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RIBEIRO, Andréa Martini. Acumulo tecidual de chumbo e seus efeitos sobre 0s processos
osmorregulatorios de Prochilodus lineatus. 2010. 73 f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias
Biologicas) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2010.

RESUMO

Os metais presentes no ambiente aquatico podem interferir nos processos de osmorregulagao
dos teleosteos de agua doce, além de se acumularem em diferentes tecidos dos peixes. Assim,
o presente trabalho teve o objetivo de determinar o aciimulo tecidual de chumbo e seus efeitos
sobre os processos osmorregulatorios de Prochilodus lineatus. Juvenis desta espécie de agua
doce, natlvo da regido neotropical, foram expostos ao chumbo (concentragdo nominal de 3 mg

Pb.L ) em testes estaticos por 6, 24 ¢ 96 h. O acumulo tecidual de chumbo foi analisado nas
branquias, figado, rim, musculo e sangue. Foi feita a andlise dos seguintes parametros:
hematoldgicos (conteido de hemoglobina, hematocrito e nimero de células vermelhas),
metabolico (glicose sanguinea), ePdéi:rino (cort2i+sol sanguineo), osmo-iénicos+(os+rnolaridade

plasmatica e concentragdes de Na , K , Cl e Ca ), enzimas nas branquias (Na /K -ATPase e
anidrase carbdnica) e a densidade e localizacdo de células cloreto (CC) (imunohistoquimica).
O actimulo de metal ocorreu em todos os tecidos analisados em diferentes niveis, sendo o rim
0 6rgdo que mais acumulou chumbo, seguido pela branquia e figado, e o sangue e miisculo os
tecidos que apresentaram a menor concentracdo de chumbo. A presenca de chumbo na 4gua
provocou um aumento de glicemia em decorréncia de uma provavel liberagdo de cortisol
anterior ao primeiro terr+1po+amostral, 0 que também colabora para a proliferacio das CC

branquiais. A enzima Na /K -ATPase branquial mostrou-se inibida apds 24 h de exposi¢ao ao
metal, mas teve sua atividade restabelecida em 96 h, possivelmente devido ao aumento do
nimero de CC observado nas lamelas branquiais. A concentragdo plasmatica de sddio reduziu
nos tempos de 6 ¢ 96 h, ao passo que o potassio plasmatico apresentou-se aumentado em
todos os tempos experimentais. Os peixes expostos ao Pb apresentaram reducdo na
concentragdo de calcio plasmatico em todos os tempos experimentais, sugerindo a
interferéncia do chumbo sobre a tomada deste ion. Os pardmetros hematoldgicos ndo sofreram
alteragdes em nenhum dos tempos experimentais. Em suma, este estudo sugere que o contato
de P. lineatus com o chumbo presente na agua promove diversos desajustes ligados a
osmorregulagdo, provavelmente devido a sua interagdo com proteinas transmembranicas
responsaveis pela captura ativa de ions. Os hormonios que regulam este processo entram em
acdo e promovem o aumento do niumero de CC branquiais na tentativa de restabelecer as
concentragdes de ions plasmaticos adequadas. No interior do organismo, o metal se acumula
preferencialmente em 6rgdos de contato, como as branquias, ou que possuem alta atividade
metabolica e atuam na direcdo de eliminar as substancias toxicas, como o rim e o figado.

Palavras-chave Bioacumulagdo. Células cloreto. Glicemia. Hematologia. fons plasmaticos.
+ o+
Na /K -ATPase.



RIBEIRO, Andréa Martini. Tissue accumulation of lead and its effects on the
osmoregulatory processes of Prochilodus lineatus. 2010. 73 f. Dissertation (Master’s
degree in Biological Sciences) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2010.

ABSTRACT

Waterborne metals can interfere on osmoregulatory processes of freshwater teleosts and can
be accumulated in different tissues of the fish. Thus, the present work aimed to determine
tissue accumulation of lead and its effects on some osmoregulatory processes of Prochilodus
lineatus. Juveniles of this freshwater teleost, native from Neotropical region, was exposed to

-1

lead (0.5 mg of dissolved lead.L ) for 6, 24 and 96 h, in static toxicity tests. Tissue

accumulation of lead was analyzed in the gills, liver, kidney, blood and muscle. The following

parameters were analyzed: hematologic (hemoglobin content, hematocrit and number of red

blood cells), metabolic (blood glucose), endocrine +(;blood cortisol), osn+10-i+onic (plasma
+ + -

osmolarity and concentrations of Na , K , Cl and Ca ), gill enzymes (Na /K -ATPase and
carbonic anhydrase) and the density and localization of chloride cells
(immunohistochemistry). Lead accumulated in all the tissues analyzed, kidney was the organ
that most accumulated, followed by the gills and liver. Blood and muscle were the tissues that
showed the smaller lead concentrations. Lead in water promoted an increase on blood

glucose. This hyperglicemia was probably due to an increased cortisol liberation, which might
+ +

also have corroborated for the proliferation of choride cells (CC) in the gills. Gill Na /K -
ATPase was inhibited after 24 h exposure to the metal, but its activity was restored at 96 h,
probably due to the increase in CC that was observed in gills lamellae. Sodium concentrations

in plasma were reduced after 6 and 96 h, while potassium levels were increased at all
+2

experimental times. Fish exposed to Pb showed a reduction on plasma Ca at all experimental
periods, suggesting that lead somehow interferes on calcium uptake. Hematologic parameters
did not show any alterations after lead exposure. Overall, this study demonstrated that lead
interferes on some osmoregulatory processes of P. lineatus, probably due to its interaction
with membrane proteins related to the active ion uptake. The hormones that regulate these
processes are released promoting the increase in the number of CC in the gills in order to
reestablish adequate ions concentrations. In P.lineatus lead accumulates preferentially on
organs that make direct contact to water, such as the gills, and in organs with high metabolic
activity that act on xenobiotic elimination, such as the kidney and the liver.

Keywords: Bioacculumation. Chloride cells. Blood glucose. Hematology. Plasma ions.
+ 4+
Na /K -ATPase.
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1 INTRODUCAO GERAL

Grande parte dos teledsteos, assim como diversos outros grupos de
organismos, sdo peixes que estdo restritos ao ambiente aquatico. Deste modo, alteragdes
causadas neste ambiente tendem a afetar, em diferentes niveis, as diversas espécies ali
viventes (Vinodhini e Narayanan, 2008). No cenario atual, existe uma infinita gama de
produtos da acdo antrdpica potencialmente téxicos para os organismos aquaticos. Estes vao
desde produtos da percolacdo de aterros sanitarios (Lopes et al., 2007) e despejos de esgoto
sem tratamento, a agroquimicos usados em lavouras, petroleo e seus derivados, e rejeitos
industriais (Heath, 1995; WHO, 1995). Existem também compostos com potencial poluidor
que sdo incorporados aos sistemas aquaticos de maneira natural. Mas no sentido original da
palavra, poluicdo se refere a produtos da a¢do antropica que causam distirbios quando em
contato com o ambiente natural (Mellanby, 1982), ¢ trata-se por XenobioOtico qualquer
substancia quimica estranha, presente em um sistema bioldgico (Midio, 1992).

Em geral, a poluicdo gerada pelo homem ¢ formada por diferentes
compostos que juntos tendem a ter seu potencial toxico aumentado. Mas, ¢ essencial que se
conheca com detalhes a agdo de cada um deles isoladamente sobre a biota, para que decisdes
de combate a polui¢do possam ser tomadas (Martinez e Cdlus, 2002; Cicik et al., 2004). Neste
contexto insere-se a importancia dos testes toxicologicos, que visam entender a acdo toxica da
substancia nociva para um determinado organismo utilizando para isso os biomarcadores.
Estes sdo parametros biologicos do organismo teste que estdo sujeitos a alteragdes estruturais
e funcionais em virtude da presenca de agentes contaminantes (Heath, 1995). Existem
biomarcadores que podem responder a uma ampla gama de poluentes, outros a um poluente
especifico (Hodson et al., 1980). Estes ultimos sdo ideais para utilizagdio em andlises
ambientais com o objetivo de identificar compostos toxicos especificos presentes no ambiente
(Almeida et al., 2005).

Em cursos de dgua poluidos, diversos agentes nocivos podem ser
encontrados. Alguns podem sofrer alteragdes quimicas com o tempo, pela agdo de fatores
externos e dar origem a novos compostos, como a foto-degradag¢ao que ocorre com derivados
de petrdleo, dando origem a compostos mais nocivos e capazes de provocar alteragcdes de
ordem fisiologica, genética, histologica e bioquimica, geralmente mais severas do que as
causadas pelo composto integro (Simonato et al., 2006, 2008). Outras substancias ndo sao

passiveis de degradacao, mas podem interagir com elementos presentes na agua, ou alterar sua
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toxicidade de acordo com as caracteristicas ambientais, tornando-se mais ou menos nocivas
para a biota aquitica. E o caso do aluminio que torna-se consideravelmente mais toxico
quando em ambiente de baixo pH, provocando severas alteragdes para os peixes a ele
expostos (Camargo et al., 2009). Da mesma forma, outros metais também apresentam
caracteristicas proprias de interagdo com os componentes quimicos e fisicos da agua. A
dureza em particular, ¢ um fator determinante para a disponibilidade de metais, e, em linhas
gerais, a concentracdo de metal dissolvido sera sempre inversamente proporcional a dureza
(Hodson et al., 1979; Paquim et al., 2000, 2002; Rathore e Khangarot, 2003). Uma vez que o
calcio e o magnésio sdo os elementos que mais influenciam na dureza da agua, a presenga
destes dois ions muitas vezes exerce um efeito protetor para os animais de agua doce, pois
competem com certos contaminantes pelas mesmas vias de entrada (Rogers e Wood, 2004).
Assim, um ambiente aquatico que apresente uma alta dureza, necessita de uma concentragdo
desses elementos toxicos muito maior para causar nos peixes os mesmos efeitos de um
ambiente com agua mole (Davies et al., 1976). Isso ¢ demonstrado em estudos que
averiguaram a disponibilidade do chumbo em sua forma total e dissolvida, ja que apenas a
porcao do metal que se encontra diluida na agua estara biologicamente disponivel para ser
absorvida pela biota (Hodson et al., 1980; Heath, 1995). A toxicidade do chumbo também ¢
reduzida em pHs muito altos (Hodson et al., 1979), e sua méaxima toxicidade para peixes da
regido temperada foi encontrada em torno de pH 6,0 (MacDonald et al., 2002). Grande parte
do chumbo presente no ambiente liga-se fortemente ao sedimento, e apenas uma pequena
fragdo encontra-se biodisponivel (WHO, 1995; Almeida et al., 2005). Assim, espécies que
estdo mais intimamente relacionadas ao sedimento apresentam um maior risco de
contaminagdo por este metal (Roach et al., 2008).

