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RESUMO 

O alumínio é muito tóxico para os peixes. Biomarcadores tem sido usados para indicar 

essa contaminação, entretanto são poucos os trabalhos com espécies tropicais. Assim, 

juvenis do peixe neotropical Prochilodus lineatus foram expostos a aproximadamente 200 

μg.L-1 de Al dissolvido em pH ácido (grupo Al), somente pH ácido (grupo pH) ou à água 

com pH 7,0 (grupo CTR) por 6, 24, 96h e 10 dias para avaliar seus efeitos em parâmetros 

hematológicos, osmo-iônicos, metabólicos e endócrino, além dos parâmetros 

morfológicos, por meio de MO, MEV, MET, AFCC e EDS das brânquias. Os peixes 

expostos ao Al tiveram os parâmetros hematológicos e metabólicos aumentados em 

relação ao grupo CTR. Os parâmetros osmo-iônicos foram significativamente menores 

nesses peixes assim como a enzima Na+/K+-ATPase e o número de CC nos mesmos 

animais. A MO revelou que os peixes expostos ao Al mostraram lesões mais amplamente 

distribuídas nas brânquias e consideradas mais severas, quando comparados aos demais 

grupos, sendo que as principais alterações foram hiperplasia do epitélio branquial, fusão 

lamelar e hipertrofia das células mucosas. Nos animais expostos ao pH a principal 

alteração foi a hipertrofia celular, principalmente das CC. A MEV permitiu destacar o 

extenso desarranjo nas lamelas dos peixes dos grupos Al,  descamação do epitélio além da 

redução do espaço interlamelar e fusão lamelar. CC com aspecto “esponjoso” foram 

notadas nos grupos pH e Al além da alteração no padrão das microcriptas das célula pv em 

ambos os grupos. Animais expostos ao Al mostraram ainda AFCC menores em relação 

aos CTR e o EDS indicou picos de Al maiores nesses grupos. A MET mostrou que os 

animais expostos ao Al têm mais CC deslocadas para as pontas das lamelas e que essas 

células apresentam o citoplasma menos denso, com uma menor quantidade de túbulos e 

mitocôndrias e núcleos formas alteradas, além de mais vacúolos. A espessura das lamelas 

é maior devido ao inchaço das pv, reduzindo o espaço interlamelar. Os resultados 

permitiram concluir que exposições ao Al em meio ácido prejudicam principalmente a 

capacidade de hiperregulação dos peixes afetando a tomada ativa de íons nas brânquias 

além de sérias alterações estruturais nas brânquias, comprometendo a sobrevivência dos 

animais nessas situações. 

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

osmorregulação, 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 μg.L-1 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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ORGANIZAÇÃO GERAL DO TRABALHO 

 

 

Este trabalho compila a pesquisa e os resultados do projeto de doutorado, sendo 

que estes serão apresentados em 5 partes para uma melhor organização. 

A parte I inclui uma apresentação geral do assunto, com uma revisão de literatura 

que abrange todos os pontos abordados no trabalho, buscando trazer um pouco do que já 

foi publicado, desde trabalhos mais antigos como também os mais recentes disponíveis. 

Também conta com o objetivo e as metas que o trabalho procurou investigar, além das 

referências citadas nessa parte do texto. 

O restante do trabalho foi organizado com duas abordagens distintas: a que consta 

na Parte II trata de parâmetros funcionais analisados no peixe Prochilodus lineatus, 

trazendo pra isso dados de diversos parâmetros analisados no sangue e no plasma além 

também das brânquias. Essa parte já está na forma final de um artigo aceito para 

publicação no periódico internacional “Aquatic Toxicology” (Elsevier), sendo que a 

versão em inglês está anexada ao final da tese. 

A Parte III traz a segunda abordagem realizada, que buscou investigar a morfologia 

das brânquias do referido peixe, em nível estrutural (pela microscopia de luz) e ultra-

estrutural (pela microscopia eletrônica) buscando, assim, complementar a análise realizada 

na primeira parte. Mais adiante esta parte do trabalho também será encaminhada para 

publicação em um periódico específico ainda a ser determinado. 

A Parte IV traz considerações finais sobre o trabalho, buscando juntar o que foi 

mais relevante em cada uma das duas abordagens em um só texto. 

A Parte V consiste nas conclusões gerais extraídas do trabalho e apresentadas de 

modo direto para simplificar o entendimento.
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

Os efeitos do alumínio sobre os peixes têm sido intensivamente estudados desde 

a década de 80, em várias 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 e Martinez, 2004; Monette e 

McCormick, 2008). Grande parte do interesse dos pesquisadores em relação ao 

alumínio 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; Ščančar et al., 2004). 

 O Al não é um metal essencial para humanos (Batalha e Parlatore, 1977; 

Ščančar et al., 2004) e sua presença normalmente é relacionada com danos em nível 

celular ou sistêmico, já que pode se acumular em diferentes órgãos, causando 

alterações metabólicas. Ainda, tem sido relacionado ao câncer de mama (Darbre, 

2005; Mannello et al., 2009), doenças renais (Mahieu et al, 2005) e ao aumento na 

incidência de doenças neurológicas, como Mal de Parkinson e Alzheimer (Hughely et 

al., 1993). No ambiente aquático, uma alta toxicidade do Al já foi mostrada em vários 

trabalhos com peixes (Exley et al., 1991; Poléo et al., 1997; Vuorinen et al., 1999; 

Monette e McCormick, 2008). 

O Al pode se transferir de utensílios de cozinha contaminando os alimentos 

(Alberti et al., 2003; Dashiti et al., 2004; Santos et al., 2004; Ščančar et al, 2004; 

Karbouj et al., 2009); está presente na poeira de centros urbanizados e com grande 

industrialização (Casarini et al., 2001; Jordão et al., 2002), além de ser comumente 

usado em fórmulas de desodorantes antiperspirantes (Darbre, 2005; Mannello et al., 

2009) e agentes floculantes para o tratamento de água (Silva et al., 2007; Cetesb, 

2008). Entretanto, a forma pela qual o Al torna-se mais disponível para os organismos 

é, sem dúvida, por meio da passagem dos íons do metal presentes naturalmente no 

solo para os corpos de água, principalmente em decorrência da acidificação dos 

mesmos (Guibaud e Gualthier, 2003; Hindar, 2005). 

Poléo (1995) explica que a toxicidade do Al pode ser justificada pela sua 

polimerização quando o pH do meio atinge o valor 5,0. Normalmente o que se 

encontra diluído na água com pH inferior a 4,0 é a forma octaédrica hexaidratada 

Al(H2O)6
3+, ou como é comumente citada, Al3+. Quando o pH se eleva para 5,0 
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espera-se a formação de hidróxidos de Al pela perda de prótons (principalmente o 

Al(OH)2(H2O)4
+) e a ligação de várias moléculas do octaedro desprotonado, formando 

cadeias de hidróxidos de Al. Essa é a forma mais comum do Al na água, com pH 

entre 5,0 e 6,0, e a maior responsável pela toxicidade aguda do Al (Poléo, 1995). Esse 

dado é extremamente relevante quando se sabe que cada dia mais os corpos de água 

do mundo têm sofrido processos de acidificação, em decorrência de ações antrópicas 

como poluição e industrialização exagerada, levando principalmente às chuvas ácidas 

(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 disponibilização de íons 

metálicos, 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 importância no estudo com metais, a acidez por si só 

já funciona como um agente estressor para os peixes, causando problemas 

reprodutivos (Vuorinen et al., 2003), hematológicos (Wood e McDonald, 1982; 

Carvalho e Fernandes, 2006), endócrinos e metabólicos (Cole et al., 2001). 

Entretanto, a acidez associada ao Al faz com que os principais problemas sejam 

percebidos nas brânquias desses animais (Exley et al., 1991; Waring e Brown, 1995; 

Cole et al., 2001; Fivelstad et al., 2003, Teien et al., 2006).  

As brânquias dos peixes já foram extensivamente estudadas e vem sendo o alvo 

de vários 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 brânquias são 

órgãos multifuncionais diretamente envolvidos nas trocas gasosas, osmorregulação, 

equilíbrio ácido-básico e eliminação de excretas nitrogenadas (Poleksic e Mitrovic-

Tutundzic, 1994; Martinez e Cólus, 2002; Fernandes e Mazon, 2003). Devido à sua 

importância para o peixe e grande superfície de contato com a água, as brânquias 

representam o primeiro órgão afetado após exposição a contaminantes, servindo como 

bom indicador de contaminação aquática (Mallat, 1985; Fanta et al., 2003; Thophon 

et al., 2003). 

Segundo Exley et al. (1991) os efeitos do Al sobre as brânquias podem ser 

resumidos em: 1) aumento na barreira de difusão dos gases respiratórios, devido à 

proliferação excessiva das células de muco, como forma de proteção ao órgão; 2) 
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efeitos diretos do Al sobre o epitélio, já que este pode precipitar-se lesando o tecido e 

3) os efeitos histopatológicos causados pelo metal quando este é absorvido, como 

edema, fusão lamelar, hipertrofia e hiperplasia celular, degeneração e necrose. Uma 

vez dentro das células, o Al pode competir com outros íons, como o Mg+, Ca2+ ou 

mesmo com o ATP, afetando assim o funcionamento de proteínas de transporte, como 

a Na+/K+-ATPase. 

A Na+/K+-ATPase é uma proteína de membrana cuja principal função nas 

células é transportar 2K+ para dentro da célula e 3Na+ para fora dela, usando para isso, 

a energia da hidrólise do ATP. Sendo as brânquias o local primário de transporte 

iônico nos peixes, a Na+/K+-ATPase é bastante encontrada nas células ricas em 

mitocôndrias desse órgão, principalmente nos teleósteos (Lingwood et al., 2006; Silva 

et al., 2007; Hwang e Lee, 2008). Vários são 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 após 

exposições ao Al (Silva et al., 2007; Monette e McCormick, 2008).  

As células ricas em mitocôndrias ou células-cloreto das brânquias possuem 

especial importância na osmorregulação dos peixes por serem as principais células 

transportadoras de íons em teleósteos (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, próximo à base das lamelas 

(Perry, 1997; Hirose et al., 2003) e possuem uma ampla área superficial devido à 

presença de invaginações da membrana baso-lateral (Hirose et al., 2003). Como o 

próprio nome diz, possui muitas mitocôndrias (o que reflete uma grande atividade 

metabólica), e também muitos canais de Na+, trocadores Cl-/HCO3
-, bombas Na+/K+-

ATPase, canais de Ca2+ e Ca2+ATPase (Perry, 1997; Clairborne et al., 2002). Todos 

esses transportadores são muito importantes na manutenção da homeostase dos 

fluidos corporais em teleósteos dulcícolas, já que estes compensam a perda de íons 

por difusão e o ganho osmótico de água absorvendo ativamente Ca2+, Na+ e Cl- 

através das brânquias e produzindo muita urina diluída, 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 eletroquímico favorável à tomada 

passiva de Na+ por canais de Na+ no epitélio e acidificam a camada mais externa. 
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Na membrana apical, um antiporte Cl-/ HCO3
- leva Cl- para dentro da célula, 

enquanto que o H+ e o HCO3
- intracelular são provavelmente derivados da 

hidratação do CO2. O Cl- 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 teleósteos dulcícolas pareçam ter menos Na+/K+-ATPase do que os animais 

marinhos, elas ainda possuem uma quantidade muito maior dessa enzima do que as 

outras células do epitélio branquial (Perry, 1997). 

 

 

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

dulcícolas (extraído de Lingwood et al., 2006). 

 

Além da análise da enzima responsável pelo transporte iônico nos peixes, uma 

investigação da própria osmolaridade e das concentrações individuais dos principais 

íons (Na+, K+ e Cl-) podem revelar alterações no processo de hiperregulação em um 

peixe dulcícola submetido a algum estressor (Heath, 1987; Wang e Yin, 1997). No 

caso dos animais expostos ao Al, o que normalmente tem sido relatado é a diminuição 

significativa dos íons plasmáticos e conseqüentemente da osmolaridade (Dietrich e 

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

Ytrestoyl et al., 2001); seja em decorrência de uma diminuição da atividade da enzima 
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Na+/K+-ATPase ou devido a danos estruturais nas células-cloreto (Monette e 

McCormick, 2008). Assim, a análise histológica das brânquias de peixes expostos ao 

Al (principalmente em meio ácido) pode indicar o grau de toxicidade do Al e os 

possíveis mecanismos de ação nos peixes. 

