantes
funcdes para o peixe. As branquias participam dos processos de trocas gasosas,
excrecdo, manuten¢do do equilibrio &acido-basico e osmorregulacdo (Poleksi¢ e
Mitrovi¢-Tutundzi¢, 1994; Hwang e Lee, 2008). O epitélio branquial é considerado o
local primério de transporte no peixe, devido ao gradiente osmoético e idnico
encontrado entre as branquias e o meio externo (Evans et al., 2005).

A regulacdo i6nica nas branquias ¢ responsabilidade principal das células ricas
em mitocondrias ou células-cloreto (Hirose et al., 2003), localizadas principalmente
nos filamentos branquiais, proximo a base das lamelas (Perry, 1997; Hirose et al.,
2003). As células-cloreto (CC) possuem uma area superficial muito grande devido a
presenga de invaginagdes da membrana baso-lateral (Hirose et al., 2003) e contam
ainda com muitos canais de Na" e de Ca**, trocadores CI/HCO; e bombas Na'/K -
ATPase e Ca**ATPase, o que explica sua importancia no transporte ativo de ions nas
branquias (Perry, 1997; Clairborne et al., 2002). O estudo destas células em peixes
expostos ao Al ¢ relevante, ja que diversos autores relataram diminui¢do das
concentragdes dos ions plasmaticos apds exposi¢des a esse metal (Dietrich e Schlatter,

1989; Exley et al., 1991; Wilkinson e Campbell, 1993; Witters et al., 1996).

A grande area de contato que a branquia fornece ao peixe faz com que ela seja o
primeiro 6rgdo afetado pela exposi¢do a contaminantes (Exley et al., 1991; Witters et
al., 1992; Peuranen et al., 1993; Peuranen et al., 2002) sendo assim responsavel pela
acumulagdo de diversos tipos de poluentes, bem como pela transferéncia destes para
os compartimentos internos do animal via corrente sangiiinea (Haaparanta et al.,
1997; Thophon et al., 2003). Essas caracteristicas fazem das branquias um 6rgdo
bastante apropriado para indicacdo da qualidade da 4agua (Mallat, 1985; Poleksi¢ e
Mitrovi¢-Tutundzi¢, 1994; Fanta et al., 2003).

A maioria dos estudos com Al no tecido branquial de peixes restringe-se aos
paises de clima temperado, mas assim como no resto do mundo, os corpos de dgua de
ambientes tropicais tem sofrido com o impacto das acdes antropicas (Lara et al., 2001;

Almeida et al., 2005), entretanto, sdo poucos os estudos com espécies nativas desses
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ambientes, principalmente no Brasil (Barcarolli e Martinez, 2004; Camargo e
Martinez, 2006; Winkaler et al., 2007).

A espécie Prochilodus lineatus ¢ representativa da ictiofauna neotropical, amplamente
distribuida em rios da regido sul e sudeste do Brasil, além de ser considerada uma
espécie bioindicadora em potencial (Martinez et al., 2004; Simonato et al., 2006;

Vangzella et al., 2007).

Levando em consideracao o que foi exposto, o presente trabalho tem como objetivo
investigar por quais mecanismos o Al em pH 4cido afeta as branquias, e
conseqiientemente a osmorregulacdo, de uma espécie de peixe neotropical usando
como ferramentas para isso técnicas de microscopia de luz, microscopia eletronica de

varredura e transmissao além da microanalise de raios-x.

2. Material e Métodos

Exemplares jovens de P. lineatus (Valenciennes, 1847), com peso de 12,22 + 7,35
g e comprimento de 10,26 £ 1,93 cm (média £ DP, n = 142) foram obtidos na Estacdo
de Piscicultura da Universidade Estadual de Londrina (EPUEL) para serem usados em
testes de toxicidade do tipo estaticos. Antes dos experimentos os peixes foram
aclimatados por 7 dias em tanques de 300 L, preenchidos com agua desclorada sob
aeragdo constante e fotoperiodo de 12h:12h. Durante a aclimatacdo, os animais foram
alimentados com ra¢do comercial com 36% de proteina (Guabi®, BR) a cada 2 dias e
tiveram a alimentagdo suspensa 24 horas antes do inicio dos testes de toxicidade. Os
parametros fisicos e quimicos da dgua foram monitorados (T =21,8 £ 0,9 °C; pH =17,5
+0,1; OD=7,5+0,7 mgOz.L'l; condutividade = 133,4 £ 9,7 pS.cm'l; dureza =425 +
6,0 mg.CaCO;.L ™).

Apos a aclimatagdo, os peixes (de 6 a 9 por aquario, dependendo do tamanho
dos animais) foram transferidos para aquarios de vidro de 100L preenchidos com os
seguintes meios experimentais: no grupo controle (CTR) os peixes foram transferidos
para aquarios contendo apenas agua com pH neutro; no grupo pH foram transferidos
para aquarios contendo 4gua com pH 4acido (= 5,0), devido a adi¢cdo de HCL 50%; e
no grupo Al foram transferidos para aquérios contendo 4gua com Al em pH acido (=
5,0). O aluminio foi adicionado a dgua como Al,(SO4);, na concentragdo nominal de

1000 pg.L™". Os testes de toxicidade foram realizados separadamente para cada tempo
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experimental (6, 24, 96h e 10 dias), quando os 3 grupos experimentais (CTR, pH e
Al) eram amostrados simultaneamente. Todos os testes foram feitos com réplicas.
Durante os testes, a agua dos aquarios foi continuamente monitorada para
temperatura, pH, oxigénio dissolvido e condutividade. Amostras de agua também
foram coletadas imediatamente apds cada periodo experimental para a andlise de Al,
em espectrofotdometro de absor¢ao atdmica, com limites de detecg¢do variando entre 10
e 50 ug ALL". A concentracdo de Al total foi determinada em amostras de 4gua nio-
filtradas, enquanto que a concentracdo de Al dissolvido foi determinada em amostras

filtradas (0,45 pm); para ambas as andlises as amostras foram acidificadas com HNOj;,

Apbs cada periodo experimental, os peixes foram anestesiados com benzocaina
(0,1 g L") e mortos por sec¢do medular para retirada das branquias, que foram
cuidadosamente lavadas em solugdo salina. As branquias foram divididas em 2 partes,
uma para a microscopia de luz e outra para a microscopia eletronica de varredura e de

transmissao.

2.1 Microscopia de luz

Quatro arcos branquiais foram fixados em solu¢dao de Bouin por periodos de 5 a
6 horas (dependendo do tamanho do material), sendo depois incluidos em parafina e
cortados com 5 pum de espessura em micrétomo manual (American Optical, 820). As
laminas foram coradas com Hematoxilina-Eosina (HE) para descrigdo morfologica e,
10 cortes para cada animal, foram analisados em um foto-microscopio acoplado a um
sistema de andlise e captura de imagens (QWIN; Leica). A ocorréncia de alteracdes
histopatologicas nas branquias foi avaliada semi-quantitativamente de duas formas: a)
Célculo do Valor Médio de Alteragdo (VMA), com base na incidéncia de lesdes, de
acordo com Schwaiger et al. (1997). Um valor numérico foi atribuido para cada
animal conforme a escala: grau 1 (auséncia de alteragdo histologica), grau 2
(ocorréncia de lesdes pontualmente localizadas) e grau 3 (lesdes amplamente
distribuidas pelo 6rgdo); b) Calculo do Indice de Alteragdo Histologica (IAH), com
base na severidade de cada lesdo (Poleksi¢ e Mitrovi¢-Tutundzi¢, 1994). As alteragdes
histolégicas foram classificadas em  estdgios progressivos quanto ao
comprometimento das fungdes teciduais: alteragdes de estdgio I, que ndo
comprometem o funcionamento do tecido; de estdgio II, mais severas e que

prejudicam o funcionamento normal do 6rgdo; e de estdgio III, muito severas e
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irreversiveis. Um valor de IAH foi calculado para cada animal através da formula:
IAH =10° =I + 10" =l + 10* 2111, sendo I, 1l e Il correspondente ao numero de
alteracdes de estagio I, II e III, respectivamente. Os valores de TAH entre 0 ¢ 10
indicam um funcionamento normal do 6rgao; entre 11 e 20 indicam danos de leves a
moderados no 6rgdo; entre 21 e 50 indicam danos de moderados a severos; valores
entre 51 e 100 indicam danos muito severos ao 6rgdo e valores maiores que 100

indicam danos irreparaveis no tecido.

2.2 Microscopia eletronica de varredura
Para as andlises em microscopia eletronica de varredura (MEV) outros 4 arcos das
branquias foram fixados em glutaraldeido 2,5% por 24h (em tampao fosfato 0,2 M pH
7,3) e depois transferidos para glutaraldeido 0,5% (4°C) at¢é o momento do
processamento. Essas branquias foram cortadas em pedacos menores, de modo a
conter apenas de 3 a 5 filamentos cada, e depois foram lavadas em tampao fosfato 0,1
M (pH=7,3) por trés vezes (total de 20 minutos). Em seguida, foi realizado tratamento
anti-muco, durante o qual o material permaneceu dois segundos em agua destilada, 24
h em glicerol 16% e depois 24 h em etanol 20%. Apoés esse tratamento foi realizada a
desidratacdo em uma série crescente de solugdes alcoodlicas (etanol: 50, 70, 80, 90, 95
e 100) e o material foi transferido para um aparelho de ponto critico utilizando-se CO,
como liquido de transicdo, até a secagem completa. O material seco foi fixado no
porta-amostra por meio de fita de carbono dupla-face de modo que a area de interesse
(a regido interna dos filamentos, no limite de insercdo das lamelas e préximo ao
septo) ficasse paralela ao porta-amostra. Apds o posicionamento dos filamentos, o
material foi recoberto com uma camada de ouro em um sistema de “sputtering” (Bal-

Tec SCD 050 Sputter Coater).

2.3. Microanalise quantitativa por raios-x

Apds o processamento das branquias para MEV, algumas amostras foram recobertas
com carbono (Bal-Tec SCD 050) para serem utilizadas na microanalise quantitativa
por raios-x. A microcandlise foi realizada por espectroscopia de dispersdo de energia
(EDS), utilizando-se um espectrometro de raio-x por energia dispersiva (Inca X-Sight,

Oxford), em uma distancia de trabalho de 10 mm. O material foi examinado e
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fotografado em microscépio de varredura (Quanta 200, FEI Company) operando com

voltagem entre 20 e 25 kV.