O chumbo ¢ um metal muito maleavel, com alto peso molecular e bastante
resistente a corrosdo (Liu et al., 2008), propriedades essas que conferem aos seus produtos as
caracteristicas necessarias ao seu bom desempenho. Quase a totalidade do chumbo produzido
no Brasil corresponde ao chumbo secundério, proveniente da reciclagem de sucata,
especialmente baterias automotivas. No entanto, ainda faz-se necessaria a importagdo de
grandes quantidades desse minério a fim de suprir a demanda da industria nacional (BRASIL,
2007). O chumbo foi utilizado como aditivo na gasolina ao longo de varias décadas,
permitindo que grandes quantidades deste metal atingissem a atmosfera e possibilitando que
ele alcangasse até mesmo regides desabitadas pelo homem (Kock e Hofer, 1998). Mas
atualmente, a contaminacao por chumbo advém principalmente da mineragao e de fabricas de

baterias automotivas (Martinez e Colus, 2002).



14

Além do ambiente, outro fator importante que vai determinar a toxicidade
da espécie metdlica esta na capacidade da biota em absorvé-la. Diversas pesquisas ja
demonstraram que diferentes espécies de teledsteos dulcicolas apresentam diferentes
sensibilidades para a exposicdo a uma mesma concentracdo de chumbo, sob as mesmas
condi¢des (Roach et al., 2008; Terra et al., 2008). E evidente que peixes de regides diferentes,
que sdo fisiologicamente adaptados a condi¢cdes ambientais distintas, irdo responder de forma
singular a presenca de contaminantes (Atli e Canli, 2008). Porém, isto também ¢ verdadeiro
para espécies simpdtricas que podem apresentar adaptagdes fisiologicas ou fatores
comportamentais que conferem maior resisténcia ou um menor risco de exposicdo do
organismo, diminuindo a tomada do xenobidtico ou facilitando sua eliminagdo (Hodson et al.,
1980). Mas ainda dentro de uma mesma espécie, alguns fatores podem exercer influéncia
sobre a sensibilidade do animal a presenca do contaminante. Peixes expostos a um
xenobidtico desde o periodo pré-eclosdo apresentam um tempo de resposta menor para a
manifestagdo dos sintomas do que aqueles que foram expostos a partir da fase de alevinos
(Hodson et al., 1979). Da mesma forma, fémeas em fase de reproducdo estdo mais
susceptiveis ao aparecimento dos sintomas causados pela presenca do agente poluidor uma
vez que grande parte de seu investimento energético esta voltado para a desova (Al-Yousuf et
al., 2000). Além da fase do desenvolvimento e do estddio de maturacao gonadal, fatores como
idade e tamanho também podem ser determinantes para a toxicidade da substincia poluidora
sobre a espécie de interesse (Canli e Atli, 2003). Além do ambiente, outro fator importante
que vai determinar a toxicidade da espécie metalica estd na capacidade da biota em absorvé-
la. Diversas pesquisas ja demonstraram que diferentes espécies de teledsteos dulcicolas
apresentam diferentes sensibilidades para a exposi¢do a uma mesma concentracdo de chumbo,
sob as mesmas condigdes (Roach et al., 2008; Terra et al., 2008). E evidente que peixes de
regides diferentes, que sdo fisiologicamente adaptados a condi¢cdes ambientais distintas, irdo
responder de forma singular a presenga de contaminantes (Atli e Canli, 2008). Porém, isto
também ¢ verdadeiro para espécies simpatricas que podem apresentar adaptacdes fisiologicas
ou fatores comportamentais que conferem maior resisténcia ou um menor risco de exposi¢cao
do organismo, diminuindo a tomada do xenobiotico ou facilitando sua elimina¢do (Hodson et
al., 1980). Mas ainda dentro de uma mesma espécie, alguns fatores podem exercer influéncia
sobre a sensibilidade do animal & presenca do contaminante. Peixes expostos a um
xenobidtico desde o periodo pré-eclosdo apresentam um tempo de resposta menor para a
manifestagdo dos sintomas do que aqueles que foram expostos a partir da fase de alevinos

(Hodson et al., 1979). Da mesma forma, fémeas em fase de reprodugdo estdo mais
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susceptiveis ao aparecimento dos sintomas causados pela presenca do agente poluidor uma
vez que grande parte de seu investimento energético esta voltado para a desova (Al-Yousuf et
al., 2000). Além da fase do desenvolvimento e do estadio de maturacdo gonadal, fatores como
idade e tamanho também podem ser determinantes para a toxicidade da substancia poluidora
sobre a espécie de interesse (Canli e Atli, 2003).

O fato do chumbo ser um elemento ndo essencial a sobrevivéncia dos
organismos € nao biodegradavel (Liu et al., 2008), para o qual ndo existem vias eficientes de
metabolizacdo e eliminagdo, acaba por causar uma bioacumulacdo em diferentes 6rgios e
tecidos das espécies peixes a ele expostas (Peakal e Burger, 2003). A entrada das substancias
toxicas em peixes teledsteos se da via branquias, pele ou alimentagdo, e o acimulo ocorre de
forma nao homogénea nos diferentes 6rgdos e tecidos (Alves e Wood, 2006). O actimulo do
elemento toxico no corpo tende a ser maior conforme aumenta o nivel trofico, ou seja, peixes
carnivoros retém uma maior concentragdo do xenobiotico do que aqueles que se alimentam
apenas de vegetais ou matéria organica (Peakall e Burger, 2003; Metcheva et al., 2010).
Diversos estudos demonstraram um acimulo marcante de uma variedade de espécies
metalicas em diferentes tecidos de peixes (Huang et al., 2007; Terra et al., 2008; Vinodhini e
Narayanan, 2008; Cardoso et al., 2009), tartarugas (Jerez et al., 2010) e aves (Kreager et al.,
2008; Rattner et al., 2008) que ocupam os niveis mais altos da cadeia alimentar. Mas
independente da posi¢do troéfica em que o organismo se encontra, o simples contato com o
contaminante somado a ineficiéncia de sua eliminagdo, ja contribui para que haja o acimulo
em tecidos e o6rgdos (Roach et al., 2008).

Uma espécie pode reter uma maior concentracao de determinado metal em
um orgdo especifico, enquanto para outra espécie, o acimulo do mesmo metal neste 6rgao
pode nao ser tdo representativo (Peakall e Burger, 2003; Terra et al., 2008). Da mesma forma,
diferentes metais podem apresentar padrdes de acumulo distintos nos 6rgdos de uma dada
espécie, o que representa certa ,,preferéncia“ de cada metal por determinado tecido de um
mesmo animal (Cicik et al., 2004; Vinodhini e Narayanan, 2008).

Assim, a concentragdo de metal acumulada em cada tecido varia
principalmente em fungdo da espécie exposta (Roach et al., 2008; Terra et al., 2008), da
espécie metalica (Vinodhini e Narayanan, 2008) e do tempo de exposi¢do (Grosell et al.,
2006). Exposi¢des agudas tendem a representar um maior acimulo de metais em tecidos
moles, ao passo que na exposi¢do cronica, o animal passa a reter o metal em tecidos duros
como ossos ¢ dentes (Alves e Wood, 2006; Grosell et al., 2006; ATSDR, 2007). As maiores

concentragdes de metais apos exposicdo aguda sdo encontradas nos Orgdos que estdo
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envolvidos com a tomada e eliminacdo dos contaminantes, por serem dotados de uma alta
taxa metabolica (Cicik et al., 2004). Por sua vez, o musculo ¢ um dos tecidos que menos
acumula metais, em vista do grande volume que ocupa (Alves e Wood, 2006; Palaniappan et
al., 2009). No entanto, o monitoramento dos niveis de metais retidos neste tecido ¢ de grande
importancia uma vez que ¢ o tecido mais comumente consumido na alimentacdo humana
(Nussey et al., 2000).

O chumbo se acumula em alguns 6rgdos mais facilmente do que o restante
dos metais (Vinodhini e Narayanan, 2008), e, para muitas espécies, o maior acimulo do metal
ocorre nas branquias, devido seu intimo contato com o ambiente (Ahern e Morris, 1998; Ay et
al., 1999; Rogers et al., 2003; Suicmez et al., 2006; Has-Schon et al., 2008; Vinodhini e
Narayanan, 2008). Além das fungdes de respiracdo, eliminagdo de excretas e equilibiro acido-
base, as branquias dos peixes de dgua doce devem captar ativamente ions da 4dgua, a fim de
manter um ambiente interno favoravel para a homeostase, mas o acimulo de chumbo neste
orgdo pode acarretar em ineficiéncia de sua fungdo (Ahern e Morris, 1999; Rogers et al.,
2003). Figado e rim também costumam ser alvos de retencao de grande quantidade de metais,
devido a alta atividade metabolica e a producdo das metalotioneinas, que capturam o ion
metalico visando a prote¢cdo do organismo (Cicik et al., 2004).

Uma vez dentro do animal, o metal pode interferir na fisiologia normal do
organismo causando prejuizos diversos. As branquias sdo responsaveis pela tomada ativa de
ions que proporciona uma concentra¢do idnica interna ideal para a realizacdo das atividades
metabolicas, para isto apresentam células especializadas dotadas de inimeras proteinas de
membrana, que formam transportadores, canais e enzimas encarregados deste trabalho
(Evans, 1987). A osmorregulacdo encontra-se particularmente prejudicada na presenga de

metais (Skidmore, 1970; Ay et al., 1999; Martinez e Colus, 2002; Martinez et al., 2004) em

+ o+
detrimento da inibi¢do das enzimas Na /K -ATPase (NKA) (Siegel e Fogt, 1977; Ahern e
Morris, 1998; Ay et al., 1999; Machado, 1999; Rogers et al., 2003; Rogers et al., 2005; Atli e

Canli, 2008), Ca+-ATPase (Rogers e Wood, 2004) e anidrase carbonica (Evans, 1987; Morgan
et al., 1997; Skaggs e Henry, 2002).