 Alterações histológicas aparecem como respostas de médio-prazo quando 

animais são submetidos a estressores sub-letais (Silva e Martinez, 2007), 

representando um método rápido de detectar os efeitos de tais estressores, 

especialmente após exposições crônicas (Bernett et al., 1999). Ainda, são mais fáceis 

de serem observadas e podem indicar possíveis alterações funcionais (Fanta et al., 

2003). Vários autores têm usado biomarcadores histopatológicos 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 laboratório (Wester e 

Canton, 1991; Thophon et al., 2003). Esses autores apontam como uma das principais 

vantagens das análises histológicas a possibilidade de se avaliar os efeitos de um 

contaminante em um órgão-alvo específico, como as brânquias no caso do Al, 

servindo como sinal de alerta para riscos à saúde dos animais (Hinton e Laurén, 

1990). 

A maioria dos trabalhos realizados com Al até o momento concentra-se em 

regiões de clima frio ou temperado, no hemisfério Norte, muito provavelmente porque 

essas regiões, já muito urbanizadas e desenvolvidas, enfrentam problemas com 

acidificação dos ambientes aquáticos há mais tempo que a região tropical. Em locais 

onde existe ainda a possibilidade do derretimento de neve quando a temperatura 

aumenta, o problema da acidificação de corpos de água doce é ainda mais comum 

(Howels, 1984; Brunelli e Tripepi, 2005; Laudon et al., 2005), fazendo com que 

qualquer concentração 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 são localizados próximos de grandes centros urbanos 

ou áreas extensivamente agrícolas (Lara et al., 2001; Artaxo et al., 2005; Cetesb, 

2008). Considerando ainda que o Al é constituinte natural de muitos tipos de solo 

(Horbe et al., 2005), a situação antes notada apenas na Europa e América do Norte, 

passa a ser mais comum por aqui, gerando a necessidade de que mais estudos com Al 

em meio ácido sejam realizados com espécies nativas. 
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Um bom exemplo de espécie nativa da região neotropical é o Prochilodus 

lineatus, popularmente conhecido como curimba. Trata-se de uma espécie comum nas 

regiões Sul e Sudeste do Brasil, com grande relevância econômica e alta tolerância ao 

pH baixo (Takasusuki et al., 2004). Vários trabalhos têm mostrado o curimba como 

uma espécie sensível 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 e Martinez, 2006; Camargo e 

Martinez, 2007; Vanzella et al., 2007). 

 

Assim, considerando o exposto, o seguinte trabalho teve como objetivo avaliar 

os efeitos de exposições ao Al em meio ácido para uma espécie de peixe dulcícola da 

região neotropical. Para isso, duas abordagens foram seguidas: uma analisando 

aspectos morfo-funcionais das brânquias, que procurou avaliar os efeitos de 

exposições agudas (6, 24 e 96h) sobre a osmorregulação, estudando, portanto, a 

osmolaridade e os íons plasmáticos, a distribuição das células-cloreto e a atividade da 

enzima Na+/K+-ATPase branquial; uma averiguação da provável resposta de estresse 

em decorrência das exposições também foi realizada, avaliando pra isso parâmetros 

hematológicos, metabólicos e o hormônio cortisol. O segundo enfoque levou em 

consideração os possíveis efeitos estruturais causados por exposições agudas (6, 24 e 

96h) e sub-crônica (10 dias) ao Al, avaliando pra isso as brânquias por meio de 

microscopia de luz e eletrônica de varredura e transmissão, além de microanálise de 

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

 

• Avaliar os efeitos de exposição ao Al em meio ácido nas brânquias e em 

processos relacionados a elas, no peixe neotropical Prochilodus lineatus.  

 

METAS 

 

• Realizar testes agudos e sub-crônicos com uma concentração sub-letal de 

Al; 

• Analisar parâmetros osmoiônicos e relacionados à resposta de estresse 

(hematológicos, metabólicos e endócrino) nos peixes utilizados nos 

testes; 

• Analisar as brânquias por meio de microscopia de luz e eletrônica de 

varredura e transmissão, dando ênfase nas células-cloreto; 

• Investigar a deposição do Al na superfície branquial por meio de 

microanálise por raios-X. 
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RESUMO 
 

Exemplares juvenis do peixe neotropical Prochilodus lineatus foram expostos a 196 

μg.L-1 de Al dissolvido em água ácida (grupo Al), somente à água ácida (grupo pH) 

ou à água com pH neutro (grupo CTR) por 6, 24 e 96h. Os efeitos do Al foram 

avaliados em parâmetros hematológicos (hemoglobina, hematócrito, número de 

eritrócitos), osmo-iônicos (íons, osmolaridade, densidade e distribuição de células-

cloreto (CC) e a atividade da enzima Na+/K+-ATPase nas brânquias), metabólicos 

(proteínas e glicose) e endócrino (cortisol). Os peixes expostos ao Al tiveram todos os 

parâmetros hematológicos e metabólicos aumentados em relação ao CTR. Nos peixes 

expostos ao Al por 24 e 96h os parâmetros osmo-iônicos foram significativamente 

menores e a identificação da enzima Na+/K+-ATPase por imunohistoquímica mostrou 

uma redução no número de CC nas brânquias. A atividade da enzima foi cerca de 

50% menor nos animais expostos ao Al em todos os tempos. Considerando todos os 

resultados juntos, foi possóvel notar que exposições agudas ao Al causaram 

desequilíbrios iônicos, provavelmente devido aos efeitos do Al sobre a atividade da 

enzima Na+/K+-ATPase, à distribuição e número das CC assim como aos efeitos 

associados à resposta de estreese causada pela presença do metal. 

 

Palavras-chave: alumínio, células-cloreto, brânquias, enzima Na+/K+-ATPase 

branquial, resposta de estresse. 
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1. Introdução 

O alumínio é o metal mais abundante da crosta terrestre e ocorre 

principalmente como óxidos e silicatos de alumínio (Sčančar et al., 2004). O alumínio 

é também encontrado no ar atmosférico de grandes cidades e áreas industrializadas 

(Casarini et al., 2001), além de ser usado como agente floculante no tratamento de 

água (Silva et al., 2007). Algumas áreas da nglaterra, Estados Unidos e República 

Tcheca mostraram altas concentrações de Al na água de seus rios, alcançando valores 

de até 1350 μg.L-1 de Al total devido à poluição do ar e chuvas ácidas (Guibaud e 

Gualthier, 2003). No Brasil, esse metal é naturalmente encontrado no solo da região 

Amazônica onde as águas dos rios e córregos tem naturalmente pH baixo (Hara e 

Oliveira, 2004; Artaxo et al., 2005; Horbe et al., 2005). No Estado de São Paulo 

(sudeste do Brasil), 35% dos pontos avaliados em águas superficiais destinadas ao 

consumo humano contem altos níveis de Al dissolvido (de 100 a 5700 μg.L-1) 

(CETESB, 2008). Ainda, de acordo com a legislação brasileira, os limites para Al 

dissolvido em água doce ficam entre 100 e 200 μg.L-1 (CONAMA 357, 2005). 

O alumínio é muito tóxico para os peixes e a maioria dos estudos sobre 

toxicidade desse metal é restrita à espécies de peixes do Hemisfério Norte (Peuranen 

et al., 2002; McCartney et al., 2003; Silva et al., 2007; Monette e McCormick, 2008). 

Em área tropicais e neotropicais esses estudos ainda são raros (Barcarolli e Martinez, 

2004), deixando uma lacuna no conhecimento sobre os efeitos fisiológicos do Al em 

espécies neotropicais de peixes, onde as altas temperaturas naturais da água podem 

ainda aumentar sua toxicidade (Lydersen et al., 1990).  

A maioria dos estudos sobre a toxicidade do Al inclui também a relação do pH 

da água, já que a solubilidade do Al aumenta linearmente com a redução do pH, 

aumentando a presença de Al inorgânicos, a forma mais tóxica para os peixes 

(Gensemer e Playle, 1999). Por outro lado, a acidez por si só, causa vários efeitos nos 

peixes, como problemas hematológicos (Wood e McDonald, 1982; Carvalho e 

Fernandes, 2006), endócrinos e metabólicos (Cole et al., 2001) e reprodutivos 

(Vuorinen et al., 2003). Entretanto, quando a acidez é associada ao Al na água, os 

efeitos parecem se concentrar principalmente nas brânquias e nos processos 

fisiológicos relacionados a esse órgão (Waring e Brown, 1995; Cole et al., 2001; 

Teien et al., 2006). As brânquias são órgãos multifuncionais com especial importância 
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na osmorregulação de peixes (Hwang e Lee, 2008). Este órgão representa o principal 

órgão-alvo para poluentes devido sua extensa área de superfície em contato com o 

meio externo e a barreira muito estreita que oferece entre o ambiente e o meio interno 

do peixe (Dang et al., 2000; Cerqueira e Fernandes, 2002). Brânquias são os órgãos 

mais afetados pela contaminação 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 brânquias, o principal tipo celular relacionado com a regulação iônica são 

as células-cloreto (Hirose et al., 2003), que estão localizadas principalmente nos 

filamentos branquiais, próximas da base da lamela (Perry, 1997; Hirose et al., 2003). 

Células-cloreto (CC) são grandes e arredondadas e caracterizadas por muitas 

mitocôndrias e 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, teleósteos de água doce 

compensam a perda iônica por difusão e o ganho osmótico de água absorvendo 

ativamente Na+, CI- e Ca+2, pelas brânquias e produzindo grandes volumes de urina 

diluída, respectivamente (Hirose et al., 2003). Então, a análise dos íons e da 

osmolaridade do plasma, associada com a densidade e localização das CC, além da 

atividade da enzima Na+/K+-ATPase, que transporta ativamente íons nas brânquias, 

activity, podem ajudar no entendimento dos mecanismos pelos quais o Al é tóxico 

para teleósteos dulcícolas (Peuranen et al.,1993; Vuorinen et al., 2003). Portanto, no 

presente estudo foi realizada uma abordagem integrada examinando parâmetros 

osmo-iônicos e hematológicos além de outros associados com a resposta de estresse 

para avaliar os efeitos de exposições agudas ao Al em pH ácido na osmorregulação do 

peixe Prochilodus lineatus.  Esta espécie foi escolhida por ser representativa da 

iciofauna neotropical e ser comumente encontrada em rios das regiões 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 Estação 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 água não-clorada, aeração 

constante e fotoperíodo de 12h:12h. Durante a aclimatação, os animais foram 

alimentados a cada 2 dias, com ração comercial com 36% de proteína (Guabi®, BR) 

sendo a alimentação suspensa 24h antes do início dos testes de toxicidade. Os 

parâmetros físicos e químicos da água foram continuamente monitorados (T = 21,8 ± 

0,9 ºC; pH = 7,5 ± 0,1; OD = 7,5 ± 0,7 mgO2.L-1; condutividade = 133,4 ± 9,7 μS.cm-1; 

dureza = 42,5 ± 6,0 mg.CaCO3.L-1). 

Depois da aclimatação, grupos de peixes (de 6 a 7 por aquário) foram transferidos 

para aquários de vidro de 100L cada, contendo água como o seguinte:  peixes dos 

grupos CTR em água com pH neutro; peixes dos grupos pH em água com pH ácido (≈ 

5,0); peixes dos grupos Al em água com pH ácido (≈ 5,0) + alumínio. O pH ácido foi 

conseguido pela adição de HCl 50% e o Al foi adicionado na concentração nominal 

de 1000 μg.L-1 na forma de Al2(SO4)3. Os testes de toxicidade em cada tempo 

experimental (6, 24 e 96 h) foram desenvolvidos separadamente em diferentes 

aquários. Todos os testes foram realizados com duplicatas. 