2.4. Area fracional das células-cloreto

As medidas da area fracional das células-cloreto (AFCC) no epitélio branquial foram
determinadas utilizando-se registros fotograficos dos grupos CTR, pH e Al de cada
tempo experimental. Estes registros foram obtidos diretamente do microscopio
eletronico de varredura e foi usado também o fotomicroscopio Leica Qwin Software
(Leica) para delineamento dos perimetros das células (total ou parcialmente visiveis)
e calculo das respectivas areas. Esta andlise ndo representa uma estimativa real da
area de superficie apical das células-cloreto, pois ndo considera as microvilosidades,
microdobras ou depressdes da superficie das células (Bindon et al., 1994; Mazon et
al., 2002), entretanto, refere-se a fracdo da area das células-cloreto por unidade de
area do filamento branquial. Foram utilizadas imagens ao acaso com aumentos
semelhantes para uma andlise comparativa em relagdo a area do perimetro branquial
de cada campo analisado e a area ocupada pelas células nos diferentes grupos. Foi

utilizada a seguinte equacao:

AFCC= > 4rea de todas as células-cloreto

Area da Fotografia

2.5 Microscopia eletronica de transmissao

Para a microscopia eletronica de transmissdo (MET) foram utilizados
fragmentos das amostras de branquia fixadas em glutaraldeido 2,5% (em tampao
fosfato de sodio 0,2 M pH 7,3) por 24 horas e armazenadas em glutaraldeido 0,5% até
o momento da inclusdo. Inicialmente as amostras foram lavadas em tampao fosfato
0,1 M (pH 7,3) por trés vezes e pds-fixadas em solucao de tetréxido de 6smio (OsOy)
1% em tampio fosfato de s6dio 0,1 M (pH 7,3) por duas horas a 4°C. O excesso de
tetroxido de 6smio foi retirado com 3 lavagens sucessivas em tampao fosfato 0,1 M
(pH=7,3). As amostras fixadas foram desidratadas em concentragdes graduais de

acetona e posteriormente foram embebidas em resina Araldite 6005 (Ladd Research
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LTDA). As amostras foram incluidas em moldes de silicone em posi¢do sagital aos
filamentos. Apo6s a polimerizacdo da resina foi efetuada a trimagem dos blocos e
cortes semi-finos (0,5um) foram corados com azul de Toluidina para selecao da
regido a ser analisada ao microscopio eletronico. Apds nova trimagem, cortes ultra-
finos (70 nm) foram obtidos com ultramicrétomo (Leica Ultracut UCT) e colocados
sobre grades de cobre. As amostras foram contrastadas com acetato de uranila e
citrato de chumbo. Os cortes de branquia foram observados em um microscopio
eletronico de transmissdo (Tecnai 12, FEI Company) e as imagens capturadas pelo

software Imaging System e analisadas pelo Software System Analysis.

2.6 Analise estatistica

Os resultados dos diferentes pardmetros obtidos nos trés tratamentos (CTR, pH e
Al) para um mesmo periodo de exposi¢ao (6, 24, 96h ou 10 dias), foram comparados
entre si por meio de andlise de varidncia paramétrica ou nao paramétrica (ANOVA ou
Kruskall-Wallis, respectivamente), dependendo da distribuicido dos dados
(normalidade e homogeneidade de variincia). Quando indicado, as diferencas foram
identificadas por meio de teste de comparacao multiplas (Tukey). Foram considerados

significativos valores de P < 0,05.

3. Resultados
Os resultados estdo apresentados como média = D.P. Os parametros fisicos e
quimicos da 4gua mantiveram-se praticamente constantes em cada grupo
experimental, nos diferentes tempos experimentais, e estdo mostrados na Tabela 1.
Apenas trés peixes do grupo Al morreram durante os experimentos, um apés 24 h e

dois apos 10 dias de exposi¢ao, nos demais experimentos nao houve mortalidade.



Tabela 1. Parametros fisicos e quimicos da agua nos diferentes grupos experimentais.

CTR pH Al
Temperatura
20,17 + 3,14 20,27 £ 3,02 20,27 + 3,15
(°C)
oD
1 7,6 +0,07 7,35+ 0,07 7,5+0,28
(mgO..L™)
Conductividade
L 81,8+2,6 104,1 18,3 104,6 15,
(uS.cm™)
Dureza
N 41,3+7,9 41,6 £5.9 44,1+73
(mgCaCOs.L™)
pH
7,4+0,18 5,1+£0,0 5,1+0,1
Al total
1 ND ND 438,00 + 36,33
(ug.L™)
Al dissolvido
L ND ND 196,00 + 26,08

Os valores indicam média = DP dos experimentos de 6, 24 ¢ 96 h e 10 dias. ND: ndo detectado.

3.1 Microscopia de luz

As alteragdes histologicas branquiais encontradas nos P. lineatus testados estdo
apresentadas na Tabela 2 e as alteracdes mais freqilientes estdo representadas na Fig.
1. O aspecto normal das branquias pode ser observado na Fig. 1A, destacando o
espaco interlamelar bem definido, as lamelas com disposi¢do paralela e organizada e
as células epiteliais do filamento e das lamelas dispostas em poucas camadas (sem
hiperplasia). Nos animais expostos somente ao pH (Fig. 1B e 1C), nos diferentes
tempos experimentais, a alteracdo mais comum foi a hipertrofia das células do
epitélio. Essa alteracdo foi freqliente na regido de inser¢do da lamela no filamento,
local onde normalmente sdo encontradas as células-cloreto (Fig. 1C), mas também foi
possivel notar aumento do volume celular em outras areas da lamela, como mostrado
na Fig.1B.

Nos animais dos grupos Al dos diferentes experimentos a alteragdo mais

freqiientemente encontrada foi a hiperplasia das células epiteliais (Fig.1D e 1E). Em
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muitos casos, a hiperplasia observada foi tdo intensa que levou a fusdo parcial
(Fig.1G) ou total das lamelas secundarias (Fig. 1H), caracterizando uma redugdo
significativa do espago interlamelar quando comparado aos animais dos grupos CTR e
pH. Hipertrofia celular também foi bastante comum, sendo que as células mucosas
parecem ser o tipo celular mais afetado por essa alteragdo (Fig. 1F). Também foi
possivel notar um aumento no numero dessas células e conseqiientemente da
producao de muco nesses animais. Alteragdes vasculares foram observadas em alguns
exemplares expostos ao Al, principalmente apos 24h, sendo o aumento do volume dos
canais sangiiineos (Fig.1H; com provavel ruptura das células pilares), dilatacdo do
canal marginal e congestdo as alteragdes desse tipo mais comumente vistas.

Aneurismas foram observados em alguns animais, como mostrado na Fig. 1D.

Tabela 2. Principais alteragdes histologicas encontradas nas branquias dos P. lineatus
utilizados nos testes de toxicidade de 6, 24, 96h e 10 dias de exposi¢do, € seus

respectivos estagios de severidade.

Alteracdes histologicas branquiais Estagio

Hiperplasia do epitélio respiratorio
Hipertrofia do epitélio respiratorio
Desarranjo lamelar

Elevagdo do epitélio respiratorio
Dilatagao do canal marginal

Congestao vascular

Fusao parcial das lamelas

Fusao total das lamelas

Hemorragia com rompimento do epitélio
Aumento do volume dos vasos sangiiineos II
Aneurisma

i T T I I I

o
p—

—
P




54

N0 \ ) v e T At B {
Fig. 1. Fotomicrografias de branquias de atamentos
experimentais. Em A um exemplar do grupo CTR mostrando o aspecto normal das
células das lamelas (L) e dos filamentos (Fi), além do espago interlamelar preservado
(seta). Em B e C as setas indicam hipertrofia das células-cloreto nos filamentos e nas
lamelas de animais do grupo pH. De D até H as imagens referem-se a animais
expostos ao Al, sendo que em D e E as setas claras indicam hiperplasia de células
epiteliais e a estrela indica um grande aneurisma (D). As setas listradas (F) mostram
hipertrofia de células mucosas nas lamelas, o * indica fusdo parcial de algumas
lamelas (G) e em H nota-se a fusdo total de varias lamelas além do aumento do
volume dos canais sangiiineos (seta dupla). Barra de aumento: 30 um.
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Os valores médios de alteracdo, VMA (Fig. 2A), calculados para os animais
expostos ao pH indicaram valores préximos de 2, o que significa que as alteracdes
observadas nos diferentes tempos experimentais estao pontualmente distribuidas pelo
tecido, sendo significativamente maiores que os encontrados para os grupos CTR. Ja
os Indices de Alteragio Histologica, IAH (Fig. 2B), desses mesmos animais
apresentaram valores médios entre 10 e 20, o que indica danos leves a moderados a
branquia, sem comprometer as fungdes do tecido. Os valores de IAH também foram
significativamente maiores do que os encontrados para os grupos CTR em todos os
periodos de exposicdo. O valor de IAH entre 10 e 20 pode ser justificado pelas
alteracdes mais comumente encontradas, classificadas como de estagio I de
severidade, como por exemplo, desarranjo lamelar, alguma hiperplasia de células
epiteliais e elevagdo epitelial, além da ja citada hipertrofia celular. Poucas foram as
alteracdes de estagio II encontradas nesses animais, podendo citar como exemplos
aumento do volume dos canais sangiiineos ¢ hemorragia com rompimento do epitélio.

Nota-se pelos valores de VMA (Fig.2A) encontrados para os animais dos grupos
Al, que as alteragdes observadas nesses peixes estavam mais amplamente distribuidas
pela branquia do que nos demais grupos. Os valores médios ficaram proximos de 3 em
todos os tempos experimentais, apresentando diferenga significativa em relagdo aos
grupos CTR e também pH (com excec¢do do experimento de 10 dias onde a diferenca
foi s6 em relagdo ao grupo CTR). Os IAH calculados mostraram valores médios
maiores que 20 (e estatisticamente diferentes dos grupos CTR), significando danos de
moderados a severos nas branquias dos animais expostos ao Al em todos os tempos
experimentais. Nao foram encontradas alteracdes consideradas de estagio III (como

necrose ¢ fibrose) em nenhum dos animais estudados.
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3.2 Microscopia eletrdonica de varredura

A microscopia eletronica de varredura permitiu caracterizar as branquias dos
curimbas dos grupos CTR como possuindo lamelas dispostas de forma paralela e
quase retilinea (delimitando bem o espaco interlamelar ou canal de agua), recobertas
por células pavimentosas (pv) grandes entremeadas por células-cloreto (CC). Os
curimbas parecem apresentar com certa regularidade CC nas lamelas, entretanto tais
c¢lulas sdo muito mais comuns na regiao de inser¢dao da lamela com o filamento (Fig.
3A). As CC dos animais CTR apresentam normalmente grandes areas superficiais
sendo possivel notar a presengca de microvilosidades em sua superficie apical. O
padrdo das pv se altera nas lamelas (com poucas ou nenhuma microcristas) € no
filamento (muitas microcristas concéntricas distribuidas por toda a superficie celular).