A NKA 4 um enzima formada por uma unidade catalitica grande
transmembrana multipasso chamada de subunidade alfa, associada a uma glicoproteina
unipasso, a subunidade beta (Hwang e Lee, 2008). E na subunidade alfa que localizam-se os
sitios ligantes dos ions e do ATP, a fonte de energia para o transporte. A enzima sofre

mudangas conformacionais que expdem seus sitios de liga¢do ora para o interior da célula, ora
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para o meio extra-celular. A NKA atua retirando da célula trés ions sddio em troca de dois
ions potassio do plasma, mas este trabalho ocorre contra um gradiente de concentragao, ¢ para
que isso seja possivel € necessario que grande suprimento de energia esteja disponivel (Perry,
1997). Deste modo, as células dotadas de grande quantidade de NKA, também sdo providas
de muitas mitocondrias responsaveis pela produciao da energia necessaria em forma de ATP.
Para que a molécula de ATP se ligue ao seu respectivo sitio de ligagao na por¢ao intracelular
da subunidade alfa da enzima, ¢ necessaria a presenca de um ion magnésio, que ira atuar
como co-fator da enzima. A auséncia, a substituicdo ou a interferéncia na ligacdo deste ion

implica em inatividade da enzima (Fischer e Giroux, 1987). Mas outros fatores, como as

+ o+
concentragdes dos ions Na , K , o pH e a disponibilidade de ATP também sao reguladores da

atividade da NKA (Atli e Canli, 2008).

Para que a bomba de sddio e potassio funcione normalmente ¢ necessario
que todos estes fatores estejam funcionando de forma sincronizada, mas a presenga de alguns
xenobioticos de origem metalica pode interferir no bom funcionamento do transporte. O cobre
(Sampaio et al., 2008), a prata (Morgan et al., 1997), o aluminio (Camargo et al., 2009) e o
chumbo (Ahern e Morris, 1999; Rogers et al., 2003, 2005) estdo entre os causadores de
redu¢do da atividade desta enzima, resultando em alteragdes das concentra¢des de ions
internos. A reducdo da atividade da bomba ¢ uma consequéncia comum para os metais, mas

os mecanismos pelos quais ocorre esta reducdo ndo estdo claros para todos esses metais. Ao

2+
que parece, o cobre interage com os sitios de ligacdo destinados ao Mg (Sampaio et al.,

2008), resultando em dificuldade para o acoplamento da molécula de ATP ao sitio catalitico.
Deste modo, n3o ocorre a fosforilagdio da enzima que deixa de sofrer as alteragdes
conformacionais necessarias ao transporte. De forma semelhante, o decréscimo na atividade
de transporte na presenga de chumbo ¢ atribuido a interferéncia do metal na formacdo do
intermediario da enzima fosforilada (complexo E-P) (Ahern e Morris, 1999).

A NKA tem uma atuagdo eletrogénica, ja que durante sua atividade sdo
colocados mais ions positivos para fora da célula do que para dentro (Alberts et al., 2010),
tornando o interior celular negativamente carregado em relagdo ao exterior, e desta forma
gerando um potencial de membrana que serve como for¢a motriz para a entrada de outros
ions, que se deslocam pela membrana apical da dgua para o peixe (Rose e Valdes, 1994;
Heath, 1995; Hwang; Lee, 2007). A inibicdo da NKA, associada a interferéncia sobre outras
enzimas, faz com que peixes expostos ao chumbo tipicamente apresentem alteragdes das

concentragdes de ions no plasma. Os mais comumente afetados sdo o sodio e o cloreto, que
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tém suas concentragdes plasmaticas diminuidas pela reducao do influxo i6nico (Rogers et al.,
2003; Martinez et al., 2004; Rogers et al., 2005).

Além de estar suceptivel a alteragdes pela reducdo de atividade da NKA, a
concentragdo plasmatica de cloreto também pode ser afetada em fun¢do do funcionamento
inadequado da anidrase carbonica (AC). Esta enzima ¢ encontrada aderida a membrana
plasmatica ou a organelas celulares, e também esta presente no citosol das células branquiais
(Gilmour e Perry, 2009). Ela atua no equilibrio acido-base (Evans et al., 2005), agindo sobre o
gés carbOnico proveniente da respiragdo celular, que chega nas branquias para ser eliminado.
O CO; sofre uma reagdo de hidratagdo pela acdo da AC, formando o acido carbdnico que ¢
extremamente instavel, e se dissocia rapidamente formando o ion bicarbonato e o ion
hidrogénio. A importancia desta enzima para a osmorregulagdo estd no fato de que os dois
produtos por ela formados atuam como contra-ions para a captura de sodio e cloreto presente
no meio (Goss et al., 1998). Alguns metais sdo capazes de interferir no bom funcionamento da

AC (Morgan et al., 1997; Vitale et al., 1999; Skagg e Henry, 2002; Rogers et al., 2005), e,

+ -
portanto, prejudicar indiretamente a captacdo de Na e Cl (Evans, 1987). Assim, o

decréscimo dos niveis plasmaticos de cloreto comumente encontrado em presenca de chumbo
(Rogers et al., 2003), pode estar associado a interferéncia deste metal sobre a atividade da AC
e ao prejuizo de produgao dos ions de troca.

Os niveis calcémicos também podem sofrer alteragdes em presenca de
chumbo, assim como ocorre com outros metais como cobalto, zinco e cddmio (Bury e Wood,
1999; MacDonald et al., 2002; Rogers ¢ Wood, 2004), os quais sdo descritos como
antagonistas do calcio e utilizam sua via de absor¢ao para adentrar o animal. O célcio que
entra no organismo através das branquias ¢ absorvido ativamente tanto pelas células cloreto
(CC), quanto pelas demais células epiteliais. A por¢do apical dessas células possui canais
pelos quais ocorre a absorcao de calcio, e a entrada deste ion s6 acontece gragas ao gradiente

gerado pelos transportadores inseridos na regido basolateral da membrana plasmatica:

trocador Na+/Ca2+ e Ca”-ATPase (Hwang e Lee, 2008). Todos os eventos envolvidos na
tomada branquial de calcio sdo também descritos como possiveis vias de absor¢do do
chumbo, e assim como acontece com a NKA, o metal pode bloquear o canal apical e também
reduzir a atividade dos trocadores localizados na membrana basolateral (MacDonald et al.,
2002; Rogers et al., 2003; Atli e Canli, 2007). Em consequéncia disto, os niveis de calcio no
interior do organismo sdo tipicamente reduzidos na presenca de chumbo (Ahern e Morris,

1999; Rogers et al., 2003; Rogers e Wood, 2004; Mosher, 2008).
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Mas além de interferir negativamente nos processos de tomada idnica, o
chumbo pode ainda alterar a concentracdo de ions plasmaticos em peixes de agua doce pelo
aumento do efluxo de ions, provocado por distirbios na permeabilidade idnica das
membranas. No epitélio branquial dos teledsteos dulcicolas encontram-se jungdes celulares
que conferem ao tecido a impermeabilidade necessaria para evitar a passagem de ions pela via
paracelular (Foskett et al., 1983; Evans, 2005). A formagao destas juncgdes oclusivas depende
indiretamente da atividade da NKA, que atua na mobilizacdo dos elementos formadores do
complexo protéico (Rajasekaran e Rajasekaran, 2003). Além disso, algumas proteinas que
compdem esta juncdo celular dependem do ion calcio para poderem se ligar umas as outras
(Schneerberger e Lynch, 1984; Rajasekaran et al., 2001; Brown e Davis, 2002). Uma vez que
o chumbo ¢ capaz de interferir na atividade da NKA e nas concentragdes de célcio no plasma,
¢ possivel que além das alteragdes de ions plasmaticos decorrentes da ineficiéncia nos
processos osmorregulatorios, o metal também permita a perda idnica por entre as células do
epitélio branquial.

Uma vez que a presenca de chumbo interfere na concentragao de diferentes
ions plasmaticos, o organismo se movimenta no intuito de contornar os desajustes. Uma das
formas de recuperar a concentracdo normal de ions ¢ pelo aumento da tomada dos mesmos,
sendo que a producdo de uma nova populagdo de células que trabalham nesta dire¢ao ¢ uma

das estratégias adotadas para aumentar a taxa de influxo i6nico (Perry, 1997). Em ocasides de

N
baixa osmolaridade do ambiente ou baixa concentragdo de Na no plasma, o teledsteo de dgua

doce produz um hormoénio chamado prolactina (Kaneko e Hirano, 1993), sintetizado na regiao
anterior da adenohipofise e que estd diretamente relacionado a hiperregulagdo idnica
(Mancera e McCormick, 2007). Simultaneamente, circunstancias que expdem o animal a uma
situacdo de estresse estimulam a produ¢do de cortisol pelo tecido inter-renal (Mancera e
McCormick, 2007). As principais fun¢des deste hormonio sdo a regulagdo da captagdo de ions
e do balango energético (Wendelaar-Bonga ¢ Lock, 2008; Ramesh et al., 2009), situagdes
comumente encontradas em presenca um fator estressante. A liberagdo destes dois horménios,
o organismo responde com a proliferacdo de CC nas branquias com o intuito de otimizar os
processos osmorregulatorios e retomar os niveis normais de ions plasmaticos (Mancera e
McCormick, 2007; Ramesh et al., 2009).

As CC sao células especializadas encontradas nas branquias e responsaveis
pela captura ativa de ions da 4gua. Para atuar nesta dire¢cdo estas células sdo dotadas de um

grande nimero de mitocondria que visam a producdo de energia na forma de ATP e uma
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extensa rede de invaginacdes da membrana basolateral para a insercdo dos transportadores
que irdo atuar na fun¢do de absor¢ao de ions (Perry, 1997). A exposi¢ao de teledsteos
dulcicolas a 4guas contaminadas com metais resulta tipicamente em aumento do nimero de
CC branquiais (Dang et al., 2000a). Em geral as CC encontram-se inseridas nos filamentos,
sendo menos frequente sua ocorréncia nas lamelas. Mas sob certas condi¢cdes ambientais as
CC passam a ser mais comumente encontradas no epitélio lamelar (Goss et al., 1998). A
migracdo de células do filamento para as lamelas pode decorrer da necessidade de aumentar a
tomada de ions nos peixes de d4gua doce (Hwang e Lee, 2007).