Durante dos testes, a água foi monitorada para temperatura, pH, oxigênio 

dissolvido e condutividade. Amostras de água foram coletadas imediatamente após 

cada tempo experimental e foram analisadas para concentração de Al dissolvido e Al 

total, usando espectrometria de absorção atômica. A concentração de Al toal foi 

determinada em amostras de água não-filtradas e a concentração de Al dissolvido foi 

determinada em amostras de água filtradas (0,45 μm); para ambas análises, amostras 

forama cidificadas com HNO3.  

Depois de cada período experimental, os peixes foram anestesiados com 

benzocaína (0,1 g.L-1) e amostras de sangue foram retiradas pela veia caudal por meio 

de seringas heparinizadas. Os animais foram então mortos por secção medular e as 

brânquias foram removidas e processadas para imunohistoquímica contra a enzima 

Na+/K+-ATPase e para o ensaio enzimático. Imediatamente após a amostragem, o 

sangue foi centrifugado (10 min, 10.000 g) e as amostras de plasma foram congeladas 

(-20ºC) para medição posterior da osmolaridade, concentrações de íons, cortisol, 

proteínas e glicose.  
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2.1. Análises hematológicas 

Amsotras de sangue foram usadas para a determinação de hemoglobina (Hb), 

hematócrito (Hct) e contagem de células vermelhas (RBC). Hct foi determinado pela 

técinca de micro-hematócrito, usando capilares heparinizados e centrifugados por 5 

min em centrífuga apropriada. A Hb foi deterinada pelo método da 

cianometahemoglobina, em espectrofotômetro (Libra S32, Biochrom, UK) usando um 

kit comercial (Analysa, Brazil). O RBC foi contado em amostras de sangue fixadas 

com tampão formol citrato, usando uma câmara de Neubaues espelhada, em 

microscópio de luz (magnificação de 400x). 

 

2.2. Idetificação das células-cloreto nas brânquias 

As brânquias foram lavadas com solução 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 μm 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 identificação 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 (IgGα5) e como 

segundo antisoro foi usado o IgG goat-anti-mouse. Subsequentemente, 3-3-

diaminobenzidine (DAB) em tampão Tris-salino, contendo H2O2 (0,03%) foi aplicado 

e finalmente os cortes foram desidratados e montados.  

As células-cloreto foram quantificadas em relação ao comprimento do filamento 

(mm) de acordo com sua localização: no filamento (CCF) ou nas lamelas (CCL), 

usando um fotomicroscópio (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 número de CC por mm de filamento (média ± DP). 

 

2.3. Atividade da enzima Na+/K+-ATPase nas brânquias  

Após a lavagem dos arcos branquiais, os filamentos foram removidos e 

transferidos para tubos plásticos contendo tampão SEI (sacarose, Na2EDTA e 

imidazol, β-mercaptoethanol, pH 7,4) e então mantidos congelados (-20ºC) até o 

momento do ensaio enzimático. Para o ensaio, os filamentos foram homegeneizados 
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com o tampão SEI (10x o volume) e centrifugados (10.000 g, 15 min, 4ºC). 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 liberação de fosfato 

pelas amostras incubadas em tampão (NaCl, MgCl2, imidazol, EDTA, ATP, pH 7,6) 

contendo KCl ou ouabaína. Uma solução de fosfato de 0,65 mM (Sigma) foi usada 

como padrão 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 μmol Pi/mg protein.h-1. 

 

2.4. Análises osmo-iônicas 

As concetrações de Na+ e K+ foram medidas no plasma usando um fotômetro de 

chama (Analyzer, Brazil). A concentração de Cl- foi determinada pelo método do 

tiocianato em espectrofotômetro a 470 nm (kit comercial, Analisa, Brazil). A 

osmolaridade foi determinada por congelamento usando-se um osmômetro apropriado 

(Osmomat 030, Gonotec, Germany). 

 

 2.5. Concentrações plasmáticas de cortisol, glicose e proteínas 

O cortisol foi determinado no plasma por meio de kit comercial imunoenzimático 

(Diagnostic Systems, Laboratories, USA), e a absorbância foi lida em leitora de 

microplacas a 450nm. A concentração de glicose foi determinada usando um kit 

comercial colorimétrico, (Labstest, Brazil) a 505 nm em espectrofotômetro. A 

concentração plasmática de proteínas foi determinada de acordo com o método 

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

 

2.6. Análise estatística    

Os resultados estão 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 análise de variância fator único (ANOVA) ou o teste de Kruskall-

Wallis, dependendo da normalidade e homogeneidade dos dados. As eventuais 

diferenças foram identificadas pelo post hoc teste de Tukey, com comparações entre 

todos os tratamentos. Diferenças estatísticas foram consideradas quando P< 0,05. 
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3.  Resultados 

Os valores dos parâmetros físicos e químicos da água em cada grupo experimental 

de cada período experimental estão mostrados na Tabela 1. Valores de temperatura, 

oxigênio dissolvido, condutividade e dureza não variaramsignificativamente entre os 

grupos. Somente um peixe do grupo Al morreu após 24h de exposição. Nenhum peixe 

morreu nos demais grupos. 

 

Tabela 1. Parâmetros físicos e químicos das amostras de água coletadas nos diferentes 

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

Parâmetro grupo CTR  grupo pH  grupo Al  

Temperatura 

 (ºC) 
22,4 ± 0,5 22,4 ± 0,5 22,5 ± 0,5 

pH 7,6 ± 0,5 5,1 ± 0,3 5,2 ± 0,1 

Oxigênio dissolvido 

(mgO2.L-1) 
7,6 ± 1,0 7,4 ± 0,9 7,5 ± 0,8 

Condutividade 

(μS.cm-1) 
83,7 ± 23,6 104,1 18,3 104,6 15,0 

Dureza 

 (mgCaCO3.L-1) 
41,3 ± 7,9 41,6 ± 5,9 44,1 ± 7,3 

Al total 

(μg.L-1) 
ND ND 438,00 ± 36,33 

Al dissolvido 

(μg.L-1) 
ND ND 196,00 ± 26,08 

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

A concentração de hemoglobina, o hematócrito e a contagem de células 

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

CTR após 24 e 96h (Fig. 1). Após 6h de exposição, somente os peixes do Al 

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

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

média e as linhas verticais o DP. * indica diferença significativa em relação ao grupo 

CTR e # indica diferença estatística em relação ao grupo pH para cada tempo 

experimental (P< 0,05) 
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Os peixes expostos ao Al por 24 e 96h mostraram redução significativa na 

osmolaridade plasmática, assim como nos íons sódio e cloreto quando comparados 

aos grupos CTR. (Figs. 2A, 2B, 2C). Não houve diferença significativa nesses 

parâmetros nos animais expostos somente ao pH ácido quando comparados aos 

grupos CTR. As concentrações plasmáticas de potássio mostraram grandes variações 

entre os diferentes tempos e grupos experimentais (Fig. 2D).  

 

Fig. 2. Osmolaridade plasmática (A) e concentrações plasmáticas de sódio (B), cloreto 

(C) e potássio (D) de P. lineatus expostos por 6, 24 e 96h aos grupos CTR, pH ou Al. 

As barras indicam média e as linhas verticais o DP. * indica diferença significativa 

em relação ao grupo CTR e # indica diferença estatística em relação ao grupo pH para 

cada tempo experimental (P< 0,05). 

 

Os peixes dos grupos Al mostrarm altos níveis de glicose e proteínas totais quando 

comparados aos dos grupos CTR e pH, em todos os períodos experimentais (Figs. 3A, 

3B). As concentrações plasmáticas de cortisol não variaram significativamente entre 

os diferentes tratamentos (Fig. 3C). 
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Fig. 3. Concentração plasmática de proteínas (A), glicose (B) e cortisol (C) de P. 

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

média e as linhas verticais o DP. * indica diferença significativa em relação ao grupo 

CTR e # indica diferença estatística em relação ao grupo pH para cada tempo 

experimental (P< 0,05). 
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A imunohistoquímica revelou que os P. lineatus dos grupos CTR mostraram mais 

CC distribuídas pelos filamentos e lamelas (Fig. 4A) do que os demais grupos. A 

exposição à água ácida aumentou o número de CC nos filamentos e nas lamelas (Fig. 

4B), entretanto, os animais expostos ao Al mostraram grande redução no número de 

CC nas lamelas e nos filamentos (Fig. 4C).  

 

 

Fig. 4. Localização imunohistoquímica 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 brânquias dos peixes expostos 

ao pH (B) nota-se um aumento no número de CC nas lamelas e nos filamentos. Já nos 

animais expostos ao Al (C) as setas brancas indicam CC fracamente coradas e um 

número menor de células no epitélio como um todo. Barra de aumento 30 μm. 
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A Figura 5 mostra as alterações na densidade e localização das CC nos animais 

dos grupos CTR, pH e Al. No geral, a exposição ao pH ácido induziu um aumento na 

densidade de CC tanto no filamento como nas lamelas. Ao contrário, a exposição ao 

Al, mesmo que em pH ácido, resultou em uma redução significativa das CC nas 

lamelas já após 6h e nas lemelas e filamentos após 24 e 96h. A atividade da enzima 

Na+/K+-ATPase nas brânquias dos peixes expostos ao Al, em todos os períodos 

experimentais, mostrou-se inibida (em média 50% de inibição) quando comparada aos 

animais dos grupos CTR (Fig. 6), cuja atividade da Na+/K+-ATPase teve um valor 

médio de 1,22 μM Pi/mg protein.h-1. A exposição ao pH ácido não resultou em 

diferenças significativas na atividade da enzima, em relação aos grupos CTR (Fig. 6). 

 

 

Fig. 5. Densidade de céluls-cloreto nas lamelas e nos filamentos das brânquias de P. 

lineatus expostos por 6, 24 e 96h aos grupos CTR, pH ou Al. * indica diferença 

significativa no número total de CC em relação aos respectivos grupos CTR; letras 

minúsculas são relacionadas às CC das lamelas e letras maiúsculas referem-se às CC 

do filamento. Letras diferentes indicam diferença estetística para cada parâmetro em 

cada período experimental (P< 0,05). 
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Fig. 6. Porcentagem da atividade da enzima Na+/K+-ATPase nas brânquias de 

P.lineatus  expostos por 6, 24 e 96h aos grupos CTR, pH ou Al. * indica diferença 

etatística em relação aos grupos CTR e # indica diferença estatístcia em relação aos 

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

 

4. Discussão 

O peixe dulcícola neotropical P. lineatus exposto ao alumínio, em água com pH 

baixo (pH = 5,0), exibiu problemas osmorregulatórios indicados pela diminuição das 

concentrações plasmáticas de Na+ and Cl-, devido provavelmente à redução da 

densidade de CC nas brânquias e conseqüentemente a redução da atividade da 

Na+/K+-ATPase. Resposta de estresse, suportada pelo alto nível de glicose no plasma, 

pode também ter corroborado com a perturbação osmoiônica.  

A concentração de Al dissolvido e o valor de pH usados nesse estudo já foram 

relatados em água superficiais no Brasil (Lara et al., 2001; Flues et al., 2002 ; 

Migliavacca et al., 2005; CETESB, 2008) devido a causas naturais ou emissões 

antropogênicas. A concentração de 200 μg.L-1 de Al dissolvido corresponde à máxima 

concentração permitida pela legislação brasileira para água doce. Entretanto, os 

resultados do presente estudo claramente mostram que valores próximos dessa 

concentração promovem sérios efeitos na osmorregulação de peixes.  

A água com pH de 5,0 não é letal para P. lineatus (Takasusuki et al, 2004) embora 

já tenha sido relatado que esse valor é o máximo tolerado para a maioria dos peixes de 

água doce (Playle e Wood, 1990; Poléo, 1995; Waring e Brown, 1995). Valores de 
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pHentre 6,0 e 9,0 são recomendados para ambietes dulcícolas e proteção das 

comunidades de peixe no Brasil (CONAMA 357, 2005). Entretanto, episódios de 

rápida acidificaçãoem corpos de água continental podem ocorrer durante acidentes 

ecológicos. Em tais casos, o Al do solo é mobilizado promovendo alta elevação no 

alumínio em sua forma dissolvida e mais tóxica, afetando os peixes (Monette e 

McCormick, 2008). 