Nos animais expostos ao pH houve alteracdo no padrao da superficie apical das
pv, sendo que no filamento tais células parecem ter perdido as microcristas,
assumindo um aspecto mais liso e microcristas longas e continuas evidenciando o
limite celular (Fig. 3B e 4A). Foi possivel também notar um maior nimero de CC nas
lamelas do que nos animais CTR, e tais células pareciam hipertrofiadas e com
aberturas menores, de aspecto esponjoso (3B, 4A e 4C).

Os animais expostos aos grupos Al apresentaram o maior numero de alteragdes
levando, em muitos casos, a perda total das caracteristicas normais do filamento
branquial e a uma dificuldade em se identificar os tipos comuns de células, como as
CC e as pv (Fig. 3C e 4B). O desarranjo das lamelas (Fig. 3C), a presencga de
descamacdo e sujeira (Fig.4B) além de hiperplasia da base da lamela e fusdo lamelar
(Fig. 3C ¢ 4E) foram as alteragdes mais comuns nesses animais. O aspecto esponjoso
das CC bem como a alteragao do padrdao das microcristas das pv foi também notado
nesse grupo (Fig. 3D). Uma caracteristica importante nos animais desse grupo foi a

reducdo do espaco interlamelar em decorréncia da hiperplasia epitelial e das fusdes.



Fig. 3. MEV. Micrografias representativas de filamentos branquiais de P. lineatus, no

ponto de insercdo da lamela secundéria (L) no filamento (f). Em um exemplar do
grupo CTR (A) notar o padrao das microcristas das células pavimentosas no filamento
(pvf) e nas lamelas (pvL) e uma célula-cloreto normal (seta). Nos animais expostos ao
pH (B) ou nos animais expostos ao Al (D) ¢ possivel notar hipertrofia das pvL e
alteracdo das microcristas das células pavimentosas (pvf e em detalhe, no circulo) e
superficies apicais de células-cloreto com aspecto de “esponja” (setas). Os animais
expostos ao Al (C) mostraram ainda grande desarranjo nas lamelas, descamagdo do
epitélio e fusdo lamelar (estrela), células mucosas hipertrofiadas (cabeca de seta) além
de hiperplasia na base das lamelas (setas largas). Para maior clareza das imagens

somente algumas células foram rotuladas. Barra em micrometros.



Fig. 4. MEV. Micrografias representativas de filamentos branquiais de P. lineatus

mostrando as principais alteragdes encontradas nos animais expostos ao pH (A e C)
ouao Al (B, D e E). A seta larga (A) indica hiperplasia na base da lamela, o que levou
muitas vezes a fusdo lamelar (estrelas em A e E). Nota-se ainda o padrao alterado das
microcristas das pvL nas mesmas figuras. Em B tem-se uma visao geral das lamelas
(L) e do filamento (f) de um animal exposto ao Al, mostrando presenca de residuos e
descamagdo do epitélio (no detalhe). Em C nota-se a hipertrofia de células-cloreto
(setas), deslocadas para as lamelas. Em A vé-se o aspecto “esponjoso” da superficie
apical de uma CC (seta). Em D notam-se 2 grandes aneurismas vasculares (a) entre as
lamelas. Para maior clareza das imagens somente algumas células foram rotuladas.

Barra em micrometros.
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3.3 Microanalise por raios-x (EDS)

A figura 5A ilustra o tipo de material que foi usado para a microanalise por
raios-x, bem como as 4 regioes na branquia (a-d) que foram analisadas nos 3 grupos
experimentais (CTR, pH e Al), em todos os tempos experimentais (6, 24, 96h e 10
dias). Procurou-se verificar, se havia diferen¢a na deposicdo do Al nas diferentes
regides da branquia, analisando pra isso, os espectros de dispersdo de elétrons obtidos
em cada ponto. Entretanto, ndo foi possivel notar um padrao pelos resultados, ja que
nos grupos Al, onde foram notados a maior parte dos picos, estes apareceram
igualmente nas 4 regides.

Os maiores picos de Al foram observados nos grupos Al em todos os tempos
analisados. O tempo de 96h de exposi¢ao foi o que apresentou, dentre todos, os
maiores picos desse metal.

Os grupos CTR e pH analisados também apresentaram, em alguns poucos
espectros, pequenos picos de Al, o que provavelmente estd relacionado a presenca
natural desse elemento na agua da regido, ficando abaixo do limite de deteccao dos
aparelhos usados nas andlises de agua por espectrofotometria de absor¢do atomica
(resultados mostrados anteriormente).

Os elementos que mostraram picos em todos os espectros, C, O, N, Cl, Na, Si, P,
S e Ca sao usualmente observados e podem estar relacionados ao fixador usado no
material (glutaraldeido), ao acido HCI adicionado a agua dos aquarios pH e Al ou

ainda a fita e ao banho de carbono usados no processamento para EDS.
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Fig. 5. Micrografia eletronica de varredura de filamentos branquiais de P. lineatus
ilustrando as 4 regides (a-d) analisadas por microandlise por raios-x (A). Como nao
houve diferenca aparente nos elementos observados nessas 4 regides, de B-D sdo
mostrados tipicos espectros obtidos por microanalise por raios-x das branquias de P.
lineatus expostos por 96h aos grupos CTR (B), pH (C) ¢ Al (D), sem considerar uma
regido especifica da branquia. Picos caracteristicos de C, O, P, S, Cl, Ca, Na, Si e N
sdo vistos em praticamente todos os grupos, oriundos da fita de carbono, do fixador
utilizado, do HCI adicionado a dgua ou mesmo da propria constitui¢ao da branquia.
Picos de Al foram pouco observados no CTR e no pH, os maiores picos indicativos
deste metal foram observados no grupo Al (seta branca). Voltagem de operacdo: 20

kV; distancia de trabalho 10mm.
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3.4 Area fracional das células-cloreto (AFCC)

Os resultados da AFCC calculados para as branquias dos curimbas testados
estdo mostrados na Fig. 6. Os peixes expostos ao pH ou ao Al em todos os tempos
experimentais apresentaram valores significativamente menores de AFCC do que os
dos grupos CTR respectivos. Nesses grupos, as superficies apicais das células-cloreto
representam, em média, menos de 10% do filamento branquial. Nos grupos CTR o

valor médio para a AFCC ficou em torno de 20% do filamento branquial.
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Fig. 6. Area fracional das células-cloreto medida nas branquias de curimbas dos
grupos CTR, pH ou Al de todos os tempos experimentais. As barras indicam as
médias e as linhas verticais o DP. * indica diferenca significativa em relacdo ao
respectivo grupo CTR e # indica diferenga significativa em relagdo ao respectivo

grupo pH (P <0,05).

3.5 Microscopia eletronica de transmisséo

A ultraestrutura branquial dos P. lineatus esta mostrada nas Fig. 7 ¢ Fig. 8. Nos
grupos CTR uma fina camada de células pavimentosas reveste as lamelas e o espago
interlamelar ou canal de agua aparece preservado (Fig. 7A). A maior parte das CC foi
identificada na base das lamelas e no filamento (Fig. 7A e 7C). As mitocondrias das
CC dos animais CTR tinham a forma elipséide, com membranas bem definidas. O

citoplasma dessas células apresenta sistema tubular bem desenvolvido, nticleo grande
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e ovalado, normalmente visivel e em posi¢ao central na célula. Ha pouca quantidade
de vacuolos e muito reticulo endoplasmatico liso (REL). As CC podem apresentar
grande superficie apical em contato com o meio aquatico, mas, as vezes, elas estdo
quase que totalmente recobertas por expansoes citoplasmaticas das pv, o que restringe
o contato dessas células com o meio externo.

Nos animais do grupo pH (Fig. 7B), assim como no CTR, o espago interlamelar
e a espessura das lamelas ndo foram alterados. As CC também estdo mais
posicionadas na base das lamelas, apresentando suas superficies apicais ora em
contato com o meio externo, ora recobertas por pv. Nota-se uma maior vacuolizagdo
do citoplasma dessas células, bem como uma aparente reducio do sistema tubular e
REL. As mitocondrias apresentam formas mais variadas e normalmente alongadas. O
nuicleo destas células, quando visivel, parece menor.

Nos animais expostos ao Al (Fig. 8) a principal diferenga observada em relagao
aos grupos CTR e pH, foi a presenga de um maior nimero de CC nas lamelas,
principalmente na ponta destas, além do aumento da espessura das lamelas devido a
hipertrofia das pv, o que diminuiu significativamente o espago interlamelar (Fig. 8C).
Aparentemente existe um menor nimero de mitocondrias no citoplasma dessas CC,
bem como uma grande quantidade de vactolos, principalmente localizados na
superficie apical das CC em contato co o meio externo (Fig. 8B). As mitocondrias,
muitas vezes, apresentam vacuolos e alteracao no padrdo das membranas. O nucleo,
nem sempre visivel, mostrou em diversos casos aspecto deformado, com alteragcdes no
envoltério e cromatina mais densa, podendo indicar processos de morte celular (Fig.
8A). O citoplasma das CC apresenta expansdes citoplasmaticas na superficie apical, o
que pode estar relacionado ao aspecto “esponjoso” observado na MEV nos mesmos

animais (Fig. 8D).



Fig. 7. MET. Micrografias representativas de microscopia eletronica de transmissao

de filamentos branquiais de P. lineatus, no ponto de inser¢do da lamela secundaria (L)
no filamento (F). Em um exemplar do grupo CTR (em A, aumento de 970x) nota-se o
espago interlamelar preservado (seta), os canais vasculares com eritrocitos (Er)
separados pelas células pilares (pi) e as células pavimentosas (pv) fazendo o
recobrimento da lamela. O detalhe destacado em C (aumento de 3900x), mostra 2
células cloreto (CC) localizadas nas base da lamela, com ntcleo (N) bem definido e
citoplasma com sistema tubular bem definido e varias mitocondrias. Em B (aumento
de 9700x) um animal do grupo pH onde nota-se as mitocondrias de uma CC (seta
dupla), um pv recobrindo parcialmente a abertura da CC e uma maior quantidade de

vacuolos (seta vazada) na regido apical.