Também em resposta a liberagdo de cortisol, ocorre um processo chamado
glicogenolise, que consiste na quebra do glicogénio armazenado no figado e formacao de
moléculas de glicose para suprir a demanda energética para lidar com os danos causados pelo
agente estressor (Thomas, 2008). A liberacao deste hormonio pode ocorrer desde os primeiros
minutos de exposicdo, até algumas horas depois (Barton, 2002; Thomas, 2008), e sua
presenca no corpo do animal ndo dura mais que poucas horas (Iwama et al., 2006). Contudo,
como resultado de sua atuacdo, a glicemia do animal pode permanecer em niveis elevados por
periodos mais prolongados (Barton, 2002), resultando em um efeito duradouro. Desta forma,
¢ possivel afirmar com alguma cautela que a hiperglicemia encontrada em peixes expostos a
contaminantes aquaticos decorre da liberagdo prévia do hormdnio ligado ao estresse, o
cortisol (Iwama et al., 2006).

Como uma medida de prevencdo da absor¢do dos compostos toxicos, o
organismo acaba langando mao de alteragdes histoldgicas no tecido branquial com o intuito de
criar uma barreira para minimizar a entrada desses contaminantes (Mallatt, 1985). No entanto,
tais alteracdes revelaram-se “ma adaptagdes”, uma vez que a distancia de difusdo para os
gases também ¢ aumentada, dificultando a tomada de oxigénio. Desta forma, para aumentar a
eficiéncia na captura deste gas, os parametros hematologicos também podem variar. Para isso,
ocorre a liberacdo de catecolaminas que promovem contracdo esplénica e consequente
liberagdo de novas células sanguineas para a circulacdo, aumentando assim os diversos
parametros hematoldgicos (Wendelaar - Bonga, 1997). Contudo, nem todas as espécies
respondem da mesma maneira aos contaminantes, pois, respostas e efeitos opostos podem ser
obtidos em funcao do agente poluidor e de sua concentragdo (Di Giulio € Newman, 2008). A
exposicdo de teledsteos dulcicolas ao chumbo pode interferir de forma negativa nos
parametros sanguineos, de modo a provocar uma diminui¢ao dos eritrocitos apds exposicao
cronica. A atividade da éacido delta-aminolevulinico desidratase (ALAD) ¢ prejudicada na

presenca deste contaminante. Esta enzima ¢é responsavel pela sintese de hemoglobina, sem a
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qual fica invidvel a produgao de células sanguineas saudaveis (Kutlu e Siimer, 2008). O efeito
de inibigdo da ALAD parece ser exclusivo da presenca do chumbo, ja que metais como Cd,
Cu e Hg ndo causaram alteracdo na atividade da enzima, e o Zn ocasionou um discreto
aumento de sua atividade na exposi¢do de peixes da regido temperada (Hodson et al., 1980).
Deste modo, a analise da atividade da ALAD em teledsteos de d4gua doce mostra-se ideal para
0 monitoramento da presen¢a de chumbo no ambiente aquatico, uma vez que a reducao dos
parametros hematologicos podem ser reflexo da agdo do metal sobre a enzima.

Diversos estudos ja foram realizados para o estabelecimento de modelos dos
efeitos do chumbo sobre parametros fisiologicos da ictiofauna da regido temperada, contudo,
ha uma caréncia de informagdes para os peixes residentes da regido neotropical (Martinez e
Colus, 2002). Muitos padrdes de efeitos e respostas ndo podem ser extrapolados entre
diferentes espécies em funcdo das diferencas fisiologicas e das condi¢des ambientais a que
cada uma esta adaptada (Atli e Canli, 2008). Assim, recentes pesquisas relacionadas a
ictiofauna da regido neotropical vem ganhando destaque no cenario atual. Algumas espécies
residentes desta regido revelaram-se bioindicadores em potencial, por terem alguns de seus
parametros sensivelmente alterados em presenca de contaminantes aquaticos, revelando-se
bons biomarcadores (Winkaler et al., 2001; Martinez ¢ Coélus, 2002; Torre et al., 2007;
Sampaio et al., 2008). O Prochilodus lineatus ¢ um peixe dulcicola de médio porte cuja
biologia e fisiologia sdo bastante conhecidas. Sua ocorréncia se restringe as bacias Parnaiba
do Sul, Parana e Paraguai, na regido neotropical. Possui héabito alimentar detritivoro e sua
presenca esta atrelada a ambientes integros.

Neste contexto, insere-se a importancia de estudos que objetivam desvendar
o modo de atuacdo de determinada espécie metalica sobre a fisiologia de teledsteos
dulcicolas, com énfase nos processos de captagdo de ions pelas branquias. Extensas pesquisas
j& foram desenvolvidas para desvendar o modo de atuacdo do chumbo na captacdao de ions
como o calcio, sodio, cloreto e magnésio nos peixes da regido temperada (Rogers et al., 2003,
2005; Rogers e Wood, 2004). Estas pesquisas visam entender a interagdo direta ou indireta do
chumbo com tais ions e seus canais e transportadores. Do mesmo modo, faz-se necessario

mais estudos dos mesmos parametros para as espécies presentes na regido neotropical.
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2 OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS

Objetivos Gerais

. Analisar o acimulo de chumbo em diferentes tecidos do peixe Prochilodus lineatus;
. Caracterizar os efeitos do chumbo sobre os processos de osmorregulagdo em peixes de

agua doce da regido neotropical, usando como modelo o Prochilodus lineatus;

Objetivos Especificos

. Realizar testes de toxicidade aguda com peixes expostos a concentracdes de chumbo ja
verificadas em corregos e riachos da regido de Londrina;

. Analisar, por espectrofotometria de absor¢ao atomica, o teor de chumbo em diferentes
tecidos (branquias, figado, rim, eritrocitos e musculo) dos peixes expostos aos testes
de toxicidade;

. Avaliar os parametros hematolégicos (hematdcrito, conteido de hemoglobia e nimero
de eritrdcitos) dos peixes expostos aos testes de toxicidade;

. Determinar as concentragdes plasmaticas de cortisol e glicose dos peixes expostos aos
testes de toxicidade;

. Medir as concentragdes plasmaticas de sdédio, potdssio, cloreto e calcio, ¢ a
osmolaridade dos peixes expostos aos testes de toxicidade;

. Quantificar e localizar as células de cloreto, nas branquias dos peixes expostos aos

testes de toxicidade, por meio de ensaio imunohistoquimico;

+ o+

. Determinar a atividade da Na /K -ATPase em branquias dos peixes expostos aos
testes de toxicidade;
. Analisar a atividade da anidrase carbonica em branquias dos peixes expostos aos testes

de toxicidade.
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ACUMULO TECIDUAL DE CHUMBO E SEUS EFEITOS SOBRE A FISIOLOIA
BRANQUIAL DE Prochilodus lineatus

Andrea Martini Ribeiro!, Claudia B. R. Martinez!

Resumo
Com o objetivo de verificar o acimulo de chumbo em diferentes 6rgdos e células, e entender
sua acdo sobre a fisiologia branquial de um peixe neotropical de agua doce, juvenis de

Prochilodus lineatus foram submetidos a exposi¢do ao chumbo (concentra¢do nominal de 3
-1

mg Pb.L ) ou somente a dgua por até 96 h. Os resultados mostraram que o chumbo se

acumula em diferentes propor¢des nos orgaos (rim > branquias > figado > eritrocitos >

musculo), variando, também, em fun¢ao do tempo. Os parametros hematoldgicos e do cortisol

plasmatico ndo sofreram alteracdes na presencao do metal, mas a glicemia apresentou-se

aumentada. A concentracdo plasmatica de célcio sofreu interferéncia, assim como a de sodio.
+ o+

A elevagio do potassio plasmatico resultou da inibigio da Na /K -ATPase. O numero de
células cloreto nas lamelas branquiais aumentou nos peixes expotos ao chumbo. A
concentragdo de cloreto no plasma e a atividade da anidrase carbonica ndo sofreram alteracoes
durante a exposi¢do ao chumbo. Os resultados indicam que o contato da espécie estudade com
o chumbo, causa acumulo de metal no corpo da espécie P. lineatus, alteragdes
osmorregulatdrias e proliferacdo das células cloreto branquiais.

+ o+
Palavras-chave: Bioacumulagao. Hematologia. lons plasmaticos. Células cloreto. Na /K -18

ATPase. Anidrase carbOnica.
Introducéo

O chumbo pode ocorrer em concentragdes muito baixas no ambiente
aquatico por processos naturais, mas por se tratar de um metal bastante utilizado nas
industrias de tintas, vidros e baterias automotivas, sua entrada no ecossistema aquatico ¢
facilitada pela agdo antropica (Paoliello e Chasin, 2001; Skerfving e Bergdahl, 2007). A

legislagdo brasileira (CONAMA, 2005) determina que o chumbo total presente na agua para

-1
consumo humano nao ultrapasse valores de 0,01 mg.L. . Contudo, concentragdes bem acima

deste limite ja foram identificadas em corpos d* @gua em diversas regides do pais (Yabe e

Oliveira, 1998; Lima et al., 2001; Mozeto et al., 2007). Dados sobre os efeitos do chumbo nos
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organismos aquaticos estdo disponiveis para organismos da regido temperada, enquanto a
regido neotropical sofre com um déficit de informacdes. Os conhecimentos existentes para
organismos da regido temperada ndo devem ser extrapolados para aqueles residentes na regido
tropical (Martinez e Cdlus, 2002), uma vez que as diferencas das condi¢cdes ambientais e da
fisiologia das espécies sdo muito grandes entre estas duas regides (Atli e Canli, 2008).