No presente estudo, o aumento do Hct e da contagem do RBC após 24 e 96h de 

exposição ao pH ácido ou ao Al em pH ácido não podem ser considerados bons 

indicadores da exposição ao Al, como sugerido por Whitters et al. (1996), pelo menos 

para P. lineatus. Mudanças os parâmetros de sangue da mesma espécie expostas 

somente à água ácida (pH=4,5 at 20 and 30oC) foram descritas por Carvalho e 

Fernandes (2006). O número aumentado de RBC e conteúdo de Hb podem representar 

resposta secundária de estresse, que leva ao aumento das células vermelhas na 

circulação, por causa da contração do baço, para melhorar a tomada de O2 para o 

metabolismo (Brown, 1993; Wendelaar Bonga, 1997; Hontela, 1998). Parâmetros 

sagüíneos elevados também foram descritos em peixes Salmoniformes, tais como 

Salmo trutta e Oncorhynchus mykiss, e no peixe neotropical Leporinus 

macrocephalus depois de exposição aguda ao Al em água ácida (Dietrich e Schlatter, 

1989; Whitters et al., 1990; Whitters et al., 1996; Barcarolli e Martinez, 2004). Nesses 

trabalhos, as concentrações de Al variaram de15 a 200 μg.L-1. Poléo e Hytterod 

(2003) também registraram parâmetros sangüíneos elevados em salmões expostos ao 

Al em concentrações de 28 a 359 μg.L-1 em águas alcalinas. 

Resposta de estresse em P. lineatus também foi indicada pelo aumento da glicose 

no plasma após 6h de exposição ao Al. A elevação da glicose no plasma é uma 

resposta típica de qualquer animal enfrentando uma situação estressante (Brown, 

1993; Lohner et al., 2001) e é mediada pela liberação de catecolaminas e do cortisol. 

O aumento da glicose no plasma foi resultado de processos gliconeogênicos ou da 

glicogenólise hepática para suprir a demanda energética causada pelo estresse 

(Witters et al., 1996). Hiperglicemia já foi reportada, por vários autores, em peixes 

expostos ao cobre (Tavares-Dias et al., 2002), ao alumínio (Witters et al., 1996; 

Barcarolli e Martinez, 2004) e outras situações estressantes diferentes (Mommsen et 

al., 1999). Como as catecolaminas são rapidamente eliminadas da circulação, a 

manutenção dos altos níveis de glicose, como observados no presente estudo, pode ser 
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resultado da liberação do cortisol, que deve ter ocorrido logo após a exposição ao 

poluente (Iwama et al., 2004). O cortisol é o principal hormônio corticosteróide em 

peixes, e os agentes tóxicos podem interferir em sua dinâmica (Mommsen et al., 

1999). A ausência de alterações significativas no cortisol plasmático, 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 e 1h 

após a exposição ao contaminante (Barton, 2002) retornando aos níveis basais depois 

de alguns minutos ou poucas horas (Mommsen et al., 1999; Sloman et al., 2001, 

Iwama et al., 2004). A mobilização 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 proteínas 

totais observados nos animais expostos ao Al podem ser resultantes de dois eventos: 

mobilização de prote;ina para suprir a alta demanda energética imposta pelo estresse 

ou ainda, danos celulares com liberação de proteínas devido à ação direta do metal 

sobre as células (Exley et al., 1991 ; Wilson, 1996).  

Metais na água podem agir diretamente ou indiretamente sobre as brânquias via 

hormônios de estresse causando mudanças na homeostase osmo-iônica. Peixes 

dulcícolas sofrem um influxo passivo de água e um efluxo de íons; equilibrando o 

fluxo osmótico por meio da excreção de grandes volumes de urina diluída e da 

tomada ativa de íons pelas brânquias (Goss et al., 1998; Evans et al., 2005; Lingwood 

et al., 2006; Hwang e Lee, 2008). O alumínio, em concentrações entre 100 e 200 

μg.L-1 e em pH próximo de 5,0, interage com as brânquias e favorece a perda de 

eletrólitos (Dietrich e Schllater, 1989; Exley et al., 1991). Entretanto, os presentes 

resultados sugerem que o Al interfira na tomada de sódio pelas brânquias de P. 

lineatus. Reduções nas concentrações plasmáticas de íons em peixes expostos ao Al já 

foram extensivamente relatadas (Dietrich and Schlatter, 1989; Exley et al., 1991; 

Wilkinson e Campbell, 1993; Witters et al., 1996). Níveis de sódio e cloreto reduzidos 

no plasma foram encontradosem Leporinus macrocephalus expostos ao Al em pH 

ácido (Barcarolli e Martinez, 2004) e em salmões em condições similares (Monette e 

McCormick, 2008). 

Concentrações iônicas reduzidas no plasma não podem ser relacionadas apenas à 

redução na tomada ativa de íons, o aumento na permeabilidade paracelular no epitélio 
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branquial, que aumenta o efluxo passivo de íons, pode representar outra causa 

(Monette e McCormick, 2008). Nesse estudo, as análises das células-cloreto (CC) e 

da enzima Na+/K+-ATPase foram usadas como uma forma de entender qual estágio da 

osmorregulação pode estar sendo prejudicado pela exposição ao Al. 

A Na+/K+-ATPase é uma proteína integral de membrana que usa a energia da 

hidrólise do ATP para transportar 2K+ para dentro da célula e 3Na+ para fora desta, 

para o sangue, possuindo grande importância nas brânquias de teleósteos (Lingwood 

et al., 2006; Silva et al., 2007; Hwang e Lee, 2008). Existe uma correlação positiva 

entre a coloração 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 brânquias dos peixes expostos ao Al 

pode ser relacionada à baixa atividade dessa enzima nas CC fracamente coradas e no 

número reduzido de CC encontradas nos filamentos branquiais (devido à morte dessas 

células por apoptose e/ou necrose). Monette e McCormick (2008) também 

observaram resultados semelhantes em juvenis de salmões expostos ao Al em pH 

ácido. Estes autores afirmam que as CC são o principal local de acúmulo de Al nas 

brânquias, e conseqüentemente a morte dessas células facilitaria a eliminação do 

metal do órgão. As poucas CC notadas nos peixes expostos ao Al parecem estar 

deslocadas para a região lamelar mais do que no filamento. Dang et al. (2000) 

obetiveram resultados semelhantes com Oreochromis mossambicus expostos ao 

cobre, i.e., tanto número reduzido de CC nos filamentos como “migração” destas para 

as lamelas. CC nas lamelas branquiais estariam mais próximas da corrente sangüínea, 

facilitando a tomada de íons, 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 imunohistoquímica. A presença 

destas células imaturas pode representar a ação do cortisol, que interfere na 

diferenciação das CC. No presente estudo, esta idéia foi suportada ainda pela 

ocorrência de respostas secundárias de estresse (tais como o aumento da glicose no 

plasma e as respostas hematológicas). Além disso, é importante ressaltar que células-

cloreto imaturas podem ter maiores concentrações de metalotioneínas, proteínas que 

se ligam aos metais, protegendo os tecidos contra a ação direta dos íons metálicos 

(Dang et al., 2000). 
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O aumento no número das CC nos peixes expostos somente à água ácida em todos 

os tempos experimentais pode estar mais relacionado à manutenção do balanço ácido- 

(Clairborne et al., 2002; Sakuragui et al., 2003; Hwang e Lee, 2008), do que 

diretamente à tomada de íons nesses peixes. Takasusuki et al. (2004) estebeleceram 

uma lata tolerância a mudanças de pH para o P. lineatus, entretanto, um pH de 4,5 é 

mais danoso à esta espeçie do que um pH de 8,0. 

Até o momento, não se tem determinado o papel exato das CC no transporte de Cl- 

e Na+ nas brânquias e na regulação ácido-básica. A troca de HCO3
– pelo Cl- 

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, ao menos em parte, o 

aumento desse tipo celular em P. lineatus expostos ao baixo pH, permitindo que os 

peixes mantenham uma excreção eficiente de H+ e de regulação iônica. A H+/ATPase 

já foi encontrada tanto nas CC como nas células pavimentosas da brânquia (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 água ácida para a espécie de peixe neotropical, mostrando que P. lineatus 

sofreram várias alterações osmo-iônicas. As causas do desequilíbrio iônico 

provavelmente estão relacionadas aos efeitos do Al na atividade da Na+/K+-ATPase, 

na distribuição e número das CC nas brâquias assim como aos efeitos associados à 

resposta de estresse causada pela presença do metal.  
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RESUMO 
Juvenis do peixe neotropical Prochilodus lineatus foram expostos a 196 μg.L-1 de Al 

dissolvido em água ácida (grupo Al), somente à água ácida (grupo pH) ou à água 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 eletrônica de 

varredura [MEV], cálculo da área fracional das células-cloreto [AFCC] e transmissão 

[MET]  e presença de alumínio no tecido branquial utilizando microanálise por raios-

x [EDS]). A MO revelou que os peixes expostos ao Al em todos os tempos 

experimentais mostraram lesões mais amplamente distribuídas no órgão e 

consideradas de moderadas a severas, quando comparados aos expostos ao pH ou os 

dos grupos CTR. Nos grupos Al as principais alterações notadas foram hiperplasia do 

epitélio branquial, fusão lamelar e hipertrofia das células mucosas. Nos animais 

expostos ao pH a principal alteração 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 descamação do epitélio 

desses mesmos animais além da redução do espaço interlamelar. Células-cloreto com 

aspecto “esponjoso” foram notadas nos grupos pH e Al além da alteração no padrão 

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 possível notar uma maior presença 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 têm mais CC 

deslocadas para as pontas das lamelas e que essas células apresentam o citoplasma 

menos denso, com uma menor quantidade de túbulos e mitocôndrias, núcleos nem 

sempre visíveis e com formas alteradas. A espessura das lamelas é maior devido ao 

inchaço das pv, reduzindo o espaço interlamelar. Há ainda uma maior quantidade de 

vacúolos presentes no citoplasma das CC desses animais. A análise da brânquia por 

diferentes formas permitiu concluir que a exposição de curimbas a uma concentração 

subletal de Al em meio ácido causa sérias alterações estruturais e conseqüentemente, 

funcionais nesse órgão, comprometendo seriamente a sobrevivência dos animais. 

Palavras-chave: alumínio, acidez, brânquias, células-cloreto, microscopia eletrônica, 
microscopia de luz, peixe neotropical. 
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1. Introdução 

O alumínio é um metal extremamente abundante na crosta terrestre e também 

está entre os elementos mais comuns no ambiente (Exley et al., 1991; Poléo, 1995; 

Ščančar et al., 2004), principalmente em áreas com grande urbanização e 

industrialização (Casarini et al., 2001; Silva et al., 2007). Guibaud e Gualthier (2003) 

identificaram altas concentrações (valores até 1350 μg.L-1) desse elemento na água de 

alguns locais da Inglaterra e República Tcheca, em decorrência das chuvas ácidas e da 

poluição relacionadas à grande industrialização dessas áreas. Lydersen et al. (2002) 

estudaram um lago acidificado (pH na faixa de 5,0) na Noruega cuja concentração 

média de Al chegava a 300 μg.L-1, motivo pelo qual não se encontravam mais peixes 

a muitos anos.  

No Brasil a situação é semelhante quando são avaliados resultados de análise de 

água da região mais desenvolvida do país (Estado de São Paulo), aonde os valores de 

Al na água superficial chegam até 5700 μg.L-1 (Cetesb, 2008), muito acima dos 

limites estabelecidos pela legislação brasileira para Al dissolvido, que variam entre 

100 e 200 μg.L-1 (Conama 357, 2005). 

O alumínio é muito tóxico para a maioria dos animais, inclusive humanos 

(Darbre, 2005; Karbouj et al., 2009). A toxicidade deste metal está 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 concentrações, caso o pH mantenha-se abaixo de 

6,2 (Fivelstad et al., 2003). 