Fig. 8. MET. Micrografias representativas de microscopia eletronica de transmissdao de
filamentos branquiais de P. lineatus. Em A (aumento de 5800x) tem-se um animal do
grupo Al mostrando CC degenerada com nucleo (N) reduzido e com forma alterada além
de vactiolos na abertura e numero reduzido de mitocondrias, percebe-se ainda alteragdes no
canal vascular onde estdo os eritrocitos (Er); em B (aumento de 3900x) novamente um
animal do grupo Al mostrando CC com grande vactiolo (seta) e mitocondrias também
vacuolizadas (no circulo). Em C (aumento de 970x) um exemplar do grupo Al mostra o
espaco interlamelar bastante reduzido (seta) em decorréncia da hipertrofia das pv. Vé-se
muitas CC deslocadas para a ponta da lamela; no detalhe em D (aumento de 5800x) notam-

se os prolongamentos da CC para o exterior (*), dando aparéncia de “esponja” vista na

MEV.
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4. Discusséo

Viérios trabalhos t€ém mostrado a investigagdo histopatoldégica como uma boa
ferramenta para detectar os efeitos toxicos de compostos quimicos em 6rgdos-alvo de
peixe (Schwaiger et al., 1997, Teh et al., 1997; Fivelstad et al., 2003; Thophon et al.,
2003;), mesmo que normalmente ndo seja possivel relacionar um tipo especifico de
lesdo a determinado contaminante (Mallatt, 1985; Silva e Martinez, 2007).

O presente estudo procurou, por meio da histopatologia branquial, avaliar os
efeitos de exposigdes agudas ao Al em meio acido. A concentragdo de Al dissolvida
utilizada (aproximadamente 200 pg.L') é semelhante & concentragio maxima
estabelecida na lei brasileira para rios e lagos destinados ao uso humano e protegado de
comunidades icticas, além de também ja ter sido utilizada em diferentes estudos com
peixes, normalmente na regido temperada (Dietrich e Schlatter, 1989; Wilkinson e
Campbell, 1993; Witters et al., 1996; D’Cruz et al., 1998; Laudon et al., 2005).
Lydersen et al. (2002) afirmaram que qualquer concentragio de Al acima de 50 pg.L™!
J& pode ser toxica para peixes em exposigdes agudas. Poléo (1995) afirmou que ¢ a
polimerizacdo do metal sobre o epitélio branquial que explica sua toxicidade para os
peixes, sendo que esse fendmeno comeca a acontecer quando o pH atinge a faixa de
5,0. O fato de que temperaturas mais altas da dgua também estejam relacionadas a
polimerizacdo do Al (Lydersen et al., 1990) s6 aumenta a relevancia de estudos com
peixes nativos de regides tropicais, como no caso do curimba, que ainda possui
grande relevancia econdmica nas regides onde ¢ encontrado (Takasusuki et al., 2004).

Uma das principais alteragdes observadas nas branquias dos curimbas expostos
ao Al ou somente ao pH foi a hipertrofia das células epiteliais. No caso dos animais
expostos somente a acidez, a hipertrofia ocorreu principalmente nas CC localizadas na
base das lamelas, local onde esse tipo celular é mais freqlientemente encontrado
(Perry, 1997; Hirose et al., 2003). Como ja mencionado, as branquias possuem entre
suas fungdes, a de manter o equilibrio acido-basico, funcdo atribuida as pv e também
as CC (Goss et al., 1998; Clairborne et al., 2002; Hwang e Lee, 2008). Sakuragui et
al. (2003) afirmaram que as alteracdes no equilibrio i6nico e/ou acido-basico causadas
pelo estresse causam alteragdes morfoldgicas no epitélio branquial, como um aumento
das CC, o que possivelmente aumenta a absor¢do ativa de ions de forma a repor o

efluxo de ions por difusdo. Portanto, o aumento do volume das CC nos animais
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expostos ao ambiente acido deve estar relacionado a um aumento na atividade dessas
células, provavelmente devido a uma maior necessidade desses animais em excretar o
excesso de fons H'.

J& nos animais expostos ao Al, foram as células mucosas que apresentaram
hipertrofia, sugerindo uma maior produ¢do de muco nesses peixes. O muco facilita as
trocas gasosas no epitélio branquial (Brunelli e Tripepi, 2005), fazendo parte,
portanto, da composi¢ao normal da branquia de um peixe. Gensemer e Playle (1999),
entretanto, relatam que um aumento na cobertura mucosa ¢ freqiiente nas branquias de
peixes apos estresse acido ou exposicdo ao Al. Isso pode ser explicado devido as
cargas positivas do Al ligarem-se facilmente as cargas negativas do muco e de
estruturas branquiais (Fivelstad et al., 2003), facilitando, assim, o acimulo do metal
sobre a branquia. Wilkinson e Campbell (1993) afirmam ainda que o excesso de muco
induzido pelo Al pode contribuir para os distirbios na regulag@o idnica normalmente
observados apos exposicao ao Al.

A hiperplasia de células epiteliais foi, sem duvida, a alteracdo mais relevante
nos animais expostos ao Al em todos os tempos experimentais, sendo tdo severa em
alguns casos, que causou fusdo parcial ou total das lamelas respiratorias desses
animais. Mazon et al. (2002) observaram respostas semelhantes com curimbas
expostos ao cobre e Matei ¢ Komov (1992) também observaram fusdo e grande
desarranjo lamelar em salmdes expostos ao Al em meio acido.

Alteragcdes como hiperplasia e também hipertrofia sdo consideradas como
respostas de defesa ja que aumentam a distancia entre o sangue do peixe e a dgua, de
forma a reduzir a absor¢cdo do contaminante pelo animal (Mallatt, 1985; Hinton e
Laurén, 1990; Poleksi¢ e Mitrovi¢-Tutundzi¢, 1994; Fernandes e Mazon, 2003).
Entretanto esse processo aumenta também a distdncia de difusdo dos gases
respiratorios (Fernandes e Mazon, 2003), podendo levar a um quadro de hipdxia
(Sakuragui et al., 2003), o que, segundo Witters et al. (1996) ¢é a principal causa de
morte de peixes em decorréncia da exposicao ao Al.

Por outro lado, Neville (1985) postula que sdo as alteracdes i0nicas as principais
responsaveis pela toxicidade aguda do Al em meio acido. As principais alteragdes
observadas, tanto pela microscopia de luz como pela eletrdnica nos curimbas expostos
ao Al, mostraram que as CC sdo as células que maics parecem ter sua fun¢ao alterada.
As CC sdo as principais responsaveis pelo transporte i6nico na branquia (Perry, 1997;

Hirose et al., 2003; Varsamos et al., 2005; Hwang e Lee, 2008), e alteragdes como
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maior vacuolizag¢do do citoplasma, nucleos deformados, superficie apical com aspecto
“esponjoso” entre outras podem mesmo estar comprometendo seu funcionamento e
conseqiientemente levar a uma perda significativa na tomada de ions nesses peixes
(Wendelaar Bonga, 1997; Dang et al., 2000; Clairborne et al., 2002).

A analise da ultraestrutura das branquias de P. lineatus mostrou semelhanca a ja
observada por Mazon et al. (2002) para a mesma espécie e confirmou muito do que
foi indicado pela microscopia de luz no presente trabalho, como por exemplo o
desarranjo lamelar, a hiperplasia e a hipertrofia das células epiteliais e principalmente
as alteracdes nas CC nos peixes expostos ao baixo pH ou ao Al. A alteragdo do padrao
das microcristas das células pavimentosas parece ser uma agao direta da acidez sobre
o epitélio ja que foi observada nos animais dos grupos pH e Al. Microcristas ou
microvilosidades aumentam a area superficial das células em contato com o meio
externo e servem também como estruturas de retencdo de muco, entretanto como ja
postularam Mazon et al. (2002), ¢ dificil saber o significado fisiologico da redugdo
das microcristas, podendo apenas indicar atividade celular.

Uma alteracdo freqlientemente observada pela MEV e pela MET nos animais
expostos ao Al foi a redug¢do do espaco interlamelar devido a hiperplasia da base das
lamelas. Como ja discutido anteriormente, o aumento da espessura das lamelas leva a
um maior distanciamento do sangue do animal para a agua, evitando em parte o
contato com o contaminante, mas prejudicando a tomada dos gases respiratdrios.

O aspecto esponjoso das CC visto nos animais do grupos pH e Al pode estar
relacionado aos prolongamentos emitidos pelo citoplasma dessas células como forma
de alcangar o meio externo. Segundo Fernandes e Perna-Martins (2002), esse tipo de
CC pode formar uma cripta apical no lugar da abertura normal, devido a cobertura
parcial que as células pavimentosas fazem sobre as CC, formando um microambiente
diferente do meio externo mais uma vez. Tal situacdo tem sido relacionada com a
dureza da 4gua, mas também ja foi descrita para animais transferidos para aguas
acidificadas (Wendelaar Bonga et al., 1990). A maior cobertura das CC pelas pv pode
ser a causa de a area fracional das CC dos animais expostos ao pH e ao Al ter sido
significativamente menor do que nos animais CTR e novamente reflete um prejuizo
no funcionamento dessas células, principalmente em relagdo a tomada de ions.

O aumento no numero de CCs apds exposi¢do a agua acida como visto no
presente trabalho também foi observado por Matei e Komov (1992) em salmdes

expostos ao Al em meio acido. Tal resposta parece estar relacionada a ajuste do
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epitélio branquial ao estresse osmotico e i6nico desencadeado pela acidez. Brunelli e
Tripepi (2005) estudando anfibios do género Triturus expostos ao pH 4,5 explicam
que o acido promove um aumento na permeabilidade das juncdes oclusivas por
remover o calcio das glicoproteinas carregadas negativamente que selam essas
jungdes, acarretando perda de ions por vias paracelulares, sendo esse processo
também descrito para peixes (Monette ¢ McCormick, 2008). Wood e MacDonald
(1987) ainda explicam que a perda idnica enfrentada pelos animais deve-se
principalmente ao efluxo de Na" ja que os cations estimulam os canais de Na" e a
tomada ativa desse ion ¢ reduzida, principalmente na presenga de Al (Goss et al.,
1998; Clairborne et al., 2002; Brunelli e Tripepi, 2005; Hwang e Lee, 2008;). O fato
das CCs estarem deslocadas da base das lamelas para a regido apical também sugere
que tais células estejam sendo recrutadas a ficarem em uma posi¢do onde seu contato
com a agua seja favorecido, facilitando assim, a troca idnica (Dang et al., 2000).

Alteragdes vasculares foram mais comuns nos animais expostos ao Al em meio
acido o que explica, inclusive, os valores mais altos de VMA e IAH desses animais
em relagdo aos demais grupos. Alteragdes como hemorragia, aumento do volume dos
canais vasculares e aneurismas sdo consideradas de estagio II segundo classificacdo
de Poleksi¢ e Mitrovi¢-Tutundzi¢ (1994), sendo, portanto, mais severas e causando
maior comprometimento a estrutura tecidual.