Os teledsteos de agua doce precisam “langar mao” de processos que atuam
na captacdo de ions a fim de manter a osmolaridade de seus fluidos corpéreos mais
concentrada do que a do ambiente em seu entorno, a este mecanismo da-se o nome de
osmorregulacdo (Evans, 1987). A presenca de metais na agua é capaz de interferir neste
processo perturbando o estado homeostitico e possibilitando o surgimento de danos.
Particularmente, o chumbo particularmente pode causar uma série de desajustes na fisiologia
dos teledsteos dulcicolas, no que diz respeito a tomada de ions (Eisler, 1988).

A captura de ions ocorre principalmente através das branquias, onde existem
células especializadas para esta fungdo, as quais estdo tipicamente localizadas na regido
interlamelar (Evans et al., 2005). Estas sdo as chamadas células cloreto (CC), as quais
possuem inumeras enzimas, canais e transportadores que atuam na captacdo ativa dos sais

N ]
necessarios ao funcionamento adequado do organismo, tais como sédio (Na ), cloreto (Cl ) e

2+
calcio (Ca ) (Perry, 1997). Além disso, para evitar a perda desses ions e de outras moléculas

importantes pela via paracelular, estdo presentes estruturas juncionais que conferem
impermeabilidade ao tecido branquial (Evans e Claiborne, 2009). O chumbo ¢ capaz de
interferir tanto nos processos de captacdo quanto na permeabilidade das branquias, resultando
em hemodiluicdo gracas a perda de ions (Rogers et al., 2003). Sua alta afinidade por enzimas

+ o+
transportadoras como a Na /K - ATPase (NKA) (Ahern e Moris, 1998; Spokas et al., 2006) e

2+

a Ca -ATPase (Rogers e Wood, 2004; Atli e Canli, 2007), acaba por impedir suas fungdes,
bloqueando o transporte ativo e a tomada desses ions (MacDonald et al., 2002; Rogers et al.,
2005). Na tentativa de reverter os danos causados pela presenca do metal, ocorre a liberagao
de hormdnios que atuam na mobilizagdo de reservas energéticas e diferenciacdo celular nas
branquias (Mancera ¢ McCormick, 2007; Ramesh et al., 2009). Essas novas células surgem
com o intuito de compensar a perda idnica sofrida devido a a¢do do metal sobre os processos
osmorregulatorios (McCormick, 2001) e passam a aparecer em maior nimero nas lamelas
branquiais (Dang et al., 2000b).

Ao se ligar as enzimas localizadas nas CC, o chumbo acaba retido nas

branquias, causando a chamada bioacumulacao (Tao et al., 1999; Spokas et al., 2006; Schmitt
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et al., 2007a). Da mesma forma, tecidos que apresentam um alto metabolismo ou que estdao
envolvidos nos processos de tomada, transporte e eliminagdao de xenobioticos, como o figado,
rim e sangue, também sdo alvos de acumulo de espécies metalicas (Cicik et al., 2004; Klavins
et al., 2009; Palaniappan et al., 2009), acarretando um mau funcionamento do 6rgio (Rogers
et al., 2005; Alves e Wood, 2006; Patel et al., 2006). O chumbo acumulado no sangue
também ¢ capaz de interferir de forma negativa na homeostase, pois grande parte do metal
que entra nas células sanguineas se liga a proteinas responsaveis pela sintese da hemoglobina
(Hodson et al., 1980; Bergdahl et al., 1998; Skerfving e Bergdahl, 2007), podendo causar
desajustes dos pardmetros hematologicos (Ates et al., 2008).

Testes de toxicidade sdo utilizados para a avaliacdo dos possiveis danos
causados por contaminantes sobre os organismos aquaticos (Martinez e Colus, 2002, Costa et
al., 2008). Nestes testes devem ser utilizados peixes cujos parametros que pretende-se analisar
sejam bem conhecidos. E desejavel que a espécie também tenha uma alta representatividade,
importancia comercial e ecologica (Costa et al., 2008). O Prochilodus lineatus, popularmente
conhecida como curimba ou curimbata, vem sendo bastante utilizada em testes de toxicidade
(Camargo et al., 2009; Cazenave et al., 2009; Lombardi et al., 2010). Por se tratar de um
animal da regido neotropical encontrado apenas em ambientes preservados, pode ser
considerada uma espécie sensivel a presenca de poluentes aquaticos (Martinez e Colus, 2002;
Martinez et al., 2004).

Neste contexto, o presente estudo foi desenvolvido a fim de identificar os

padroes de acimulo de chumbo nos 6rgdos e eritrécitos e a acdo do metal sobre a fisiologia

-1
branquial em P. lineatus exposto a uma concentragdo nominal de chumbo de 3 mg.L ,

proximas das ja verificadas no ambiente natural. Este trabalho foi realizado no intuito de
identificar e quantificar os possiveis prejuizos que a presenga de chumbo no ambiente de dgua

doce pode trazer a espécies de teledsteos neotropicais.
Material e Métodos

Testes de toxicidade

Foram utilizados juvenis de P. lineatus pesando 7,6 + 2 g ¢ medindo 8,8 +
0,8 cm (média £ DP, n=116) obtidos na Estacdo de Piscicultura da Universidade Estadual de
Londrina. Os peixes foram aclimatados por um periodo de no minimo 5 dias com fotoperiodo

de claro e escuro de 12/12 h e as condi¢des da 4dgua (temperatura, pH, OD e condutividade)
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foram monitoradas diariamente. A alimentagao foi feita com racao comercial a cada dois dias.
Os testes de toxicidade estaticos e agudos foram realizados em aquarios de vidro contendo 80

L de agua desclorada (controle — CTR) ou 80 L de 4gua com concentragdo nominal de 3 mg

1
Pb.L. sob a forma de Pb(NO;), (Vetec) (experimental — Pb). Em cada aquario foram

colocados de 8 a 10 peixes, que foram amostrados apds os periodos de 6, 24 e 96 h.
Amostragem: agua

Com intuito de analisar as concentragdes de chumbo total e dissolvido a que
os peixes foram expostos, foi coletada a agua de ambos os aquarios (CTR e Pb), nos tempos
de 6, 24, 48, 72 e 96 h. Para a andlise do chumbo total, a 4gua foi coletada com seringa de
vidro e armazenada em tubos plasticos com a adi¢ao de 0,5% de acido nitrico (FMaia). Ja
para a analise do chumbo dissolvido, as amostras de agua foram filtradas (0,45 pm),
acidificadas (0,5% HNO; -FMaia) e armazenadas. As amostras foram mantidas a 4°C até as
analises de chumbo em espectrofotdmetro de absor¢cdo atomica (EAA-AAnalyst 700, Perkin

Elmer, USA).

Amostragem: sangue e 6rgaos.

-1
Os peixes foram anestesiados com benzocaina (0,12 g.LL ) para a retirada de

sangue através da veia caudal com seringa lavada com heparina. O sangue foi guardado em
tubos plasticos para as analises hematologicas e as células foram separadas por centrifugacao
(1870 g, 15 min) para medi¢ao de acimulo de chumbo. Os peixes foram mortos por sec¢ao
medular para a retirada das branquias, figado, rim e musculo. Os arcos branquiais foram
lavados com solugdo salina (NaCl 154 mM e sacarose 25 mM) para a retirada do chumbo

adsorvido e para as andlises enzimadticas, imunohistoquimicas e andlise de actimulo de

+ o+
chumbo. Para a determinagao da Na /K -ATPase, os filamentos foram separados dos arcos e

armazenados em tampdo SEI (composi¢cdo em mM: 300 de sacarose, 0,1 de EDTA e 30 de
Imidazol) em ultrafreezer a -80°C. Para a verificagdo da atividade da AC e a andlise de
acimulo de chumbo os filamentos e lamelas foram separados dos arcos branquiais e
armazenados a seco em tubos plasticos pré-pesados em ultrafreezer. Um arco branquial foi
fixado em solugdo de Bouin (70% acido picrico, 25% formol 40% e 5% acido acético glacial)

para a montagem de laminas histologicas para a analise das celulas cloreto. O musculo foi
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retirado da regido entre a cabega e a nadadeira dorsal a fim de padronizar, e assim como o
figado e o rim, foi guardado a seco em tubos plasticos pré-pesados em freezer -80°C. Os tubos
foram novamente pesados antes do congelamento para o conhecimento do peso de cada

orgao.
Determinacéo de chumbo nos tecidos

Os orgaos foram descongelados e transferidos para tubos plasticos
previamente lavados com solucdo de acido nitrico 0,5% por 24 h, para descontaminagdo. Os
orgaos e células sanguineas foram submetidos a digestdo acida com acido nitrico suprapuro
(Merck) 1N (5 vezes o peso) em estufa, a uma temperatura constante de 60°C, por 48 h. Apds
a digestao, foi adicionado 1 mL de 4cido nitrico suprapuro 5% (Merck) e o material digerido
centrifugado (3.600 g, 20 min). O sobrenadante foi guardado a 4°C por um periodo maximo
de 36 h, para a realiza¢dao da determinacao de chumbo.

Para a andlise do Pb nos tecidos utilizou-se uma curva padrao construida a

partir de dilui¢des de uma solucdo padrao de Pb (Specsol) com concentragdes de chumbo

-1
dissolvido de 0 a 100 pg.L. diluidos em solugdo de acido nitrico 0,5%. As amostras foram
analisadas em duplicata em forno de grafite acoplado ao EAA (AAnalyst 700, Perkin Elmer,
USA).

Analises hematologicas: Hematocrito, Hemoglobina e RBC.

O sangue de cada animal foi colocado em um tubo capilar e centrifugado
(1.200 g, 5 min) em centrifuga de micro-capilar, para a separagdo das células e do plasma para
a estimativa de porcentagem de células sanguineas (hematdcrito). Um volume de sangue foi
adicionado ao tampao formol citrato (citrato de sodio diluido em 0,4% de formol em solugao)
para a contagem do numero de eritrécitos (RBC) em camara de Neubauer ao microscopio
optico. O contetido de hemoglobina foi estimado pelo método colorimétrico com cianeto da
meta-hemoglobina (HiCN) utilizando-se kit comercial (Labtest Disagndstica, Brasil) em
espectrofotometro (540 nm, Libra S32, Biochrom, Reino Unido). Apos as andlises
hematoldgicas, o sangue foi centrifugado (1870 g, 15 min) e o plasma separado e congelado a

-20°C. O resultado de hematocrito foi expresso em porcentagem, a hemoglobina em gramas

-1 3
por decilitro (g.dL ), e 0o RBC em niimero de células por milimetro ctibico (n° céls.mm ).
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Andlises metabolicas e enddcrinas: Glicose e Cortisol.