O pH do meio é um parâmetro normalmente incluído na avaliação da toxicidade 

de metais. A solubilidade do Al aumenta como resultado direto da redução do pH, 

levando ao aumento da presença de Al inorgânico, a forma de Al que é mais tóxica 

para os peixes (Gensemer e Playle, 1999; Lydersen et al., 2002; Laudon et al., 2005). 

A acidez por si só pode ser prejudicial aos organismos aquáticos, tendo sido 

relacionada à diminuição do número de espécies e das comunidades de peixes e 

anfíbios em alguns locais da América do Norte e Europa (Howells, 1984; Tammi et 

al., 2004; Brunelli e Tripepi, 2005). Vários estudos já mostraram efeitos da acidez em 

processos de reprodução, recrutamento, capacidade natatória, predação e refúgio de 

peixes (Wood e McDonald, 1982; Howells, 1984; Cole et al., 2001; Vuorinen et al., 

2003). Entretanto, quando o baixo pH está associado ao Al, os efeitos concentram-se 
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nas brânquias e nos processos relacionados a esse órgão (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 brânquia tem 

recebido especial atenção já que se trata de um órgão com diferentes e importantes 

funções para o peixe. As brânquias participam dos processos de trocas gasosas, 

excreção, manutenção do equilíbrio ácido-básico e osmorregulação (Poleksić e 

Mitrović-Tutundžić, 1994; Hwang e Lee, 2008). O epitélio branquial é considerado o 

local primário de transporte no peixe, devido ao gradiente osmótico e iônico 

encontrado entre as brânquias e o meio externo (Evans et al., 2005). 

A regulação iônica nas brânquias é responsabilidade principal das células ricas 

em mitocôndrias ou células-cloreto (Hirose et al., 2003), localizadas principalmente 

nos filamentos branquiais, próximo à base das lamelas (Perry, 1997; Hirose et al., 

2003). As células-cloreto (CC) possuem uma área superficial muito grande devido à 

presença de invaginações da membrana baso-lateral (Hirose et al., 2003) e contam 

ainda com muitos canais de Na+ e de Ca2+, trocadores Cl-/HCO3
- e bombas Na+/K+-

ATPase e Ca2+ATPase, o que explica sua importância no transporte ativo de íons nas 

brânquias (Perry, 1997; Clairborne et al., 2002). O estudo destas células em peixes 

expostos ao Al é relevante, já que diversos autores relataram diminuição das 

concentrações dos íons plasmáticos após exposições a esse metal (Dietrich e Schlatter, 

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

A grande área de contato que a brânquia fornece ao peixe faz com que ela seja o 

primeiro órgão afetado pela exposição a contaminantes (Exley et al., 1991; Witters et 

al., 1992; Peuranen et al., 1993; Peuranen et al., 2002) sendo assim responsável pela 

acumulação de diversos tipos de poluentes, bem como pela transferência destes para 

os compartimentos internos do animal via corrente sangüínea (Haaparanta et al., 

1997; Thophon et al., 2003). Essas características fazem das brânquias um órgão 

bastante apropriado para indicação da qualidade da água (Mallat, 1985; Poleksić e 

Mitrović-Tutundžić, 1994; Fanta et al., 2003). 

A maioria dos estudos com Al no tecido branquial de peixes restringe-se aos 

países de clima temperado, mas assim como no resto do mundo, os corpos de água de 

ambientes tropicais tem sofrido com o impacto das ações antrópicas (Lara et al., 2001; 

Almeida et al., 2005), entretanto, são 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 é representativa da ictiofauna neotropical, amplamente 

distribuída em rios da região sul e sudeste do Brasil, além de ser considerada uma 

espécie bioindicadora em potencial (Martinez et al., 2004; Simonato et al., 2006; 

Vanzella et al., 2007).  

Levando em consideração o que foi exposto, o presente trabalho tem como objetivo 

investigar por quais mecanismos o Al em pH ácido afeta as brânquias, e 

conseqüentemente a osmorregulação, de uma espécie de peixe neotropical usando 

como ferramentas para isso técnicas de microscopia de luz, microscopia eletrônica de 

varredura e transmissão além da microanálise 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 Estação 

de Piscicultura da Universidade Estadual de Londrina (EPUEL) para serem usados em 

testes de toxicidade do tipo estáticos. Antes dos experimentos os peixes foram 

aclimatados por 7 dias em tanques de 300 L, preenchidos com água desclorada sob 

aeração constante e fotoperíodo de 12h:12h. Durante a aclimatação, os animais foram 

alimentados com ração comercial com 36% de proteína (Guabi®, BR) a cada 2 dias e 

tiveram a alimentação suspensa 24 horas antes do início dos testes de toxicidade. Os 

parâmetros físicos e químicos da água foram monitorados (T = 21,8 ± 0,9 ºC; pH = 7,5 

± 0,1; OD = 7,5 ± 0,7 mgO2.L-1; condutividade = 133,4 ± 9,7 μS.cm-1; dureza = 42,5 ± 

6,0 mg.CaCO3.L-1). 

Após a aclimatação, os peixes (de 6 a 9 por aquário, dependendo do tamanho 

dos animais) foram transferidos para aquários de vidro de 100L preenchidos com os 

seguintes meios experimentais: no grupo controle (CTR) os peixes foram transferidos 

para aquários contendo apenas água com pH neutro; no grupo pH foram transferidos 

para aquários contendo água com pH ácido (≈ 5,0), devido à adição de HCL 50%; e 

no grupo Al foram transferidos para aquários contendo água com Al em pH ácido (≈ 

5,0). O alumínio foi adicionado à água como Al2(SO4)3, na concentração nominal de 

1000 μg.L-1. 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 água dos aquários foi continuamente monitorada para 

temperatura, pH, oxigênio dissolvido e condutividade. Amostras de água também 

foram coletadas imediatamente após cada período experimental para a análise de Al, 

em espectrofotômetro de absorção atômica, com limites de detecção variando entre 10 

e 50 μg Al.L-1. A concentração de Al total foi determinada em amostras de água não-

filtradas, enquanto que a concentração de Al dissolvido foi determinada em amostras 

filtradas (0,45 µm); para ambas as análises as amostras foram acidificadas com HNO3.  

Após cada período experimental, os peixes foram anestesiados com benzocaína 

(0,1 g.L-1) e mortos por secção medular para retirada das brânquias, que foram 

cuidadosamente lavadas em solução salina. As brânquias foram divididas em 2 partes, 

uma para a microscopia de luz e outra para a microscopia eletrônica de varredura e de 

transmissão.  

 

2.1 Microscopia de luz 

Quatro arcos branquiais foram fixados em solução de Bouin por períodos de 5 a 

6 horas (dependendo do tamanho do material), sendo depois incluídos em parafina e 

cortados com 5 μm de espessura em micrótomo manual (American Optical, 820). As 

lâminas foram coradas com Hematoxilina-Eosina (HE) para descrição morfológica e, 

10 cortes para cada animal, foram analisados em um foto-microscópio acoplado a um 

sistema de análise e captura de imagens (QWIN; Leica). A ocorrência de alterações 

histopatológicas nas brânquias foi avaliada semi-quantitativamente de duas formas: a) 

Cálculo do Valor Médio de Alteração (VMA), com base na incidência de lesões, de 

acordo com Schwaiger et al. (1997). Um valor numérico foi atribuído para cada 

animal conforme a escala: grau 1 (ausência de alteração histológica), grau 2 

(ocorrência de lesões pontualmente localizadas) e grau 3 (lesões amplamente 

distribuídas pelo órgão);  b) Cálculo do Índice de Alteração Histológica (IAH), com 

base na severidade de cada lesão (Poleksić e Mitrović-Tutundžić, 1994). As alterações 

histológicas foram classificadas em estágios progressivos quanto ao 

comprometimento das funções teciduais: alterações de estágio I, que não 

comprometem o funcionamento do tecido; de estágio II, mais severas e que 

prejudicam o funcionamento normal do órgão; e de estágio III, muito severas e 
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irreversíveis. Um valor de IAH foi calculado para cada animal através da fórmula: 

IAH =100 ΣI + 101 ΣII + 102 ΣIII, sendo I, II e III correspondente ao número de 

alterações de estágio I, II e III, respectivamente. Os valores de IAH entre 0 e 10 

indicam um funcionamento normal do órgão; entre 11 e 20 indicam danos de leves a 

moderados no órgão; entre 21 e 50 indicam danos de moderados a severos; valores 

entre 51 e 100 indicam danos muito severos ao órgão e valores maiores que 100 

indicam danos irreparáveis no tecido.  

 

2.2 Microscopia eletrônica de varredura 

Para as análises em microscopia eletrônica de varredura (MEV) outros 4 arcos das 

brânquias foram fixados em glutaraldeído 2,5% por 24h (em tampão fosfato 0,2 M pH 

7,3) e depois transferidos para glutaraldeído 0,5% (4ºC) até o momento do 

processamento. Essas brânquias foram cortadas em pedaços menores, de modo a 

conter apenas de 3 a 5 filamentos cada, e depois foram lavadas em tampão fosfato 0,1 

M (pH=7,3) por três vezes (total de 20 minutos). Em seguida, foi realizado tratamento 

anti-muco, durante o qual o material permaneceu dois segundos em água destilada, 24 

h em glicerol 16% e depois 24 h em etanol 20%. Após esse tratamento foi realizada a 

desidratação em uma série crescente de soluções alcoólicas (etanol: 50, 70, 80, 90, 95 

e 100) e o material foi transferido para um aparelho de ponto crítico utilizando-se CO2 

como líquido de transição, até a secagem completa. O material seco foi fixado no 

porta-amostra por meio de fita de carbono dupla-face de modo que a área de interesse 

(a região interna dos filamentos, no limite de inserção das lamelas e próximo ao 

septo) ficasse paralela ao porta-amostra. Após 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. Microanálise quantitativa por raios-x 

Após o processamento das brânquias para MEV, algumas amostras foram recobertas 

com carbono (Bal-Tec SCD 050) para serem utilizadas na microanálise quantitativa 

por raios-x. A microcanálise foi realizada por espectroscopia de dispersão de energia 

(EDS), utilizando-se um espectrômetro de raio-x por energia dispersiva (Inca X-Sight, 

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

voltagem entre 20 e 25 kV. 

 

2.4. Área fracional das células-cloreto 

As medidas da área fracional das células-cloreto (AFCC) no epitélio branquial foram 

determinadas utilizando-se registros fotográficos dos grupos CTR, pH e Al de cada 

tempo experimental. Estes registros foram obtidos diretamente do microscópio 

eletrônico de varredura e foi usado também o fotomicroscópio Leica Qwin Software 

(Leica) para delineamento dos perímetros das células (total ou parcialmente visíveis) 

e cálculo das respectivas áreas. Esta análise não representa uma estimativa real da 

área de superfície apical das células-cloreto, pois não considera as microvilosidades, 

microdobras ou depressões da superfície das células (Bindon et al., 1994; Mazon et 

al., 2002), entretanto, refere-se à fração da área das células-cloreto por unidade de 

área do filamento branquial. Foram utilizadas imagens ao acaso com aumentos 

semelhantes para uma análise comparativa em relação à área do perímetro branquial 

de cada campo analisado e à área ocupada pelas células nos diferentes grupos. Foi 

utilizada a seguinte equação: 

 

AFCC= ∑ área de todas as células-cloreto 

             Área da Fotografia 

 

2.5 Microscopia eletrônica de transmissão 

Para a microscopia eletrônica de transmissão (MET) foram utilizados 

fragmentos das amostras de brânquia fixadas em glutaraldeído 2,5% (em tampão 

fosfato de sódio 0,2 M pH 7,3) por 24 horas e armazenadas em glutaraldeído 0,5% até 

o momento da inclusão. Inicialmente as amostras foram lavadas em tampão fosfato 

0,1 M (pH 7,3) por três vezes e pós-fixadas em solução de tetróxido de ósmio (OsO4) 

1% em tampão fosfato de sódio 0,1 M (pH 7,3) por duas horas a 4oC. O excesso de 

tetróxido de ósmio foi retirado com 3 lavagens sucessivas em tampão fosfato 0,1 M 

(pH=7,3). As amostras fixadas foram desidratadas em concentrações graduais de 

acetona e posteriormente foram embebidas em resina Araldite 6005 (Ladd Research 
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LTDA). As amostras foram incluídas em moldes de silicone em posição sagital aos 

filamentos. Após a polimerização da resina foi efetuada a trimagem dos blocos e 

cortes semi-finos (0,5µm) foram corados com azul de Toluidina para seleção da 

região a ser analisada ao microscópio eletrônico. Após nova trimagem, cortes ultra-

finos (70 nm) foram obtidos com ultramicrótomo (Leica Ultracut UCT) e colocados 

sobre grades de cobre. As amostras foram contrastadas com acetato de uranila e 

citrato de chumbo. Os cortes de brânquia foram observados em um microscópio 

eletrônico de transmissão (Tecnai 12, FEI Company) e as imagens capturadas pelo 

software Imaging System e analisadas pelo Software System Analysis. 