Exposicdes subletais a contaminantes costumam afetar principalmente o epitélio
lamelar (Hinton e Laurén, 1990), contudo, algumas alteragdes vasculares também
podem acontecer ap0Os estresse mais severo, como parece ter ocorrido com os animais
expostos ao Al. Nesses casos, os danos se devem as células pilares que, se rompidas,
podem ocasionar um maior fluxo de sangue para o interior da lamela, resultando em
dilatacdo do canal marginal, congestdo ou at¢ mesmo em um aneurisma (Takashima e
Hibiya, 1995; Rosety-Rodriguez, 2002). A formac¢do de um aneurisma normalmente
esta relacionada com o rompimento do complexo juncional entre as células pilares
(Heath, 1987; Martinez et al., 2004), devido ao maior fluxo de sangue ou ainda a acao
direta dos contaminantes sobre essas células. Esse ¢ um tipo de lesdo considerada
mais grave, que dificulta a recupera¢do do tecido (Poleksi¢ e Mitrovi¢-Tutundzié,
1994).

Estudos focando a distribui¢do de metais nos tecidos podem ser TUteis para
entender as vias de acumulacdo e detoxificagdo das espécies (Corréa Jr. et al., 2005).

A espectrometria de energia dispersiva (EDS) permite detectar e identificar os raios-X
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produzidos pelo impacto do feixe de elétrons na amostra, permitindo uma analise
qualitativa e quantitativa dos elementos presentes (Leite et al., 2002). Os dados de
EDS para detec¢do do Al ndo mostraram, entretanto, uma deposi¢cdo significativa
desse metal na superficie branquial dos curimbas utilizados nos testes como era
esperado, j4 que nem todos os animais expostos ao Al mostraram picos do metal
quando analisados pela técnica de EDS. A andlise por EDS ¢ limitada ao poder de
penetragdo do feixe de elétrons na amostra, que normalmente ¢ de 1 a 5 um,
permitindo, portanto, somente a caracterizagdo dos elementos constituintes da
superficie do material (Leite et al., 2002). O tempo experimental de 96h mostrou os
picos mais altos, mas na maioria dos casos, os picos observados ndo foram muito
elevados. A hipotese elaborada foi a de que os tempos de 6 e 24h foram insuficientes
para a deposicao significativa do Al na branquia ¢ que 10 dias seja um periodo
excessivo, onde o 6rgao provavelmente elimina o metal de sua superficie, por meio da
morte de algumas células, como por exemplo as CC (Monette e McCormick, 2008).
Ainda, a técnica de EDS utilizada no presente estudo (amostras processadas para
microscopia de varredura) pode ndo ter detectado o Al, ja que trata-se de uma analise
mais superficial. Caso o metal se deposite mais profundamente nas células branquiais,
sO seria possivel verificar sua presenca por meio de EDS realizado com microscopia
de transmissdo, como no trabalho de Corréa Jr. et al. (2005), que obtiveram resultados
melhores na detec¢do de Cr e Mn no caranguejo Ucides cordatus, quando utilizaram-

se dessa técnica de EDS.

5. Conclusdes

As alteragdes observadas nas branquias dos curimbas permitiram concluir que
tanto exposi¢des agudas como sub-cronica ao Al em meio acido desencadearam
alteracdes estruturais que comprometem o epitélio das branquias e conseqiientemente
seu funcionamento. As alteracdes afetaram as células mucosas e pavimentosas do
epitélio, mas principalmente as células-cloreto, que mostraram um maior
comprometimento de organelas importantes, como nucleo, mitocondrias e sistema

tubular, afetando entdo, a capacidade osmorregulatoria desses animais.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho usou duas abordagens distintas para avaliar os efeitos de
uma concentracdao subletal de Al, associado ao pH 4acido em um peixe dulcicola
neotropical, Prochilodus lineatus: primeiro foram considerados os possiveis efeitos
nos pardmentros osmo-idnicos e de resposta de estresse (hematoldgicos, metabolicos
e enddcrino), buscando verificar as possiveis alteragdes funcionais no peixe; e
segundo foram avaliadas as branquias dos peixes por meio de microscopia de luz e
eletronica, com o intuito de verificar as alteragdes causadas no nivel estrutural desses
animais.

No primeiro artigo apresentado os parametros osmo-idnicos foram escolhidos
ja que a osmorregulagdo tem sido relatada como sendo o processo que mais sofre os
efeitos do Al em peixes. Os efeitos nos ions e osmolaridade obtidos nesse estudo
foram muito semelhantes aos de outros trabalhos, realizados com diferentes espécies
de peixe, o que parece revelar que alteragdes na regulacdo idnica sejam realmente
uma caracteristica da contaminacgdo por Al em meio acido.

Nao existe ainda um consenso entre os pesquisadores sobre o mecanismo
exato pelo qual o Al em meio 4cido afeta a osmorregulacdo nos peixes. Os indicios
mais claros sdo de que os efeitos concentrem-se na redug¢do da atividade da enzima
transportadora de ions, a Na'/K'-ATPAse. Uma redugdo de cerca de 50% foi notada
nas branquias dos curimbas do presente trabalho, fazendo com que os peixes
deixassem de captar ions do ambiente, dado também confirmado pelos resultados
diminuidos dos ions e da osmolaridade plasmatica. Os efeitos do Al também parecem
concentrar-se nas células-cloreto (CC) das branquias, e sendo essas células um local
onde a enzima Na'/K'-ATPAse ¢ abundante, seu estudo vem acrescentar informacdes
ao processo. No presente trabalho, a imunohistoquimica realizada nas branquias
revelou uma diminui¢do significativa desse tipo celular nos peixes expostos ao Al, o
que corrobora com a hipdtese de diminui¢cdo da captagdo ativa de ions, ja que as CC,
células responsaveis por isso, estdo em numero reduzido acarretando, muito
provavelmente, a redugdo também da atividade da enzima Na'/K'-ATPAse nesse
orgao.

Como ja mostrado anteriormente, as branquias possuem grande importancia
quando se pretende estudar um peixe submetido ao estresse decorrente da exposi¢ao

ao Al, principalmente se ocorrer em pH acido. A importancia nesse caso parece estar
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mais relacionada as fungdes de captagdo ativa de ions e manutencdo do equilibrio
acido-basico, do que propriamente de respiracdo desse 6rgao. Portanto, a abordagem
do segundo artigo, que procurou avaliar a estrutura branquial de animais expostos,
acrescentou importantes dados a andlise geral dos efeitos observados.

As branquias dos peixes submetidos ao Al em pH &cido apresentaram lesdes
mais sérias ¢ em maior numero quando comparadas aos animais do grupo CTR ou
expostos somente a acidez. As principais alteragdes encontradas (hiperplasia,
hipertrofia e fusdo lamelar) representam formas de defesa do 6rgdo contra a entrada
do contaminante via corrente sangiiinea, pois aumentam a distancia de difusdo entre
agua e sangue, mas acabam prejudicando também as trocas gasosas, podendo levar os
animais a hipoxia.

Devido a importancia desse tipo celular, as analises de MEV e MET
concentraram-se nas CC e revelaram dados que corroboram com os j& apresentados
no primeiro artigo em relacio aos ions e enzima Na'/K'-ATPAse. Nos animais
expostos somente a acidez, parece haver um aumento no numero de CC tanto nos
filamentos como nas lamelas; j4 nos animais expostos ao Al em pH &cido essas
células aparecem raramente, ¢ quando sim, foram notadas deslocadas para as pontas
das lamelas. Essa mudanga de posi¢do das CC poderia estar relacionada a uma
tentativa dos animais de captarem mais ions, mantendo as células responsaveis por
isso 0 mais proximas da agua quanto for possivel. Quando se lembra que a distancia
de difusdo entre dgua e sangue também mostrou-se muito aumentada nesses animais
devido a hiperplasia e hipertrofia do epitélio, fica ainda mais claro o porqué do
deslocamento das CC para a regido apical das lamelas.

A anélise de parametros relacionados a resposta de estresse, como glicemia,
pardmetros sangiliineos, metabolicos e o hormonio cortisol, s6 colaboraram para o
melhor entendimento do processo pelo qual o Al ¢ toxico para os peixes.

Devido as alteragdes na estrutura branquial, que possivelmente reduzem as
trocas gasosas, o aumento do numero de eritrocitos e conseqlientemente de
hemoglobina, significa uma tentativa dos animais de captarem mais oxigénio da agua
e excretarem o CO, produzido. A mobilizacdo da glicose e proteinas aumentando seus
niveis no sangue também representam meios do animal responder ao estresse, ja que
representam energia extra para os varios processos que sdo requeridos em tais
situacdes. Apesar de ndo ter sido constatado um aumento nos niveis séricos do

cortisol, em nenhum dos animais estudados, ¢ provavel que o hormoénio tenha
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apresentado seus picos logo apos as exposi¢des ao Al, ja que a maioria das respostas
relacionadas anteriormente sdo mediadas ou mantidas pelo hormonio cortisol,
servindo portanto, como uma forma indireta de se comprovar a resposta de estresse.

A maioria das alteragdes observadas no presente trabalho, sejam elas
funcionais ou estruturais, ja foram extensivamente relatadas em outros trabalhos com
peixes e Al. A principal diferenga deste para os demais estudos ¢ que o trabalho aqui
apresentado foi realizado com uma espécie de peixe da regido neotropical, e a maioria
dos anteriores com espécies da Europa e América do Norte.

Estudos como o apresentado aqui sdo ainda escassos no Brasil, mas
extremamente necessarios, ja que com as temperaturas mais altas dos ambientes
tropicais a concentracdo de oxigénio dissolvido tende a ser menor o que compromete
ainda mais a satde dos peixes nesses locais. Ainda, P. lineatus é uma espécie de peixe
que realiza migragdes para completar seu ciclo reprodutivo, sendo que um contato
com o Al em algum momento poderia deixa-lo debilitado e incapaz de migrar, o que
comprometeria a sobrevivéncia da espécie a longo prazo.