A glicose plasmatica foi determinada pelo método da glicose oxidase com
kit comercial (Labtest Diagnostica, Brasil) em espectrofotdometro de microplacas (505 nm,
Victor 3, Perkin Elmer, USA). O cortisol foi medido por imunoensaio com a utilizagdo de kit

comercial (Diagnostic Systems Laboratories Inc., USA) em leitora de microplacas (450 nm,
-1
ELX 800, BioTek, USA). O resultado de glicose foi expresso em mg.dL e o de cortisol em

-1
pg.dl .

+ o+ 2+

Analises da osmolaridade e concentragdes iénicas (Na , K , Cle Ca ).

A osmolaridade foi medida por congelamento usando um osmodmetro
(Osmomat 030, Gonotec, Alemanha). As andlises de s6dio e potdssio plasmaticos foram
realizadas com amostras de plasma diluidas em agua deionizada, em fotdmetro de chama
(900, Analyser, Brasil), e expressas em relagdo a curvas padrdes de NaCl (de 0,35 a 2,8 mM)
e KCI (de 0,0125 a 0,1 mM), respectivamente. O ion cloreto foi determinado pelo método do
tiocianato de mercurio com auxilio de kit comercial (Labtest, Brasil) em espectrofotometro de
microplacas (470 nm, Victor 3, Perkin Elmer, USA). O ion célcio foi analisado em amostras
de plasma diluidas, utilizando-se o 6xido de lantanio como modificador, em EAA (AAnalyst
700, Perkin Elmer, USA). A concentracdo de calcio no plasma foi expressa basedad em uma

-1
curva padrdo de calcio (Specsol — de 0,5 a 25,0 mg.L ). O resultado de osmolaridade foi

-1
expresso em mOsm.L , e os ions em mM.

+ o+

Andlises enzimaticas: Na /K -ATPase e Anidrase Carbonica.

Os filamentos branquiais separados dos arcos foram homogeneizados em
solugdo SEI (1:10 pv) e centrifugados (7500 g, 15 min, 4°C). O sobrenadante foi usado para
medir a atividade da NKA, segundo o protocolo estabelecido por Quabius et al. (1997). Neste
método, mede-se a atividade da enzima de modo indireto, através da producdo de fosfato
inorganico proveniente da quebra de ATP, em amostras incubadas com KCI (que estimula a

atividade da NKA) e com ouabaina (inibidor da NKA). E como padrao foi utilizada uma
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solucao de fosforo 650 uM (Sigma). Os ensaios foram realizados em leitora de microplacas
(620 nm, ELx 800, BioTek, USA), como adaptado por Nolan (2000).

Para a determinacdo da atividade da enzima anidrase carbonica (AC), os
filamentos branquiais foram homogeneizados com solu¢do tampao (composi¢do em mM: 225
de manitol, 75 de sacarose, 10 de TRIS e 10 de NaH2PO4, pH 7,4) e centrifugados (7500 g,
15 min, 4°C). Uma quantidade do sobrenadante foi adicionada ao mesmo tampao e a uma
solucdo de agua saturada de CO,. A redug@o do pH foi monitorado por um tempo de 20 s. O
método foi estabelecido por Vitale et al. (1999) e baseia-se na catdlise de uma solucao
saturada de CO; com correspondente liberagao de , e consequente reducao do pH.

A concentragdo de proteinas no homogeneizado branquial foi quantificada
pelo método de Lowry et al. (1951), utilizando albumina sérica bovina como padrao. A NKA

foi expressa em pMPi.mg ptn”' .h"'e a AC em AC.g ptn™".
Analises imunohistoquimicas: Células Cloreto

As branquias foram fixadas em Boiun por um periodo de 6 a 8§ h e
armazenadas em alcool 70% até o inicio do processamento histoldégico. Procedeu-se a
desidratacdo alcodlica com uma série crescente de etanol, diafanizacdo em xilol e posterior
impregnagdo com parafina. Os blocos contendo um arco branquial foram cortados
sagitalmente (8 um de espessura) e foram colocados de 6 a 12 cortes por lamina. Em seguida
foi aplicada a técnica imunohistoquimica para a marcagdo das CC usando anticorpos contra a
NKA, como descrita por Dang et al. (2000a). As laminas foram incubadas com anticorpo
monoclonal de camundongo para NKA (IgGa5, Development Studies Hydrioma Bank,
University of Iowa, USA) e com o segundo anticorpo Goat Anti-mouse Ig Peroxidase
conjugated (GAMPO, Sigma). Em seguida, utilizou-se tampao tris-salino (0,5 M tris-base, pH
7,4) contendo diaminobenzidine (DAB-Ni) e peroxido de hidrogénio para conferir a coloragao
das CC, dando sequéncia a desidrata¢do e montagem das laminas.

A andlise das laminas para contagem das CC foi feita em microscopio
optico (DM2500, Leica, Alemanha) com auxilio de um software para analise de imagens
(Leica Qwin, Alemanha). Para cada peixe foram medidos 5 filamentos aleatorios dos quais

foram contadas todas as CC, diferenciando-as por sua localiza¢do (filamento/lamela). O

-1
resultado foi expresso em niumero de CC por mm de filamento (n° céls.mm ).
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Andlise estatistica

Os resultados estdo expressos na forma de média + EP. O valores médios
obtidos de cada pardmetro para cada tratamento (CTR e Pb), foram comparados entre si para
cada um dos tempos experimentais (6, 24 ¢ 96 h) usando teste t ou Mann-Whitney,
dependendo da distribuicdo dos dados (normalidade e homogeneidade de varidncia). As
concentragdes de chumbo nos tecidos também foram comparadas entre os tempos
experimentais usando andlise de variancia fator inico (ANOVA) ou teste de Kruskall- Wallis,
de acordo com a distribui¢do dos dados (normalidade e homogeneidade de variancia). Foram

considerados estatisticamente diferentes, valores de P<0,05.
Resultados

Dos 116 peixes utilizados durante todo o experimento, 6 peixes morreram.
Sendo 1 animal no grupo controle de 6 h, 1 do grupo exposto ao chumbo por 24 h e 4 peixes
experimentais morreram entre 72 e 96 h. Os valores de oxigénio dissolvido, temperatura, pH e

condutividade da agua, estdo apresentados na Tabela 1. Os valores de dureza se mantiveram

-1
em 41,3 £ 5,5 mg CaCOs.L . A concentragdo média de chumbo encontrada nos aquarios foi

de 2,24 mg.L'1 de chumbo total e de 1,18 mg.L'1 de chumbo dissolvido, mas esta

concentragdo mostrou uma ampla variagdo com o decorrer do experimento. O chumbo total

-1
que se inicia com valores de 3,351 mg.LL passa a apresentar 42% deste valor com o passar de

-1
96 h. Da mesma forma, o chumbo dissolvido que inicialmente era de 1,689 mg.LL. em 96 h,
mantém apenas 41% da concentragdo inicial (Tabela 2). A concentracdo média de chumbo

dissolvido apresentou em torno de 53% da concentragdo de chumbo total. Nos aquarios

-1
controle, a concentragcdo de chumbo total ndo passou de 0,13 mg.L ou ndo foi detectada.
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Tabela 1 — Caracteristicas fisicas e quimicas da agua durante os testes com Prochilodus
lineatus. O periodo de aclimatagdo ¢ representado pela letra A.

Tempo Oxigénio Condutividade
1. Temperatura (" C) pH 1
(horas) Dissolvido (mg.L™) (uS.cm™)
A 7.4=0.3 23.6+0,5 74+0,1 336,4=06.8
6 7.1=0.3 23.0=04 7.4=0.1 63.5=1.2
24 7.0+0,1 21.5+0.2 7.3+0,1 56.8=0.4
96 6.2=0.2 26.5=0.2 7.5=0.1 70.2=09

Valores indicam a média + EP.

-1
Tabela 2 — Concentragdes de chumbo total e dissolvido (mg.L ) nos aquarios controle (CTR)
e experimental (Pb) medidas a partir da 6* hora e a cada 24 h.

CTR Pb
Tempo (h)

Total Dissolvido Total Dissolvido
6 0.13=0.01 N/D 3.35=0.04 1.69=0.02
24 0.08 £0.02 0.03 £0.02 2,51 £0.02 1,77 £0.05
48 - - 2.52=0.03 0.97=0.03
72 = = 1,43 £0.01 0.80+0.01
96 N/D N/D 1.43 =0.03 0.70=0.01

Valores indicam média = EP. N/D: valores nao detectados.

Acumulo tecidual de chumbo

Os resultados deixam clara a ocorréncia de acumulo significativo de
chumbo em todos os 6rgdos analisados dos peixes experimentais. Porém, este acuimulo ocorre
de forma distinta nos diferentes tecidos e células. O padrao de acumulo de chumbo nos érgaos
e células de juvenis de P. lineatus apds exposi¢do aguda independe do tempo de exposicdo e

segue a seguinte ordem decrescente:

Rim > Branquias > Figado > Eritrocitos > Musculo

O musculo foi o tecido que apresentou a menor concentragdo de metal e

-1
manteve os niveis entre 0,15 ¢ 0,22 ug Pb.g tec desde as primeiras horas de exposicao,

-1
enquanto a média dos peixes controle manteve-se em de 0,05 £ 0,008 pg Pb.g tec (Figura
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1A). Os eritrécitos e o figado apresentaram um actimulo gradual de metal com o decorrer do

-1
tempo. Os valores médios de chumbo nos eritrdcitos iniciaram-se em 0,64 + 0,1 ug Pb.g tec

e atingiram cerca de 4 vezes este valor em 96 h (Figura 1B), ao passo que no figado, o

acumulo do metal diferiu significativamente em todos os tempos, variando de 1,98 £ 0,5 ug

-1
Pb.g tec em 6 h, a quase 5 vezes este valor ap6s exposicdo por 96 h (Figura 1C). Para os

peixes dos experimentos controles, a média de chumbo foi de 0,05 + 0,008 pg Pb.g tec para
os eritrocitos e 0,12 + 0,02 pug Pb.g tecpara o figado. Em oposi¢do ao aumento encontrado
para o figado, a concentracdo de chumbo branquial aumentou apenas até a 24" hora, quando

-1
atingiu 27,5 + 3,9 pg Pb.g tec , 5 vezes mais do que o apresentado em 6 h (Figura 1D). J4 os

-1
valores para os peixes controle apresentaram uma média de 1,73 = 0,5 pg Pb.g tec . Mas o

-1
maior nivel de chumbo (110 £+ 18,2 pg Pb.g tec ) retido foi encontrado no rim apds 96 h de
exposicdo ao metal, sendo quatro vezes maior do que o encontrado em 24 h, e oito vezes o

encontrado em 6 h (Figura 1E). Por sua vez, a concentracdo de chumbo no tecido renal dos

-1
peixes expostos apenas a dgua (CTR) apresentou valor médio de 0,67 = 0,1 ug Pb.g tec .
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Figural— Concentragdo de chumbo (média + EP) nos 6rgdos e células de P. lineatus expostos ao

chumbo por 6, 24 e 96 h. Todos os tempos experimentais diferem significativamente dos
controles.