 

2.6 Análise estatística 

Os resultados dos diferentes parâmetros obtidos nos três tratamentos (CTR, pH e 

Al) para um mesmo período de exposição (6, 24, 96h ou 10 dias), foram comparados 

entre si por meio de análise de variância paramétrica ou não paramétrica (ANOVA ou 

Kruskall-Wallis, respectivamente), dependendo da distribuição dos dados 

(normalidade e homogeneidade de variância). Quando indicado, as diferenças foram 

identificadas por meio de teste de comparação múltiplas (Tukey). Foram considerados 

significativos valores de P < 0,05. 

 

3. Resultados 

Os resultados estão apresentados como média ± D.P. Os parâmetros físicos e 

químicos da água mantiveram-se praticamente constantes em cada grupo 

experimental, nos diferentes tempos experimentais, e estão mostrados na Tabela 1. 

Apenas três peixes do grupo Al morreram durante os experimentos, um após 24 h e 

dois após 10 dias de exposição, nos demais experimentos não houve mortalidade. 
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Tabela 1. Parâmetros físicos e químicos da água nos diferentes grupos experimentais.   

 CTR  pH Al  

Temperatura 

 (ºC) 
20,17 ± 3,14 20,27 ± 3,02 20,27 ± 3,15 

OD 

(mgO2.L-1) 
7,6 ± 0,07 7,35 ± 0,07 7,5 ± 0,28 

Conductividade 

(μS.cm-1) 
81,8 ± 2,6 104,1 18,3  104,6 15, 

Dureza 

(mgCaCO3.L-1) 
41,3 ± 7,9 41,6 ± 5,9 44,1 ± 7,3 

pH 

 
7,4 ± 0,18 5,1 ± 0,0 5,1 ± 0,1 

Al total  

(μg.L-1) 
ND ND 438,00 ± 36,33 

Al dissolvido  

(μg.L-1) 
ND ND 196,00 ± 26,08 

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

3.1 Microscopia de luz 

As alterações histológicas branquiais encontradas nos P. lineatus testados estão 

apresentadas na Tabela 2 e as alterações mais freqüentes estão representadas na Fig. 

1. O aspecto normal das brânquias pode ser observado na Fig. 1A, destacando o 

espaço interlamelar bem definido, as lamelas com disposição 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 alteração mais comum foi a hipertrofia das células do 

epitélio. Essa alteração foi freqüente na região de inserção da lamela no filamento, 

local onde normalmente são encontradas as células-cloreto (Fig. 1C), mas também foi 

possível notar aumento do volume celular em outras áreas da lamela, como mostrado 

na Fig.1B.  

Nos animais dos grupos Al dos diferentes experimentos a alteração mais 

freqüentemente encontrada foi a hiperplasia das células epiteliais (Fig.1D e 1E). Em 
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muitos casos, a hiperplasia observada foi tão intensa que levou à fusão parcial 

(Fig.1G) ou total das lamelas secundárias (Fig. 1H), caracterizando uma redução 

significativa do espaço 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 alteração (Fig. 1F). Também foi 

possível notar um aumento no número dessas células e conseqüentemente da 

produção de muco nesses animais. Alterações vasculares foram observadas em alguns 

exemplares expostos ao Al, principalmente após 24h, sendo o aumento do volume dos 

canais sangüíneos (Fig.1H; com provável ruptura das células pilares), dilatação do 

canal marginal e congestão as alterações desse tipo mais comumente vistas. 

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

 

Tabela 2. Principais alterações histológicas encontradas nas brânquias dos P. lineatus 

utilizados nos testes de toxicidade de 6, 24, 96h e 10 dias de exposição, e seus 

respectivos estágios de severidade. 

Alterações histológicas branquiais Estágio 

Hiperplasia do epitélio respiratório I 
Hipertrofia do epitélio respiratório I 
Desarranjo lamelar I 
Elevação do epitélio respiratório I 
Dilatação do canal marginal I 
Congestão vascular I 
Fusão parcial das lamelas I 
Fusão total das lamelas I 
Hemorragia com rompimento do epitélio II 
Aumento do volume dos vasos sangüíneos II 
Aneurisma II 
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Fig. 1. Fotomicrografias de brânquias de P. lineatus submetidos aos tratamentos 
experimentais. Em A um exemplar do grupo CTR mostrando o aspecto normal das 
células das lamelas (L) e dos filamentos (Fi), além do espaço 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 fusão parcial de algumas 
lamelas (G) e em H nota-se a fusão total de várias lamelas além do aumento do 
volume dos canais sangüíneos (seta dupla). Barra de aumento: 30 μm. 
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Os valores médios de alteração, VMA (Fig. 2A), calculados para os animais 

expostos ao pH indicaram valores próximos de 2, o que significa que as alterações 

observadas nos diferentes tempos experimentais estão pontualmente distribuídas pelo 

tecido, sendo significativamente maiores que os encontrados para os grupos CTR. Já 

os Índices de Alteração Histológica, IAH (Fig. 2B), desses mesmos animais 

apresentaram valores médios entre 10 e 20, o que indica danos leves a moderados à 

brânquia, sem comprometer as funções do tecido. Os valores de IAH também foram 

significativamente maiores do que os encontrados para os grupos CTR em todos os 

períodos de exposição. O valor de IAH entre 10 e 20 pode ser justificado pelas 

alterações mais comumente encontradas, classificadas como de estágio I de 

severidade, como por exemplo, desarranjo lamelar, alguma hiperplasia de células 

epiteliais e elevação epitelial, além da já citada hipertrofia celular. Poucas foram as 

alterações de estágio II encontradas nesses animais, podendo citar como exemplos 

aumento do volume dos canais sangüíneos e hemorragia com rompimento do epitélio. 

Nota-se pelos valores de VMA (Fig.2A) encontrados para os animais dos grupos 

Al, que as alterações observadas nesses peixes estavam mais amplamente distribuídas 

pela brânquia do que nos demais grupos. Os valores médios ficaram próximos de 3 em 

todos os tempos experimentais, apresentando diferença significativa em relação aos 

grupos CTR e também pH (com exceção do experimento de 10 dias onde a diferença 

foi só em relação 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 brânquias dos animais expostos ao Al em todos os tempos 

experimentais. Não foram encontradas alterações consideradas de estágio III (como 

necrose e fibrose) em nenhum dos animais estudados. 
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Fig. 2. Valores Médios de Alteração (A) e Índices de Alteração Histológica (B) 

calculados para as brânquias de P. lineatus expostos aos grupos CTR, pH ou Al por 6, 

24, 96h ou 10 dias. As barras indicam médias e as linhas verticais o DP. * indica 

diferença significativa em relação ao respectivo grupo CTR e # indica diferença 

significativa em relação ao respectivo grupo pH (P < 0,05). 
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3.2 Microscopia eletrônica de varredura 

A microscopia eletrônica de varredura permitiu caracterizar as brânquias dos 

curimbas dos grupos CTR como possuindo lamelas dispostas de forma paralela e 

quase retilínea (delimitando bem o espaço interlamelar ou canal de água), recobertas 

por células pavimentosas (pv) grandes entremeadas por células-cloreto (CC). Os 

curimbas parecem apresentar com certa regularidade CC nas lamelas, entretanto tais 

células são muito mais comuns na região de inserção da lamela com o filamento (Fig. 

3A). As CC dos animais CTR apresentam normalmente grandes áreas superficiais 

sendo possível notar a presença de microvilosidades em sua superfície apical. O 

padrão das pv se altera nas lamelas (com poucas ou nenhuma microcristas) e no 

filamento (muitas microcristas concêntricas distribuídas por toda a superfície celular).  

Nos animais expostos ao pH houve alteração no padrão da superfície apical das 

pv, sendo que no filamento tais células parecem ter perdido as microcristas, 

assumindo um aspecto mais liso e microcristas longas e contínuas evidenciando o 

limite celular (Fig. 3B e 4A). Foi possível também notar um maior número 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 número de alterações 

levando, em muitos casos, à perda total das características 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 presença de 

descamação e sujeira (Fig.4B) além de hiperplasia da base da lamela e fusão lamelar 

(Fig. 3C e 4E) foram as alterações mais comuns nesses animais. O aspecto esponjoso 

das CC bem como a alteração do padrão das microcristas das pv foi também notado 

nesse grupo (Fig. 3D). Uma característica importante nos animais desse grupo foi a 

redução do espaço interlamelar em decorrência da hiperplasia epitelial e das fusões. 
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Fig. 3. MEV. Micrografias representativas de filamentos branquiais de P. lineatus, no 

ponto de inserção da lamela secundária (L) no filamento (f). Em um exemplar do 

grupo CTR (A) notar o padrão 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) é possível notar hipertrofia das pvL e 

alteração das microcristas das células pavimentosas (pvf e em detalhe, no círculo) e 

superfícies apicais de células-cloreto com aspecto de “esponja” (setas). Os animais 

expostos ao Al (C) mostraram ainda grande desarranjo nas lamelas, descamação do 

epitélio e fusão lamelar (estrela), células mucosas hipertrofiadas (cabeça de seta) além 

de hiperplasia na base das lamelas (setas largas). Para maior clareza das imagens 

somente algumas células foram rotuladas. Barra em micrômetros.  
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Fig. 4. MEV. Micrografias representativas de filamentos branquiais de P. lineatus 

mostrando as principais alterações encontradas nos animais expostos ao pH (A e C) 

ou ao Al (B, D e E). A seta larga (A) indica hiperplasia na base da lamela, o que levou 

muitas vezes à fusão lamelar (estrelas em A e E). Nota-se ainda o padrão alterado das 

microcristas das pvL nas mesmas figuras. Em B tem-se uma visão geral das lamelas 

(L) e do filamento (f) de um animal exposto ao Al, mostrando presença de resíduos e 

descamação do epitélio (no detalhe). Em C nota-se a hipertrofia de células-cloreto 

(setas), deslocadas para as lamelas. Em A vê-se o aspecto “esponjoso” da superfície 

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 micrômetros. 
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3.3 Microanálise por raios-x (EDS) 

A figura 5A ilustra o tipo de material que foi usado para a microanálise por 

raios-x, bem como as 4 regiões na brânquia (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 diferença na deposição do Al nas diferentes 

regiões da brânquia, analisando pra isso, os espectros de dispersão de elétrons obtidos 

em cada ponto. Entretanto, não foi possível notar um padrão pelos resultados, já que 

nos grupos Al, onde foram notados a maior parte dos picos, estes apareceram 

igualmente nas 4 regiões.  

Os maiores picos de Al foram observados nos grupos Al em todos os tempos 

analisados. O tempo de 96h de exposição 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 está relacionado à presença 

natural desse elemento na água da região, ficando abaixo do limite de detecção dos 

aparelhos usados nas análises de água por espectrofotometria de absorção atômica 

(resultados mostrados anteriormente).  