Resultados como os que foram apresentados aqui permitem concluir que
conhecer bem a fauna de um local e como ela responde as diferentes situagdes ¢ a
melhor maneira de se propor e executar planos adequados de monitoramento da
qualidade das aguas sujeitas, cada dia mais, a contaminagdo decorrente da agdo

antropica.
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CONCLUSOES

e Exposi¢des agudas a uma concentragdo subletal de Al em meio acido causam

prejuizos na hiperregulacdo idnica na espécie de peixe Prochilodus lineatus

e A diminuigdo da atividade da enzima Na'/K'-ATPAse branquial parece ser a

principal causa da menor tomada de ions nesses peixes;

e Exposi¢des agudas e também sub-cronica a uma concentragdo subletal de Al
em meio acido também promovem alteragdes estruturais nas branquias do peixe

Prochilodus lineatus;

e As alteracdes afetaram principalmente as células-cloreto das branquias,
levando a uma diminuigdo da atividade da enzima Na'/K-ATPAse dessas células,
provavel apoptose das mesmas, deslocamento para a area apical da lamela e reducao

de sua area de abertura, comprometendo no geral a fungao desse tipo celular.



ANEXO

Artigo in press

82




G Mndal
AQIDN-2579; Mo, of Pages T

&3

Aquatic Toooology s [ 2000 $xE-Kx

jeurnal homepage: www.alsevier.com/floosate/aquatox

Contents lists svailabls st SoisnosDiresat

Aquatic Toxicology

How aluminium exposure promotes osmoregulatory disturbances in the
neotropical freshwater fish Prochilus lineatus

Marina M.P. Camargo®P, Marisa M. Fernandes?, Cliudia B.R. Martinez

 Departamsmie & Cin ok Fiskoidgion s, Unswers idnde Fedaral die 530 Caros, Bod. Was iingron Luls, Km 235, 13565 005 500 Carlas, S0 P, Braz §
bmmmammm.wmmnmmn Eod Celzo Corcly O (FR-445), Km 374, 8505 - 000 Londring, Rrand, Bracll

ARTICLE INFO

ABSTREACT

A piche s fov -

Received 3 April 2000

Received in revised form 4 May 2008
Acoepted 7 May 2000

Enywords:
Chioridecells
Gills

Metal

Ma' [K*- ATFase
SErEST MEsporss

The aim of this shady was to understand the effects of the interaction beteeen aluminium and low pH
in a native fish species Prochilodus ineates, Thus, juveniles of this nectropical fish species were expossd
to 196 pg L~" of dissohved aluminium in acid water (Al group), only to acid water (pH growp) or o waber
with peutral pH (CTR group) for 6, 24 and 96 h, Al effects were evaluated with regard to hematological
parameters (hemoglobin, hematocrit and red blood cell number), plasma ions and csmolarity, density
and distribution of chloride calls (CC), Ha*/K*-ATPase activity in the gills, metabalic [protein and glucoss)
and endaicrine (cortisol) parameters, The fish enpossd to Al had increased hematological and metabalic
pararmeters in relation to the CTR group after all pericds of exposure, Infish exposed to Al for 24 and 86h
plasmaions and csmolarity were significanty lower and the identification of the enzyme MatfK*-ATPase
by immunohistochemistry indicated a reduction in the number of OC in the gills, Enzyme activity was
0% lower in fish exposed to Al in all escperimental times, Taken together these results showed that acute
exposure to Al causes anionic unbalance, probably related to the effects of Al on Ma*JK*- ATPase activity,
on the distribution and number of chloride cells in the gills as well as the effects associated with the
stress response caused by thie presence of the metal,

& 2008 Elsevier BV, All rights reserved.

1. Introduction

Aluminium is the most abundant metal on earth and mostly
occurs as oxide and silicate of aluminium (S5antar et al,, 2004),
Aluminium is also found inthe atmospheric air of the big cities and
industrialized areas (Casarini et al., 2001}, and is used as a floc-
culation agent in water treatment (Silva et al, 2007) Some areas
of England, United States and Czech Republic hawe high concentra-
tionsof Al in their river waters, reaching up to 1350 ugL-" of total Al
dueto air pollution and add rain (Guibaud and Gualthier, 20031 In
Brazil, this metal is natwrally found in the Amazon region soil where
the waterof the rivers and streams has naturally low pH (Hara and
Oliveira, 2004; Artao et al, 2005; Horbe et al, 2005), In the state
of 530 Paulo (Southeast Brazil), 35% of the examined surfacewaters
destined for public consumption contain high lewels of dissolved Al
(100-5700ug L-1) (CETESE, 2008), Bven though, according to the
Brazilian law, the limits for dissolvwed Al in freshwater is between
100 and 200 pg L~ (COMAMA 357, 2005),

Aluminium is toxic to fishes and most studies on Al toecicity ane
restricted to fish species from the Morthe n hemisphere | MoCartney

¥ Comesponding author Tel.: +55 43 3371 4550; fax: +55 43 3371 4457,
E-mall adfre s chuencdue briC.B.E Martinez ].

0166-445X)5~ s2¢ Front matter S 2000 Bsewier B, Al rights ressrved.
doi:1001016)j aguabox 2000 050 TF

et al,, 2003; Monette and MoCormick, 20081 In the tropical and
neotropical areas such studies are still rare (Barcarolliand Martinez,
2004, leaving a gap in the knowledge of the physiological effects
of Al in neotropical fishes where the high temperature of natural
water may increases tozicity (Lydersen et al,, 1990)

Miost of the studies on Al tozicity in fish are related to the pH of
water, as the solubility of Al increases linearly with the reduction
in pH increasing the presence of inorganic Al, the form of Al most
toxic to fish (Gensemer and Flayle, 1899), In contrast, acidity, by
itself, causes several effects in fishes auch as hematological (Wood
and McDonald, 1982; Carvalho and Fernandes, 2006}, endocring
and metabolici Cole et al., 2001 ) and reproductive (Vuorinen et al,
2003 ) disturbances, However, when acidity is associated with Al in
water the effects are concentrated mainly in the gills and all phys-
iological processes related o this organ (Waring and Brown, 1995;
Cole et al, 2001; Teien et al., 2006), The gilk are a multi-functional
organ playing an important role in osmoregulation of fish (Hwang
and Lee, 2008), This organ represents the main arget-organ of pol-
lutants due toits extensive surface area in contact with the external
emvironment and the very thin barrier bebasen the environmental
water and internal milieu of fish (Dang et al., 2000; Cerqueira and
Fernandes, 2002 ) Gills are the most affected organ by Al contami-
rated water( Dietrich and Schlatter, 1989; Playle and Wood, 1860;
Peuranen et al,, 19831

Flease cite this article in press as; Camargo, M.M.E, et al, How aluminium exposure promotes osmoregulatory disturbances in the
neatropical freshwater fish Prochilus linestus. Aguat, Toetiool, (2009 ), doi; 101016/ aguatom: 2008,05.017
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In the gills the main cells related to ionic regulation are the chlo-
ride cells (Hirose et al., 2003), which are located mostly in the gill
filaments, close to the base of the lamellaz ( Perry, 1997; Hirose ctal.,
2003}, Chloride cells (CC) are large and roundcells characterized by
numerous mitochondria and an extensive tubular membrane sys-
temn containing a high density of Ma®/K*-ATPase activity ( Dang et
al., 20007,

In arder to maintain their body fluid and mineral homeostasis,
freshwater teleosts compensate for diffusive ion loss and osmotic
gain of water by actively absorbing Ma*, CI- and Ca?* through the
gills and producing large volumes of dilubed urine, respectivehy
{Hirose et al., 20031, Thus, ion analysis and plasma osmolarity,
associated with the determination of density and localization of
CC, besides Ma®{K*-ATPase activity, which actively transport ions
through the gills, should be informative for the understanding of
the mechanism of Al toxicity in freshwater teleosts (Peuranen et
al., 1993; Vuorinen et al., 20031, Therefore, in the present study
an integrated approach examining plasma ions and esmolarity, CC
distribution and density, gill Ma* /K -ATPase activity, and hemato-
logical parameters besides others associated with stress response,
was employed in order to evaluate the effect of acute exposure
to aluminium in acid pH on the osmoregulation of the Prochilo-
dus lineatus fish, This species was chosen because it represents
a neotropical fish commonly found in rivers of the south and
southeast regions of Brazil, and it is also considered a potential
bisindicator species (Martinez et al,, 2004; Takasusuki et al., 2004;
Simonato et al,, 2006

2 Materials and metheds

Juweniles P. lineatus (Valenciennes, 18471 (n=115) weighing
20,07 £6,08 g and total length equals 1223£1.23 con{ mean £ 500
wiere obtained from the hatchery station of State University of Lon-
drina, Prior to experiments, the fish were acclimated, for 7 days,
in 300 L tanks with non-chlorinated water, constant asration and a
photoperiod of 12 h:12 h, During acclimation, the animals werz fed
with commercial pellet food with 36% protein (Guabi®, BR) everny
2 days, and the feeding was suspended 24h before the beginning
of the toxicity tests, The physical and chemical parameters of the
water were continuously monitored (T=218£09:C; pH75£01;
Di0=7.5+07 mgJ; L-1; conductivity=133.4 497 pScm-!; hard-
ness=42,5+£60mgCaC0; L-1),

After acclimation, groups of fish (& or 7 per aquarium) wers
transferred to glass aquaria (1001 each) containing water as fal-
lowrs: fish of the control group (CTR) to water with neutral pH; fish
of pH group { pH ) to water with acid pH (5,07, fish of Al group(Al) to
water in acid pH {507+ aluminium, Acid pH in water was obtained
by the addition of 30% HCl and the aluminium was added to water
as Al 50y by, The toxicity tests in each experimental time (6,24 and
o5 h) were performed in separated aquaria, All toxicity tests were
carried out in duplicate,

During the tests, water was monitored for temperature, pH,
dissolved oxygen and conductivity, Samples of water collected
immediately after each experimental period were analysed for Al
concentration, using atomic absorption spectrophotometry, The
concentration of total Al was determined in samples of non-Altered
water and the concentration of dissolved Al was determined in fil-
tered water samples (0,45 um); for both analyses, samples were
acidified with HNOz,

At the end of each experimental period, fish were anaesthetised
with benzocaine (01 g1-! Jand a blood sample was withdrawn, via
the caudal wein, using heparinised plastic syringes, The animals
wiere then killed by medullar section and the gills were removed
and processed for immunohistochemical against Ma™ K- ATPase
and enzyme assay. Immediately after sampling, the blood was cen-

trifuged (10 min, 10,000 = g} and samples of plasma were frozen
{ =20+C) for osmolarity, ion concentrations, cortisol, glucose and
protein analyses,

2.1. Hematological analysis

Blood samples were used to determine the hematocrit {Het),
hemoglobin content (Hb) and red blood cells count (RBC), Het
was determined by micro-hematocrit technique, using heparinisad
capillary tubes and centrifuged for Smin in an appropriate cen-
trifuge, Hemoglobin was determined by the cyanometahemoglobin
method, in a spectrophotometer (Libra 532, Biochrom, UK) using a
commercial kit (Analysa, Brazil ), Red blood cells were counted in
blood samples fixed in formol-citrate buffer, using an improved
Meubauer chamber under a light microscope (magnification of
400K 1,

2.2 Identification of chloride cells in the gills

The gills were washed with saline solution and samples
from the gill were fixed in Bouin's fluid (& h), dehydrated in
cthanol crescent series and embedded in paraffin, Sagittal sec-
tions (8um in thickness) were made and processed according to
the avidin-biotin-peroxidase complex (ABC) technique to wisu-
alize chloride cells, through the identification of Ma*/K*-ATPase,
according to the method described by Dang et al. (20000
Slides were incubated with a mouse monoclonal antibody to
Ma*/K*-ATPase (IgGa5) and goat-anti-mouse 1gG was used as
the second antiserum, Subssquently, 3-3-diamincberzidine (DAR
0.05M % in Tris-buffered saline (pH 7.4), containing Hz03 (0,03%)
was applied, Finally, sections werz dehydrated and mounted.