Parametros hematoldgicos

Todos os trés parametros analisados quanto aos indices hematologicos
mantiveram-se inalterados no decorrer dos experimentos (Figura 2). O conteudo de
hemoglobina do sangue, o nimero de células vermelhas (RBC) e o hematdcrito dos peixes
expostos ao chumbo ndo apresentaram alteracdes significativas durante todo o periodo
experimental. A concentragdo de hemoglobina apresentou valor médio de 6,7 + 0,26 g.dLnos

peixes controle e 7,2 + 0,44 g.dL, nos peixes expostos ao chumbo. A média de células

6 3
vermelhas no sangue dos peixes experimentais foi de 2,1.10 + 0,12 por mm , enquanto nos

6 3
controles foi de 2,1.10 £ 0,13 por mm . Considerando todos os valores experimentais, o

hematocrito variou de 24 a 33%, com valor médio de 29,9 + 0,8%.
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Parametros metabodlicos e endocrinos

A glicemia dos peixes expostos ao chumbo foi significativamente maior do
que daqueles expostos somente a 4gua nos tempos de 6 (aumento de 78%) e 24 h (aumento de
80%), com posterior retorno aos niveis iniciais no tempo de 96 h (Figura 3A). No entanto, os
niveis de cortisol plasmatico ndo acompanharam o aumento de glicose (Figura 3B) e nao

sofreram alteracdes significativas em qualquer tempo experimental.

(A) i
Glicose (B) Cortisol
120 1 G0
* *
_ 80 A i 40
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E‘-lm ’——l g 20 4 BFb
0 a '
6 24 96 6 24 a6
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Figura 2 — Concentragio de glicose (A) e cortisol plasmaticos (B) de Prochilodus lineatus expostos
ao chumbo (Pb) ou apenas a agua (CTR) por 6, 24 ¢ 96 h. As barras indicam a média ¢ as
linhas verticais o DP.

* indica diferenca significativa em relag@o ao grupo CTR para cada tempo experimental (P<0,05).
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Figura 3— Concentragdo de hemoglobina (A), hematdcrito (B) e nimero de células vermelhas (C) de
Prochilodus lineatus expostos ao chumbo ou somente a agua por 6, 24 ¢ 96 h. As barras
indicam as médias e as linhas verticais o DP. Nado foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos.
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Parametros osmo-idnicos

A andlise da osmolaridade e da concentracao de ions plasméticos mostraram
que o chumbo promoveu alteracdes significativas da osmolaridade apds 6 h (decréscimo de
10%) de exposicdo (Figura 4A). Também foram obaservadas diminui¢des significativas da
concentragdo de sodio plasmatico em 6 e 96 h (22 e 8%, respectivamente) (Figura 4B) e de
cloreto em 24 h (15% menor que o controle) (Figura 4D). Em contrapartida, os niveis de
potéssio apresentaram-se significativamente aumentados em todos os tempos de exposi¢do ao
metal (690, 125 e 42%, apos 6, 24 e 96 h, respectivamente) (Figura 4C). Por sua vez, a
concentragdo de célcio plasmatico dos peixes expostos ao chumbo sofreu redugao em todos os

tempos experimentais quando comparada aquela dos peixes controle (Figura 4E).
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Figura 4 — Osmolaridade (A) e concentragdes plasmaticas de sddio (B), potassio (C), cloreto (D) e
calcio (E) em Prochilodus lineatus expostos ao chumbo (Pb) ou apenas a agua (CTR) por
6, 24 ¢ 96 h. As barras indicam a média e as linhas verticais o DP. * indica diferenca
significativa em rela¢do ao grupo CTR para cada tempo.
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Parametros enzimaticos

A atividade da NKA comega a apresentar uma tendéncia a diminui¢ao apds
6 h de exposicdo ao chumbo, mas este declinio apenas se torna significativo apos a 24* hora
de experimento com decréscimo de 55% da atividade (Figura SA). Apo6s 96 h, no entanto, a
enzima mostra uma recuperagdo de 102% de sua atividade nos peixes expostos ao Pb. Em
contrapartida, a anidrase carbdnica ndo teve sua atividade significativamente afetada pela
presenga de chumbo na dgua em nenhum dos tempos de exposi¢do analisados, apesar de sua

atividade mostrar uma tendéncia de redugdo em todos os tempos experimentais (Figura 5B).
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Figura5- Atividade da Na /K -ATPase (A) ¢ anidrase carbdnica (B) nas branquias de Prochilodus
lineatus expostos ao chumbo (Pb) em relagdo aos expostos apenas a agua (CTR) por 6, 24

e 96 h. * indica diferenga significativa em relagdo ao grupo CTR para cada tempo
experimental (P<0,05).
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Figura 6 — Fotomicrografia da localizagdo das células cloreto através da técnica de
+ o+

imunohistoquimica para a enzima Na /K -ATPase em Prochilodus lineatus expostos a
agua (A) ou ao Pb (B) por 24 h. 40 X de aumento, as barras correspondem a 20 um.
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Parametros celulares

As CC nas branquias de P. lineatus apresentam-se tipicamente na regido
interlamelar dos filamentos, com eventuais ocorréncias nas lamelas (Figura 6A). Os peixes
expostos a0 chumbo apresentaram um maior numero de CC nas lamelas branquiais (Figura
6B), em todos os tempos experimentais, quando comparados aos seus respectivos controles.
Entretanto, apenas no tempo experimental de 6 h este aumento foi grande o suficiente para

determinar um numero total de CC superior (Figura 7).
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Figura 7 — Numero total e distribui¢do de células cloreto (CC) nas lamelas e filamentos branquiais
de Prochilodus lineatus expostos ao chumbo (EXP) ou apenas a agua (CTR) por 6, 24 ¢
96 h. As barras indicam a média de células segundo sua localizagdo, e as linhas verticais,
o EP. * indica diferenca estatistica significativa das CC nas lamelas e # indica diferenca
das CC totais dos respectivos CTR (P<0,05).

Discussao

A concentracdo de chumbo utilizada neste trabalho reflete condicdes
encontradas no ambiente natural segundo relatado por Yabe e Oliveira (1998) em seu estudo
realizado na bacia do ribeirdo Cambé (Londrina-PR-Brasil) ou por Almeida e colaboradores
(2005), que analisaram as concentragcdes metalicas em sedimentos no mesmo local. Este teor
de chumbo representa apenas 3,5% da CL50 96h relatada por Martinez et al. (2004) para P.
lineatus, mas que ja ¢é suficiente para interferir nos processos osmorregulatorios desta espécie,

com consequente desbalanco i6nico (Ribeiro e Martinez, dados nao publicados). Para as
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caracteristicas da agua utilizada nos testes de toxicidade, a fracdo do chumbo que se apresenta
dissolvida corresponde a cerca de 50% da concentragdo de chumbo total (Tabela 2). A
concentracdo de chumbo dissolvido encontrada reflete a interagdo da quantidade total de
metal presente na dgua com as caracteristicas fisicas e quimicas da mesma. E dentre os
parametros mais importantes para a determinacao da solubilidade de um metal esta a dureza
da agua, sendo que a concentracdo de metal dissolvido sera sempre inversamente proporcional
a dureza (Paquim et al., 2000; Rathore e Khangarot, 2003).

A reducdo das concentracdes de chumbo na 4dgua ao longo do tempo ¢ um
fato esperado, uma vez que precipitagdo, adsor¢do e absor¢do sdo fendmenos comuns a
espécies metalicas (Paquim et al., 2000, 2002; Martinez et al., 2004). A absor¢cdo de metais
pela biota em especial, e a consequente bioacumulacdo, vem sendo exaustivamente estudada
(Tao et al., 1999; Storelli et al., 2005; Spokas et al., 2006; Schmitt et al., 2007a), pois uma vez
no interior do animal, o chumbo pode desencadear intimeros desajustes fisioldgicos com
consequente comprometimento da homeostase (Ay et al., 1999; Rogers et al., 2003; Grosell et
al., 2006; Alves e Wood, 2006).

Diversos 6rgdos e tecidos podem acumular os metais em diferentes niveis
que variam de acordo com a espécie metalica, sua concentracao e tempo de exposi¢ao (Rogers
et al., 2003; Rogers ¢ Wood, 2004; Huang et al., 2007), com o metabolismo da espécie animal
exposta ao metal (Huang et al., 2007), com a interacdo com outros metais (Cicik et al., 2004)
e com as condicdes fisicas e quimicas da agua (Carvalho et al., 2004; Huang et al., 2007). Em
geral, apds exposicao aguda, 6rgdos com uma maior atividade metabodlica tendem a acumular
mais metais em decorréncia da presenga de proteinas envolvidas em sua eliminagdo, as
metalotioneinas (MT) (Cicik et al., 2004; Klavins et al., 2009; Palaniappan et al., 2009). Este
¢ o caso do figado, branquias e rim, por sua vez, os tecidos duros, como o0ssos e dentes, sao
detentores de uma maior concentragdo de metais na ocorréncia de exposi¢ao cronica (Alves e
Wood, 2006).