Os elementos que mostraram picos em todos os espectros, C, O, N, Cl, Na, Si, P, 

S e Ca são usualmente observados e podem estar relacionados ao fixador usado no 

material (glutaraldeído), ao ácido HCl adicionado à água dos aquários pH e Al ou 

ainda à fita e ao banho de carbono usados no processamento para EDS. 
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Fig. 5. Micrografia eletrônica de varredura de filamentos branquiais de P. lineatus 

ilustrando as 4 regiões (a-d) analisadas por microanálise por raios-x (A). Como não 

houve diferença aparente nos elementos observados nessas 4 regiões, de B-D são 

mostrados típicos espectros obtidos por microanálise por raios-x das brânquias de P. 

lineatus expostos por 96h aos grupos CTR (B), pH (C) e Al (D), sem considerar uma 

região específica da brânquia. Picos característicos de C, O, P, S, Cl, Ca, Na, Si e N 

são vistos em praticamente todos os grupos, oriundos da fita de carbono, do fixador 

utilizado, do HCl adicionado à água ou mesmo da própria constituição da brânquia. 

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 operação: 20 

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

 Os resultados da AFCC calculados para as brânquias dos curimbas testados 

estão 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 superfícies 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. 

 

Fig. 6. Área fracional das células-cloreto medida nas brânquias 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 diferença significativa em relação ao 

respectivo grupo CTR e # indica diferença significativa em relação ao respectivo 

grupo pH (P < 0,05). 

 

3.5 Microscopia eletrônica de transmissão 

A ultraestrutura branquial dos P. lineatus está mostrada nas Fig. 7 e Fig. 8. Nos 

grupos CTR uma fina camada de células pavimentosas reveste as lamelas e o espaço 

interlamelar ou canal de água aparece preservado (Fig. 7A). A maior parte das CC foi 

identificada na base das lamelas e no filamento (Fig. 7A e 7C). As mitocôndrias das 

CC dos animais CTR tinham a forma elipsóide, com membranas bem definidas. O 

citoplasma dessas células apresenta sistema tubular bem desenvolvido, núcleo grande 
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e ovalado, normalmente visível e em posição central na célula. Há pouca quantidade 

de vacúolos e muito retículo endoplasmático liso (REL). As CC podem apresentar 

grande superfície apical em contato com o meio aquático, mas, às vezes, elas estão 

quase que totalmente recobertas por expansões citoplasmáticas 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 espaço interlamelar 

e a espessura das lamelas não foram alterados. As CC também estão mais 

posicionadas na base das lamelas, apresentando suas superfícies apicais ora em 

contato com o meio externo, ora recobertas por pv. Nota-se uma maior vacuolização 

do citoplasma dessas células, bem como uma aparente redução do sistema tubular e 

REL. As mitocôndrias apresentam formas mais variadas e normalmente alongadas. O 

núcleo destas células, quando visível, parece menor. 

Nos animais expostos ao Al (Fig. 8) a principal diferença observada em relação 

aos grupos CTR e pH, foi a presença de um maior número de CC nas lamelas, 

principalmente na ponta destas, além do aumento da espessura das lamelas devido à 

hipertrofia das pv, o que diminuiu significativamente o espaço interlamelar (Fig. 8C). 

Aparentemente existe um menor número de mitocôndrias no citoplasma dessas CC, 

bem como uma grande quantidade de vacúolos, principalmente localizados na 

superfície apical das CC em contato co o meio externo (Fig. 8B). As mitocôndrias, 

muitas vezes, apresentam vacúolos e alteração no padrão das membranas. O núcleo, 

nem sempre visível, mostrou em diversos casos aspecto deformado, com alterações no 

envoltório e cromatina mais densa, podendo indicar processos de morte celular (Fig. 

8A). O citoplasma das CC apresenta expansões citoplasmáticas na superfície apical, o 

que pode estar relacionado ao aspecto “esponjoso” observado na MEV nos mesmos 

animais (Fig. 8D).  
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Fig. 7. MET. Micrografias representativas de microscopia eletrônica de transmissão 

de filamentos branquiais de P. lineatus, no ponto de inserção da lamela secundária (L) 

no filamento (F). Em um exemplar do grupo CTR (em A, aumento de 970x) nota-se o 

espaço interlamelar preservado (seta), os canais vasculares com eritrócitos (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 núcleo (N) bem definido e 

citoplasma com sistema tubular bem definido e várias mitocôndrias. Em B (aumento 

de 9700x) um animal do grupo pH onde nota-se as mitocôndrias de uma CC (seta 

dupla), um pv recobrindo parcialmente a abertura da CC e uma maior quantidade de 

vacúolos (seta vazada) na região apical. 
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Fig. 8. MET. Micrografias representativas de microscopia eletrônica de transmissão de 

filamentos branquiais de P. lineatus. Em A (aumento de 5800x) tem-se um animal do 

grupo Al mostrando CC degenerada com núcleo (N) reduzido e com forma alterada além 

de vacúolos na abertura e número reduzido de mitocôndrias, percebe-se ainda alterações no 

canal vascular onde estão os eritrócitos (Er); em B (aumento de 3900x) novamente um 

animal do grupo Al mostrando CC com grande vacúolo (seta) e mitocôndrias também 

vacuolizadas (no círculo). Em C (aumento de 970x) um exemplar do grupo Al mostra o 

espaço interlamelar bastante reduzido (seta) em decorrência da hipertrofia das pv. Vê-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 aparência de “esponja” vista na 

MEV. 
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4. Discussão 

Vários trabalhos têm mostrado a investigação histopatológica como uma boa 

ferramenta para detectar os efeitos tóxicos de compostos químicos em órgãos-alvo de 

peixe (Schwaiger et al., 1997, Teh et al., 1997; Fivelstad et al., 2003; Thophon et al., 

2003;), mesmo que normalmente não seja possível relacionar um tipo específico de 

lesão a determinado contaminante (Mallatt, 1985; Silva e Martinez, 2007). 

O presente estudo procurou, por meio da histopatologia branquial, avaliar os 

efeitos de exposições agudas ao Al em meio ácido. A concentração de Al dissolvida 

utilizada (aproximadamente 200 μg.L-1) é semelhante à concentração máxima 

estabelecida na lei brasileira para rios e lagos destinados ao uso humano e proteção de 

comunidades ícticas, além de também já ter sido utilizada em diferentes estudos com 

peixes, normalmente na região 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 concentração de Al acima de 50 μg.L-1 

já pode ser tóxica para peixes em exposições agudas. Poléo (1995) afirmou que é a 

polimerização do metal sobre o epitélio branquial que explica sua toxicidade para os 

peixes, sendo que esse fenômeno começa a acontecer quando o pH atinge a faixa de 

5,0. O fato de que temperaturas mais altas da água também estejam relacionadas à 

polimerização do Al (Lydersen et al., 1990) só aumenta a relevância de estudos com 

peixes nativos de regiões tropicais, como no caso do curimba, que ainda possui 

grande relevância econômica nas regiões onde é encontrado (Takasusuki et al., 2004). 

Uma das principais alterações observadas nas brânquias dos curimbas expostos 

ao Al ou somente ao pH foi a hipertrofia das células epiteliais. No caso dos animais 

expostos somente à acidez, a hipertrofia ocorreu principalmente nas CC localizadas na 

base das lamelas, local onde esse tipo celular é mais freqüentemente encontrado 

(Perry, 1997; Hirose et al., 2003). Como já mencionado, as brânquias possuem entre 

suas funções, a de manter o equilíbrio ácido-básico, função atribuída às pv e também 

às CC (Goss et al., 1998; Clairborne et al., 2002; Hwang e Lee, 2008). Sakuragui et 

al. (2003) afirmaram que as alterações no equilíbrio iônico e/ou ácido-básico causadas 

pelo estresse causam alterações morfológicas no epitélio branquial, como um aumento 

das CC, o que possivelmente aumenta a absorção ativa de íons de forma a repor o 

efluxo de íons por difusão.  Portanto, o aumento do volume das CC nos animais 
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expostos ao ambiente ácido deve estar relacionado a um aumento na atividade dessas 

células, provavelmente devido a uma maior necessidade desses animais em excretar o 

excesso de íons H+. 

Já nos animais expostos ao Al, foram as células mucosas que apresentaram 

hipertrofia, sugerindo uma maior produção de muco nesses peixes. O muco facilita as 

trocas gasosas no epitélio branquial (Brunelli e Tripepi, 2005), fazendo parte, 

portanto, da composição normal da brânquia de um peixe. Gensemer e Playle (1999), 

entretanto, relatam que um aumento na cobertura mucosa é freqüente nas brânquias de 

peixes após estresse ácido ou exposição ao Al. Isso pode ser explicado devido às 

cargas positivas do Al ligarem-se facilmente às cargas negativas do muco e de 

estruturas branquiais (Fivelstad et al., 2003), facilitando, assim, o acúmulo do metal 

sobre a brânquia. Wilkinson e Campbell (1993) afirmam ainda que o excesso de muco 

induzido pelo Al pode contribuir para os distúrbios na regulação iônica normalmente 

observados após exposição ao Al. 

A hiperplasia de células epiteliais foi, sem dúvida, a alteração mais relevante 

nos animais expostos ao Al em todos os tempos experimentais, sendo tão severa em 

alguns casos, que causou fusão parcial ou total das lamelas respiratórias desses 

animais. Mazon et al. (2002) observaram respostas semelhantes com curimbas 

expostos ao cobre e Matei e Komov (1992) também observaram fusão e grande 

desarranjo lamelar em salmões expostos ao Al em meio ácido. 

Alterações como hiperplasia e também hipertrofia são consideradas como 

respostas de defesa já que aumentam a distância entre o sangue do peixe e a água, de 

forma a reduzir a absorção do contaminante pelo animal (Mallatt, 1985; Hinton e 

Laurén, 1990; Poleksić e Mitrović-Tutundžić, 1994; Fernandes e Mazon, 2003). 

Entretanto esse processo aumenta também a distância de difusão dos gases 

respiratórios (Fernandes e Mazon, 2003), podendo levar a um quadro de hipóxia 

(Sakuragui et al., 2003), o que, segundo Witters et al. (1996) é a principal causa de 

morte de peixes em decorrência da exposição ao Al.  

Por outro lado, Neville (1985) postula que são as alterações iônicas as principais 

responsáveis pela toxicidade aguda do Al em meio ácido. As principais alterações 

observadas, tanto pela microscopia de luz como pela eletrônica nos curimbas expostos 

ao Al, mostraram que as CC são as células que maics parecem ter sua função alterada. 

As CC são as principais responsáveis pelo transporte iônico na brânquia (Perry, 1997; 

Hirose et al., 2003; Varsamos et al., 2005; Hwang e Lee, 2008), e alterações como 
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maior vacuolização do citoplasma, núcleos deformados, superfície apical com aspecto 

“esponjoso” entre outras podem mesmo estar comprometendo seu funcionamento e 

conseqüentemente levar à uma perda significativa na tomada de íons nesses peixes 

(Wendelaar Bonga, 1997; Dang et al., 2000; Clairborne et al., 2002). 

A análise da ultraestrutura das brânquias de P. lineatus mostrou semelhança à já 

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 alterações nas CC nos peixes expostos ao baixo pH ou ao Al. A alteração do padrão 

das microcristas das células pavimentosas parece ser uma ação direta da acidez sobre 

o epitélio já que foi observada nos animais dos grupos pH e Al. Microcristas ou 

microvilosidades aumentam a área superficial das células em contato com o meio 

externo e servem também como estruturas de retenção de muco, entretanto como já 

postularam Mazon et al. (2002), é difícil saber o significado fisiológico da redução 

das microcristas, podendo apenas indicar atividade celular. 

Uma alteração freqüentemente observada pela MEV e pela MET nos animais 

expostos ao Al foi a redução do espaço interlamelar devido à hiperplasia da base das 

lamelas. Como já discutido anteriormente, o aumento da espessura das lamelas leva a 

um maior distanciamento do sangue do animal para a água, evitando em parte o 

contato com o contaminante, mas prejudicando a tomada dos gases respiratórios. 

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 alcançar o meio externo. Segundo Fernandes e Perna-Martins (2002), esse tipo de 

CC pode formar uma cripta apical no lugar da abertura normal, devido à cobertura 

parcial que as células pavimentosas fazem sobre as CC, formando um microambiente 

diferente do meio externo mais uma vez. Tal situação tem sido relacionada com a 

dureza da água, mas também já foi descrita para animais transferidos para águas 

acidificadas (Wendelaar Bonga et al., 1990). A maior cobertura das CC pelas pv pode 

ser a causa de a área fracional das CC dos animais expostos ao pH e ao Al ter sido 

significativamente menor do que nos animais CTR e novamente reflete um prejuízo 

no funcionamento dessas células, principalmente em relação à tomada de íons. 