The chloride cells were quantified in relation to the Alament
length {mm} according to their localization: in the gill flament
{(CCFY or in the gill lamellas (CCLY, using a photomicroscope
(DM 2500, Leica, Germany) and an image analyser (Leica Quwin,
Germany ) For each section from the same fish, five filaments
were randomly selected and measured for CC quantification, The
results were expressed as the number of CC per mm of filament
imean £500

2.3, Na*/K*-ATPase activity in the gills

After washing the gill arches, the gill Ailaments were removed
and transferred to plastic tubes containing SEl buffer (sucrose 0,3 M,
MazEDTA D1 mM, imidazale 0,03 M, B-mercaptoethanal 10mM, pH
7.4) and then kept frozen (-20°C) until the moment of enzyme
assay, For assay, the gill Alaments were homogenised with SEI
buffer (10= wolume) and centrifuged (10,000 g, 15min, 4°CL
The supernatant was used to determine Ma™/K'-ATFase activ-
ity, according to the method described by Quabius et al, (1997]
and adapted for a microplate reader by Molan (2000}, The assay
consists of determining the phosphate released by the samples
incubated in buffer (MaCl 100 mM, MzClz 8 mM, imidazole 30 mM,

Tabde 1
Phisical and chemical parameters of the water samples collected in the different
groups during the testz (6, 24 and 96 h L

Parameter (TR group pH group Algroup
Temiperature [ “C) 224205 224205 225+05
rH TEX05 51+03 52+£01
Dissolved cxygen (mg 0z Ly TEx 10 T4 =08 T5=08
Conductivity { W5em™) 8372216 1041 =183 1046 = 150
Hardress (mg CaCO, L-1) 413279 416259 44173
Total Al (pg L-1) ND: HL 4380 £ 363
Dissolved Al{png L) ND: HL 1960 = 287

The values represent means = S0 {n= 51 MD; not detected,

Please cite this article in press as; Camargo, M.ME, et al., How aluminium exposure promotes osmoregulatory disturbances in the
neotropical freshwater fish Prochilus neatus, Aquat, Tosicol, (20097, doi: 10,1016/ jaquatoe, 200005017
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Fig. L Hemoglobin{A | hematocrit (B § and number of erythrocytes () of B fineates
exposed to 6, 24 and 96 h to TR, pH or Al groups. The bars indicate mean and the
wertical lines, the S0 number of anirmals: 10- 13, *Different from the CTR group and
*different from the pH group for each excperimental period (P=005),

EDTA 0.1 mb, ATP 3mM, pH 7.6) containing KC1(5 mM) or ouabain
(2.5mM), A solution of 0,65 mM phosphate (Sigmal was used as
standard and the samples were analysed in triplicate at 620nm in
a microplate reader {ELX 800, BioTek, USA), Na® /K -ATPase activ-
ibywas expressed as pmol Pifmg protein h=!,. Protein concentration
was determined according to the method described by Lowery et al.
{1951,

24. Plasmaions and osmolarity
The concentrations of Ma*® and K* were measured in plasma
using a flame photometer (Analyser, Brazil). The concentration of

Cl- was determined with the thiocyanate method in spectropho-
tometer at 470nm (commercial kit, Analisa, Brazil), Osmolarity
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was determined using a freezing point osmometer {Osmomat 030,
Gonotec, Germarmy L,

25, Flasma concentrations of cortisol, glucose and proteins

Cortisol was determined in plasma with a commercial immu-
noenzymatic assay kit { Diagnostic Systems, Laboratories, USA), and
the absorbance was read in a microplate reader at 450 nm, The
concentration of glucose was determined using a commereial col-
orimetric kit (Labstest, Brazil) at 505nm in a spectrophotometer,
Plasma protein concentration was determined according to the
method described by Lowry et al, (1951), using bovine serum albu-
min (BSA) as standard.

2.6, Statistical amalysis

The results are presented as means £ 50, The results obtained in
cach treatment {CTR, pH or Al ), at each experimental time (6, 24 or
96 h], were compared using one-way analysis of variance [ANOVA])
or Kruskall-wWallis test, depending on data normal distribution and
homogeneity of variance, Differences were anahlysed by a post hoc
Tukey test for all painwise comparisons between treatments, Sta-
tistical significance was designated as P<0,05,

3. Resules

Only one fish of the Al group died after 24 h of exposure, Mo fish
died in the other groups, Over the course of the study, the values of
temperature, dissalved oxygen, conductivity and hardness did not
varied significanthr among control, pH and Al groups (Table 1), The
mean pH values were 7.6 £0.5 in control groups and 5.1 £0.3 and
52£01in pH and Al groups, respectively. In Al groups, the mean
concentration of total Al was 438 + 36,35 pg L~ and of dissolved Al
was 196+ 287 pgL-! (Table 1),

3.1. Hematological parameters

Hemoglobin content was significantly greater in P linearus
exposed to Al for 6h (increased 2430, 24 h (increased 381%)
and 9 h (increased 63.3%) in comparison to respective control
fish. Fish exposed only to pH 5 showed a significant increase
in Hb content {21.8%) only after 24h exposure (Fig. 1AL The
hematocrit of Ash exposed to Al for 24 h (41,7 £5.5%) and 96 h

200
e
E E 1004
8 T T
] 24 h 8Eh
DOCTR EpH WAl
.
(0
E ~
i5
5 E
SE

&h 24 h 96 h
COCTR  HpH WA

Fig. 2. Plasmatic osmolarity (A) and concentrations of sodium {B), chloride {C) and potassium (D) of P linesius exposed to &, 24 and 36 h to CTR, pH or Al groups, The bars
indicats mean and the vertical limes, the S0 {number of amimals: 10-13). *Different fram the CTR group and * diffar=nt from ths pH group for =ach experimental period

(P=005),

Please cite this article in press as; Camargo, MM, et al., How aluminium exposure promotes osmoregulatory disturbances in the
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{346+6.2%) or only to pH 5 for 24h (36.2+£59%) and 96h
(30,7 £4.8%) was significantly greater than those of the respec-
tive control groups (307 £56 and 24,5 +3.9), The exposure to Al
or onhy to acid pH for 6h did not affect fish hematocrit, which
did not differ from control value (21,8 £3.2%) (Fig. 1B}, The num-
ber of red blood cells also increased significantly after 24 and
96 h of exposure to Al(29.1% and 37.8%, respectively) and to pH
5121.2% and 27.2%, respectively), in relation to respective contrals
{Fig. 1C), After 6 h, nnl:.r fish exposed to Al showed RBC counts sig-
nificanthy greater (48.3%) than respective control fish (Fig, 1C),

3.2, Flasma ions and osmolaricy

Plasma osmolarity decreased significantly in fish exposed to
Al for 24 h (6.8%) and 96h {12.6%) in relation to respective con-
trols (Fig. 240 Sodium plasmatic concentrations were lower than
respective control values after both time points, decreasing from
1275 to 1124 mM after 24 h and from 1327 to 1093 mM after
96 h of Al exposure (Fig. 2B} Plasma Cl- levels of fish exposed to
Al for 24 and 95 h were also significantly loweer than control fish
{decreased 3.9% and 11.7%, respectively ) (Fig, 2C) Plasma osmolar-
ity as well as the plasmatic concentrations of sodium and chloride
offish exposed to pH 5 did not differ from control values throughout
the study{Fig 24-C), Flasma K* concentrations showed large vari-
ability among different exposure times and experimental groups
{Fig. 2D,

3.3, Flasma protein, giucose and cortisol
Flasma protein levels of Al exposed fish were significanthy

greater than in control fish after 6h (34.7%), 24h (24%) and 96 h

{354% . In fish exposed only to pH 5, for 6 and 24 h, plasma protein
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Fig 4. Immunochistochemistry location of the Ma®K*-ATPase erzyme in the chloride cells {00 of B lineotus used in the sxperiment of 85 h. The arroves indicate strong
immunoreac ivity of Ma“ K- ATPase in the fish of CTR group (A). In the gills of fish expesed to Al group (C), white ammows indicate O weakly sained and also a small number
of O, and in the fish exposad to pH group | B) is noted anincreased number of lamellar and Alamental CC, Scale bar: 30 pm,
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Hl Lameitar CC nificant difference in the Na™/K" - ATPase activity in relation to CTR
_ oz CIFlkemental GG groups (Fig. 6],
o
% 160
W 4 Discussion
5 g 120
% B i The neotropical freshwater fish P lineatus exposed o alu-
. E miniurm, at low water pH (pH 500, exhibited osmoregulatory
- a0 disruption indicated by plasma Na* and Cl- concentration decrease,
- probably due to the reduction of chloride cells density in the gills
5 o and consequent reduced Na*/K*-ATPase activity. Stress condition,
CTR | pH | Al pH | M| CTR | pH | Al supported by high glucose content in plasma, may have corrobo-
&h 34 b sEh rated to osmoregulatory disturbance.

Fig 5 Dersity of chloride cells inm the lamellar and filamental regions of the gills of
P lineatus esp ozed to 6, 24 and 96 hto (TR, pH or Al groups, * Different from the total
number of CC in the respective (TR group; smallletters are redabed o the lamellar CC
and capital letters are related to filamental CC Different ketters indicates statistical
difference for each parameter in each experimental period (P< 005),

leviels were not affected, but increased significanthy (352%) in rela-
tion to control group after 95 h exposure(Fig, 3A), Fishexposed to Al
also showed significantly higher levels of glucose after 6 h(45.3%),
24hi213%)and 96 h (492%) than respective control groups (Fig, 3B,
Flasma glucose levels were not significanthy different between pH
and respective contral groups, in any experimental period (Fig, 3B,
Flasra cortisol concentration did not change significantly among
different treatments, in any experimental period, ranging from 16
to 34 ngmL-1 (Fig, 3C),

34. CC distribution and density

P lineatus from the control group has large number of CC dis-
tributed throughout the filamentand lamellar epitheliuvm{Fig 441
The exposure to acid water did not change such CC distribution
(Fig. 4B), however, after Al exposure CCin the lamella disappeared
and those in the filament were extremely reduced (Fig, 4C) Fig. 5
shows the changes in CC density and localization in the gills of fish
from control, pH and Al groups. In general, exposure to acid water
induced an increase in CC density in both, filament and lamella
{also shown in Fig, 4B}, Conversely, aluminium exposure, although
in acid water, resulted in significant reduction of CC density in the
lamella after 6h and in both filament and lamella after 24 and
ach,

3.5 Gill Ma*/K*-ATPase activity

Ma*/E*-ATPase activity in the gills of fish exposed to Al
at all exposure times, showed significant inhibition (on aver-
age, 50% reduction) when compared to the animals from
control groups (Fig, &), which Ma®/K*-ATPase activity was
1.22 LM Pifmg protein h=!. Acid exposure did not produce amy sig-

8
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i § :
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Fig 6. Percentage of activity of Ma® fK*- ATPase erzyme in the gills of B fneoes
excposed to G, 24 and 86 b to CTR, pH or Al groups, *Different from the CTR group and
* di fierent from the pH group for each experimental period (P« 005,

The concentration of dissolved Al and the pH value used in this
study have already been reported in surface waters in Brazil {Lara
et al., 2001; Flues et al., 2002} due to natural causes or because
of anthropogenic emissions. The concentration of 200 pgL-! of
dissolved Al corresponds to the maximal concentration allowed
by the Brazilian guidelines for freshwater, Howsever, the results of
the present study clearhy showed that this concentration promotes
some serious effects on fish osmoregulation,

Wiater pH of 5is not lethal to P lincatus (Takasusuki et al,, 2004
although it has been found to be the maximal tolerated for most
freshwater fishes (Playle and Wood, 1990; Poléo, 1995; Waring and
Brown, 19951, Values of pH between 6 and 9 are recommended for
freshwater used for the protection of fish communities in Brazil
(CONAMA 357, 2005), However, episodes of rapid acidification in
continental water bodies may occur during ecological accidents, In
such situations Al from the soil is mobilised providing high eleva-
tion of aluminium in its dissolved and more toxic form affecting
fish (Monette and McCormick, 2008)

In the present study, the increased hematocrit and RBC counts
after 24 and 95 h exposure to acid water and to Al in acid water can-
notbe considered as a good indicator of Al exposure, as sugaested by
Witters et al.( 1996, at least, for P lineatus, Changes in blood param-
eters of same species exposed only to low water pH (pH 4.5 at 20 and
30+=C) hawve been described by Carvalho and Fernandes (2005), The
increased number of RBC and hemoglobin content may represent
the secondary stress response, which leads to an increased RBC in
the circulation, because of spleen contraction, to improve O; uptake
for metabolism (Brown, 1993 ; Wendelaar Bonga, 1997; Hontela,
1098, Elevated blood parameters were also described in Salmoni-
formes fish, such as Oncorhynchus mykiss and Salmo trutta, and in
the neotropical fish Leporinus macrocephalus after acute exposure to
Alin acid water (Witters et al,, 1990; Witters ot al., 1995; Barcarolli
and Martinez, 2004 1 In these worlds, Al concentrations varied from
1560200 gL~ Poléo and Hyttered (2003) also registered elevated
blood parameters in zalmons exposed to Al concentrations from 28
to 350 g L-! in alkaline waters.

Stress response in P lineatus was also indicated by the increased
plasma glucose after 6h of Al exposure, The elevation in plasma
glucose is a typical response for any animal facing a stressing situ-
ation {Brown, 1993; Lohner et al,, 2001} and it is mediated by the
catecholamines and cortisol release. The increase in plasma glucose
was the result of gluconeogenic processes or hepatic glucogenoly-
sis to supply the increase in the energy demand caused by stress
(Witters et al., 19958), Hyperglycaemia has been reported, by sev-
eral authors, in fishes exposed to copper (Tavares-Dias et al,, 2002,
to aluminium (Witters et al,, 1995; Barcarolli and Martinez, 2004
and other different stressing situations { Mommsen et al,, 1999}
As the catecholamines are rapidly eliminated from the circulation,
the maintenance of the high plasma glucose levels, as observed in
the present study, could have resulted from cortisol release, which
might hawe occurred just after exposure to pollutant (lwama et
al., 2004). Cortisol is the main corticosteroid hormane in fish, and
toxic agents can there by interfere onits dynamics (Mommsen et al.,
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1299, The absence of significant changes in plasma cortisal, in the
present study, corroborates with the data previously reported by
Langianoand Martinez{ 2008 ) and Pereira-Maduenho and Martinez
(2008, for the same fish submitted to different stressful agent, In
aeneral, the increase in cortisol occurs between 0.5 and 1 h after
cxposure to a contaminantiBarton, 2002 ) returning to the basal lev-
els after some minutes or few hours (Mommsen etal,, 1999; Sloman
et al,, 2001 ; lwama etal.,2004 |, The mobilisation of energy resenves
as part of the stress response alss includes protein metabolizm
(Heath, 1987; Adams et al,, 1990; Mommsen et al., 1999), [n the
case of the present study, the high values of total protein cbserved
in the animals exposed to Al may be the result of two events; pro-
tein mobilisation to meet the higher energy demand imposed by
stress, or cell damage and proteins release due to direct action of
the metal an the cells (Exley et al., 1991 ; Wilson, 199E),

Metals in water may act directly or indirectly via stress hor-
mones in the gills causing changes in osmo-ionic homeostasis.
Freshwater fish undergo passive influx of water and ions efflux and
equilibratesthe osmotic flux excreting large volume of diluted urine
and taking activehy ions by the gills ( Evans et al., 2005; Lingwood
et al,, 2006; Hwang and Lee, 2008), Aluminium, at concentrations
between 100 and 200 pgL-! and at a pH of near to 5.0, interacts
with the gills and favour electrolytes loss (Dietrich and Schlatter,
1989; Exley et al., 1991), However, the present data suggest that Al
interfered on sodium uptake by the gills of P lincatus, Reductions
on plasma ions concentrations in fish exposed to Al were already
reported (Dietrich and Schlatter, 1989; Exley et al., 1991 ; Witters
et al., 19961, Reductions in plasma sodium and chloride concen-
trations were found in L. macrocephalus exposed to Al in acid pH
{Barcarclli and Martinez, 2004) and salmon in similar conditions
{Monette and McCormids, 2008],

Decreased plasma ionic concentrations in stressed fishes cannot
be related only to the reduced active uptake of ions, the increase
in paracellular permeability of the branchial epithelium, which
increases the passive efflux of ions, might represent another cause
{Monette and McCormick, 2008), In this study, the anahsis of chlo-
ride cells (CC) and of Ma*/K*-ATFase was used as an approach to
understand which stage of the osmoregulation process would be
damaged in fish exposed to AL

Ma*/K*-ATPase is a protein that is linked to the cell membrane
and it uses energy from the hydrolysis of ATP in order to transport
2K* into the cell and 3Ma* out from the cell to the blood, being of
great importance in the gills of tel eosts ( Lingwood et al,, 2006; Silva
et al,, 2007; Hwang and Lee, 2008), There is a positive correlation
bebaeen the staining of the CC and the activity of this enzymme in
the branchial epithelium of fish (Dang et al., 20000, In the present
study, the lower activity of Na® /K -ATPase determined in the gills
of the fish exposed to Al could be related to the lower activity of
this enzyme in the poorly stained CC and to the smaller number of
CC found in the filaments (due to the death of these cells through
apoptosis and/or necrosis), Monette and McCormick (2008) also
observed similar results in young salmon after acute exposure to
Al in acid pH, These authors claim that the CCs are the main site
for the accumulation of aluminium in the gills, and consequenthy
the death of these cells would facilitate the elimination of Al from
this organ. The few CC noted in the fish exposed to Al seemed to
be displaced mostly to the lamellar region rather than in the fl-
ament, Dang et al, {2000) obtained similar results in Oreachromis
mossambicus exposed to copper, i.e., both a decreased number of CC
in the filaments and the migration of CC to the branchial lamellae.
CCin gill lamellae would be closer to the bloodstream, facilitating
ion uptake, which can also mean that these cells are more resistant
to the metal than the CC that remain in the filament (Dang et al.,
20007, Some of the CC that were found in the lamellae could repre-
sent immature cells as well, with a smaller quantity and/or activity
of Ma®/ K*-ATPase, and thercfore, they were less stained, The pres-

ence of these immature cells might represent the action of cortisal,
which interferes with CC differentiation, In the present study, this
idea would be supported by the occurrence of secondary stress
responses (such as the increase in blood glucose and hermatological
parameters), Besides, itis important to pointout that the immature
CC could show greater concentrations of metallothioneins, proteins
that could bind metals and protect the tissue from the direct action
of metal ions{Dang etal,, 2000).

The increase in the number of CC in fish exposed only o acid
water, at all experimental periods may be related to the mainte-
nance of acid-base balance (Clairborne et al,, 2002; Sakuragui et
al,, 2003; Hwang and Lee, 2008), rather than directly related toion
uptake in these fish, Takasusuldi et al, (2004 ) established a high tol-
erance for changes in water pH for P lineatus, however, a pH of 4.5
is more stressful to this fish species than one of 8.0,

Until now, the exact role of CCsin the ransport of Cl- and Na*
across the gills and in the acid-base regulation is not well estab-
lished, The exchange of HOO5- for Cl= together with the H{ ATPase
toeliminate H* creates an electrical potential that favours the influe
of Ma® (Hwang and Lee, 2008), This may explain, at least in part,
the increasing of these cells in B lineats exposed to low water pH,
allowing fish to maintain an efficient active excretion of H* andion
regulation, H* {ATPase has been found in both the CC and pavernent
cells of the gill (Goss et al,, 1998; Clairborne et al., 2002; Hwang and
Lz, 2008),

In summary, the present study points out relevant results of
thie towticity of Al in acid water to a nectropical Aish species, show-
ing that P. lineatus experienced osmoregulatory disturbances, The
causes of ionic unbalance is probably related to the effects of Al on
Ma*/K*-ATPase activity, on the distribution and number of chloride
cells in the gills as well as the effects associated with the stress
response caused by the presence of the metal,
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