O aumento no número de CCs após exposição à água ácida como visto no 

presente trabalho também foi observado por Matei e Komov (1992) em salmões 

expostos ao Al em meio ácido. Tal resposta parece estar relacionada a ajuste do 
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epitélio branquial ao estresse osmótico e iônico desencadeado pela acidez. Brunelli e 

Tripepi (2005) estudando anfíbios do gênero Triturus expostos ao pH 4,5 explicam 

que o ácido promove um aumento na permeabilidade das junções oclusivas por 

remover o cálcio das glicoproteínas carregadas negativamente que selam essas 

junções, acarretando perda de íons por vias paracelulares, sendo esse processo 

também descrito para peixes (Monette e McCormick, 2008). Wood e MacDonald 

(1987) ainda explicam que a perda iônica enfrentada pelos animais deve-se 

principalmente ao efluxo de Na+ já que os cátions estimulam os canais de Na+ e a 

tomada ativa desse íon é reduzida, principalmente na presença 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 região apical também sugere 

que tais células estejam sendo recrutadas a ficarem em uma posição onde seu contato 

com a água seja favorecido, facilitando assim, a troca iônica (Dang et al., 2000). 

Alterações vasculares foram mais comuns nos animais expostos ao Al em meio 

ácido o que explica, inclusive, os valores mais altos de VMA e IAH desses animais 

em relação aos demais grupos. Alterações como hemorragia, aumento do volume dos 

canais vasculares e aneurismas são consideradas de estágio II segundo classificação 

de Poleksić e Mitrović-Tutundžić (1994), sendo, portanto, mais severas e causando 

maior comprometimento à estrutura tecidual. 

Exposições subletais a contaminantes costumam afetar principalmente o epitélio 

lamelar (Hinton e Laurén, 1990), contudo, algumas alterações vasculares também 

podem acontecer após estresse mais severo, como parece ter ocorrido com os animais 

expostos ao Al. Nesses casos, os danos se devem às células pilares que, se rompidas, 

podem ocasionar um maior fluxo de sangue para o interior da lamela, resultando em 

dilatação do canal marginal, congestão ou até mesmo em um aneurisma (Takashima e 

Hibiya, 1995; Rosety-Rodríguez, 2002). A formação de um aneurisma normalmente 

está 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 à ação 

direta dos contaminantes sobre essas células. Esse é um tipo de lesão considerada 

mais grave, que dificulta a recuperação do tecido (Poleksić e Mitrović-Tutundžić, 

1994).  

Estudos focando a distribuição de metais nos tecidos podem ser úteis para 

entender as vias de acumulação e detoxificação das espécies (Corrêa 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 análise 

qualitativa e quantitativa dos elementos presentes (Leite et al., 2002). Os dados de 

EDS para detecção do Al não mostraram, entretanto, uma deposição significativa 

desse metal na superfície branquial dos curimbas utilizados nos testes como era 

esperado, já que nem todos os animais expostos ao Al mostraram picos do metal 

quando analisados pela técnica de EDS. A análise por EDS é limitada ao poder de 

penetração do feixe de elétrons na amostra, que normalmente é de 1 a 5 μm, 

permitindo, portanto, somente a caracterização dos elementos constituintes da 

superfície do material (Leite et al., 2002). O tempo experimental de 96h mostrou os 

picos mais altos, mas na maioria dos casos, os picos observados não foram muito 

elevados. A hipótese elaborada foi a de que os tempos de 6 e 24h foram insuficientes 

para a deposição significativa do Al na brânquia e que 10 dias seja um período 

excessivo, onde o órgão provavelmente elimina o metal de sua superfície, 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 não ter detectado o Al, já que trata-se de uma análise 

mais superficial. Caso o metal se deposite mais profundamente nas células branquiais, 

só seria possível verificar sua presença por meio de EDS realizado com microscopia 

de transmissão, como no trabalho de Corrêa Jr. et al. (2005), que obtiveram resultados 

melhores na detecção de Cr e Mn no caranguejo Ucides cordatus, quando utilizaram-

se dessa técnica de EDS.  

 

5. Conclusões  

As alterações observadas nas brânquias dos curimbas permitiram concluir que 

tanto exposições agudas como sub-crônica ao Al em meio ácido desencadearam 

alterações estruturais que comprometem o epitélio das brânquias e conseqüentemente 

seu funcionamento. As alterações afetaram as células mucosas e pavimentosas do 

epitélio, mas principalmente as células-cloreto, que mostraram um maior 

comprometimento de organelas importantes, como núcleo, mitocôndrias e sistema 

tubular, afetando então, a capacidade osmorregulatória desses animais. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

O presente trabalho usou duas abordagens distintas para avaliar os efeitos de 

uma concentração subletal de Al, associado ao pH ácido em um peixe dulcícola 

neotropical, Prochilodus lineatus: primeiro foram considerados os possíveis efeitos 

nos parâmentros osmo-iônicos e de resposta de estresse (hematológicos, metabólicos 

e endócrino), buscando verificar as possíveis alterações funcionais no peixe; e 

segundo foram avaliadas as brânquias dos peixes por meio de microscopia de luz e 

eletrônica, com o intuito de verificar as alterações causadas no nível estrutural desses 

animais. 

No primeiro artigo apresentado os parâmetros osmo-iônicos foram escolhidos 

já que a osmorregulação tem sido relatada como sendo o processo que mais sofre os 

efeitos do Al em peixes. Os efeitos nos íons e osmolaridade obtidos nesse estudo 

foram muito semelhantes aos de outros trabalhos, realizados com diferentes espécies 

de peixe, o que parece revelar que alterações na regulação iônica sejam realmente 

uma característica da contaminação por Al em meio ácido. 

Não existe ainda um consenso entre os pesquisadores sobre o mecanismo 

exato pelo qual o Al em meio ácido afeta a osmorregulação nos peixes. Os indícios 

mais claros são de que os efeitos concentrem-se na redução da atividade da enzima 

transportadora de íons, a Na+/K+-ATPAse. Uma redução de cerca de 50% foi notada 

nas brânquias dos curimbas do presente trabalho, fazendo com que os peixes 

deixassem de captar íons do ambiente, dado também confirmado pelos resultados 

diminuídos dos íons e da osmolaridade plasmática. Os efeitos do Al também parecem 

concentrar-se nas células-cloreto (CC) das brânquias, e sendo essas células um local 

onde a enzima Na+/K+-ATPAse é abundante, seu estudo vem acrescentar informações 

ao processo. No presente trabalho, a imunohistoquímica realizada nas brânquias 

revelou uma diminuição significativa desse tipo celular nos peixes expostos ao Al, o 

que corrobora com a hipótese de diminuição da captação ativa de íons, já que as CC, 

células responsáveis por isso, estão em número reduzido acarretando, muito 

provavelmente, a redução também da atividade da enzima Na+/K+-ATPAse nesse 

órgão.  

Como já mostrado anteriormente, as brânquias possuem grande importância 

quando se pretende estudar um peixe submetido ao estresse decorrente da exposição 

ao Al, principalmente se ocorrer em pH ácido. A importância nesse caso parece estar 



 78

mais relacionada às funções de captação ativa de íons e manutenção do equilíbrio 

ácido-básico, do que propriamente de respiração desse órgão. Portanto, a abordagem 

do segundo artigo, que procurou avaliar a estrutura branquial de animais expostos, 

acrescentou importantes dados à análise geral dos efeitos observados. 

As brânquias dos peixes submetidos ao Al em pH ácido apresentaram lesões 

mais sérias e em maior número quando comparadas aos animais do grupo CTR ou 

expostos somente à acidez. As principais alterações encontradas (hiperplasia, 

hipertrofia e fusão lamelar) representam formas de defesa do órgão contra a entrada 

do contaminante via corrente sangüínea, pois aumentam a distância de difusão entre 

água e sangue, mas acabam prejudicando também as trocas gasosas, podendo levar os 

animais à hipóxia.  

Devido à importância desse tipo celular, as análises de MEV e MET 

concentraram-se nas CC e revelaram dados que corroboram com os já apresentados 

no primeiro artigo em relação aos íons e enzima Na+/K+-ATPAse. Nos animais 

expostos somente a acidez, parece haver um aumento no número de CC tanto nos 

filamentos como nas lamelas; já nos animais expostos ao Al em pH ácido essas 

células aparecem raramente, e quando sim, foram notadas deslocadas para as pontas 

das lamelas. Essa mudança de posição das CC poderia estar relacionada a uma 

tentativa dos animais de captarem mais íons, mantendo as células responsáveis por 

isso o mais próximas da água quanto for possível. Quando se lembra que a distância 

de difusão entre água e sangue também mostrou-se muito aumentada nesses animais 

devido à hiperplasia e hipertrofia do epitélio, fica ainda mais claro o porquê do 

deslocamento das CC para a região apical das lamelas. 

A análise de parâmetros relacionados à resposta de estresse, como glicemia, 

parâmetros sangüíneos, metabólicos e o hormônio cortisol, só colaboraram para o 

melhor entendimento do processo pelo qual o Al é tóxico para os peixes. 

Devido às alterações na estrutura branquial, que possivelmente reduzem as 

trocas gasosas, o aumento do número de eritrócitos e conseqüentemente de 

hemoglobina, significa uma tentativa dos animais de captarem mais oxigênio da água 

e excretarem o CO2 produzido. A mobilização da glicose e proteínas aumentando seus 

níveis no sangue também representam meios do animal responder ao estresse, já que 

representam energia extra para os vários processos que são requeridos em tais 

situações. Apesar de não ter sido constatado um aumento nos níveis séricos do 

cortisol, em nenhum dos animais estudados, é provável que o hormônio tenha 
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apresentado seus picos logo após as exposições ao Al, já que a maioria das respostas 

relacionadas anteriormente são mediadas ou mantidas pelo hormônio cortisol, 

servindo portanto, como uma forma indireta de se comprovar a resposta de estresse. 

A maioria das alterações observadas no presente trabalho, sejam elas 

funcionais ou estruturais, já foram extensivamente relatadas em outros trabalhos com 

peixes e Al. A principal diferença deste para os demais estudos é que o trabalho aqui 

apresentado foi realizado com uma espécie de peixe da região neotropical, e a maioria 

dos anteriores com espécies da Europa e América do Norte.  

Estudos como o apresentado aqui são ainda escassos no Brasil, mas 

extremamente necessários, já que com as temperaturas mais altas dos ambientes 

tropicais a concentração de oxigênio dissolvido tende a ser menor o que compromete 

ainda mais a saúde dos peixes nesses locais. Ainda, P. lineatus é uma espécie de peixe 

que realiza migrações para completar seu ciclo reprodutivo, sendo que um contato 

com o Al em algum momento poderia deixá-lo debilitado e incapaz de migrar, o que 

comprometeria a sobrevivência 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 às diferentes situações é a 

melhor maneira de se propor e executar planos adequados de monitoramento da 

qualidade das águas sujeitas, cada dia mais, a contaminação decorrente da ação 

antrópica. 
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CONCLUSÕES 

 

• Exposições agudas a uma concentração subletal de Al em meio ácido causam 

prejuízos na hiperregulação iônica na espécie de peixe Prochilodus lineatus  

 

• A diminuição da atividade da enzima Na+/K+-ATPAse branquial parece ser a 

principal causa da menor tomada de íons nesses peixes; 

 

 

• Exposições agudas e também sub-crônica a uma concentração subletal de Al 

em meio ácido também promovem alterações estruturais nas brânquias do peixe 

Prochilodus lineatus; 

 

• As alterações afetaram principalmente as células-cloreto das brânquias, 

levando a uma diminuição da atividade da enzima Na+/K+-ATPAse dessas células, 

provável apoptose das mesmas, deslocamento para a área apical da lamela e redução 

de sua área de abertura, comprometendo no geral a função desse tipo celular. 
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