A distribuicdo de chumbo encontrada no primeiro tempo experimental (rim
> branquia > figado > eritrdcitos > musculo) se manteve em todos os demais (Figuras 1A-E).
Da mesma forma, estudos realizados com a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)
apresentaram semelhangas apos exposicao ao chumbo por 7 e 15 dias, com igual padrao de
acimulo de chumbo para os mesmos 6rgaos testados no presente trabalho (Cicik et al., 2004).
Por outro lado, no mesmo estudo, o cadmio diferiu em termos de aciimulo, fazendo-se mais
presente no figado do que nas branquias, mas na associacdo dos dois metais, o chumbo

manteve seu padrdo de acumulo. Ay e colaboradores (1999) também descrevem a mesma
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distribuicao de metal para branquias, figado e musculo, enquanto para o cobre o figado ¢
sensivelmente mais atingido do que as branquias. Contudo outras espécies de teledsteos
também submetidas a exposicdo aguda ao chumbo podem diferir quanto ao nivel do metal
acumulado em cada o6rgdo, a exemplo da espécie asiatica Catla catla, que apresentou a
seguinte distribuicdo: rim > figado > branquia > musculo (Palaniappan et al., 2009); ou da
carpa comum (Cyprinus carpio) com o padrao: branquia > rim > figado > musculo (Huang et
al., 2007). Estes estudos comprovam que além da espécie metalica presente na dgua, também
a espécie animal mostra-se como fator determinante na acumulagdo do metal para cada 6rgao.

Desde as primeiras horas de exposi¢cdo ao chumbo, o rim apresentou-se
como o o0rgao que mais acumulou o metal (Figura 1E), sendo que seu acimulo em 6 h de
exposicao foi 2,5 vezes maior do que o acumulado durante o mesmo periodo nas branquias, o
segundo 6rgdo mais importante em termos de acuimulo. Em 96 h este aumento foi quase 500
vezes maior do que o acumulado no musculo, o tecido que menos acumulou chumbo. O rim
tem importante papel relacionado com a excrecao de substancias toxicas (Streit, 1998) e por
esta razdo ¢ comumente afetado pela presenca das mesmas por meio da circulagdo sangiiinea.
Muito do chumbo que entra no corpo ¢ eliminado através da urina (Alves e Wood, 2006),
apods passar por filtragdo glomerular (Palaniappan et al., 2009). O rim apresenta um papel
essencial no balanco de eletrélitos e d4gua e na manutengao de um ambiente interno estavel
(Palaniappan et al., 2009). Portanto, o acimulo de metal neste 6rgdo pode ocasionar seu mau
funcionamento. Por sua fun¢ao de reabsor¢dao de ions e outros elementos, inumeros canais,
transportadores e enzimas podem ser encontrados nas células renais (Hwang e Lee, 2008),
muitos dos quais possuem uma alta afinidade por metais como o chumbo (Patel et al., 2006).
Andlises de acimulo de chumbo nas porgdes distintas do rim mostraram que o rim posterior
retém mais metal do que o anterior, em decorréncia de seu maior envolvimento na reabsor¢ao
de ions (Alves e Wood, 2006). Devido as suas fungdes, o rim é um 6rgdo de alta atividade
metabolica e capaz de produzir as MT, que atuam como protetoras da acdo dos metais (Cicik
et al., 2004). Estudos histopatoldgicos ja indicaram que a presenga de chumbo também pode
induzir a formagdo de corpos de inclusdo nas células dos tubulos renais de ratos (Moore e
Goyer, 1974) e aves (Locke et al., 1966). Estes corpos sdo também formagdes protéicas que
visam impedir que o chumbo continue em circulagdo, e foi uma das razdes descritas por Patel
et al. (2006) para a ocorréncia de uma grande quantidade de chumbo no rim de trutas arco-iris
(Oncorhinchus mykiss) apods exposi¢do aguda ao chumbo. Em decorréncia destes dois

processos, muito do chumbo circulante pode ser retido no rim para evitar prejuizo a outros
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orgaos, o que explicaria os altos niveis renais do metal encontrados neste estudo, bem como o
expressivo aumento no decorrer do tempo.

O actimulo de chumbo no figado foi marcado por sucessivos aumentos em
todos os tempos experimentais (Figura 1C), podendo ser um indicativo de que o equilibrio
ainda ndo foi alcangado. O figado acumula metal gracas a seu papel de o6rgdo de estoque e
detoxificagdo (Nussey et al., 2000; Klavins et al., 2009; Palaniappan et al., 2009), e
invariavelmente acumulard chumbo, caso este esteja presente no corpo do animal. Schmitt e
colaboradores (2007a) detectaram que 99,5% dos peixes coletados em areas contaminadas
apresentaram chumbo armazenado neste 6rgdo. Assim como o rim, o figado apresenta uma
alta atividade metabdlica, e por este motivo torna-se um 6rgao- alvo com alta afinidade para o
acimulo de contaminantes em geral. Alem disso, a producdo de MT ¢ descrita como um dos
possiveis motivos de acumulagdo de metais pelo figado (Cicik et al., 2004). Este fato foi
demonstrado pela exposi¢do de P. scrofa (=lineatus) ao cobre, que apresentou uma alta
producdo dessas proteinas pelo figado (Carvalho et al., 2004). A andlise do tecido hepatico
como biomarcador de chumbo mostra-se eficiente e desejavel, pois além de parte deste metal
necessariamente ficar retido neste orgdo, ele ¢ ainda capaz de refletir a concentracio
ambiental do metal. O acompanhamento de peixes residente de areas contaminadas ao longo
de duas décadas apontaram para a redugao de chumbo acumulado no figado em resposta a
menor concentracdo do metal na 4gua (Klavins et al., 2009). Deste modo ¢ possivel que além
de reter o chumbo visando a protecdo do organismo, o figado ainda seja capaz de reduzir a
concentragdo de metal acumulado, com o declinio de oferta do mesmo. Esta eliminagdo do
metal se da como um processo de “auto-depuracdo”, e possivelmente esteja ocorrendo através
das fezes (Alves e Wood, 2006).

Grande parte dos estudos realizados com actimulo de metais em teledsteos
de agua doce traz o musculo como o tecido com menor poder de acumulagdo dos mesmos
(Cicik et al., 2004; Alves e Wood, 2006; Klavins et al., 2009). O valor da concentracdo de
chumbo atingida no musculo no periodo inicial manteve-se inalterada ao longo de todos os
demais tempos experimentais (Figura 1A), podendo ser um indicativo de que a capacidade de
retencdo de metal deste tecido ja ¢ alcangada desde as primeiras horas de exposi¢cdo ou que
outros mecanismos de regulagdo entram em acdo. Para Pimephales promelas exposto
cronicamente ao chumbo, a estabilizacdo ¢ alcancada a partir do 10° dia (Grosell et al., 2006).
Deve-se ressaltar, no entanto, que o volume total de tecido muscular ¢ muito maior do que o
restante dos 6rgdos analisados, o que estaria favorecendo a dissipacdo do metal por todo o

corpo do animal (Palaniappan et al., 436 2009). Em estudos realizados para verificar a
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quantidade total de chumbo acumulado pelo peixe, o tecido muscular se mostrou responsavel
por 12% do metal acumulado (Alves e Wood, 2006). Além disso, a importancia do
monitoramento deste tecido baseia-se no fato de o musculo, juntamente com a pele, serem os
tecidos mais comumente utilizados na alimentagdo humana (Nussey et al., 2000). Contudo, a
analise isolada deste tecido ndo deve ser encarada como Uunica ferramenta de
biomonitoramento, uma vez que as concentracdes de chumbo, ainda que presentes na agua e
em outros tecidos, podem permanecer abaixo dos limites de deteccdo no musculo, como ja
verificado para P. lineatus e Pterodoras granulosus (Villar et al., 2001).

As branquias apresentaram um rapido actimulo de chumbo durante os
tempos iniciais (6 ¢ 24 h) que se manteve inalterado apos 96 h (Figura 1D). Grosell e
colaboradores (2006) também observaram o aumento rapido de chumbo nas branquias, mas
que, ao contrario da estabilizagdo verificada neste trabalho, manteve-se aumentado a uma taxa
mais baixa durante a exposi¢do cronica. Foi demonstrado que o chumbo acumulado nas
branquias da truta arco-iris decai com o passar do tempo como possivel resultado do processo
de depuragio (Alves e Wood, 2006). E possivel que também a espécie P. lineatus, utilizada
neste estudo, apresente estratégias adaptativas para tentar eliminar o metal acumulado em
determinados tipos celulares, da mesma forma que demonstrado para o aluminio (Camargo et
al., 2009). O acimulo de chumbo nas branquias se deve ao seu intimo contato com o ambiente
e a sua funcdo de captacdo ionica (Nussey et al., 2000; Rogers et al., 2003; Klavins et al.,
2009; Palaniappan et al., 2009), uma vez que os agentes responsaveis pelo transporte de ions
possuem, da mesma forma que nos rins, uma alta afinidade por este metal. A entrada do
chumbo nas células branquiais também pode ocorrer em decorréncia do micro-ambiente
formado ao redor do epitélio, que favorece a dissociacdo do metal aderido a outras particulas,
devido ao baixo pH gerado pela regulagdo acido-base (Tao et al., 1999). O chumbo ¢ entdo
transferido para o muco que ¢ produzido em abundancia frente a situagao de estresse (Cicik et
al., 2004), e dali entra nas células através de canais ou por processos fagocitoticos (Tao et al.,
1999).

Apos atravessar o epitélio branquial, o chumbo alcanca o sangue e adentra
os eritrocitos. Quase 99% do chumbo presente no sangue total encontra-se no interior dos
eritrocitos (Alves e Wood, 2006). Dentro da célula sanguinea, diversas proteinas sdo alvos
para o chumbo. Entretanto, existe uma marcada preferéncia desse metal (entre 35 e 80%) em
se ligar U enzima @cido B-aminolevulinico desidratase (ALAD) (Bergdahl et al., 1998). A
quantidade de chumbo que pode se associar 8 ALAD ¢ limitada, ndo 471 permitindo aumento

indefinido de chumbo no sangue (Skerfving e Bergdahl, 2007). Contudo, ¢ possivel que a
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“capacidade suporte” dos eritrocitos dos peixes expostos ao chumbo neste estudo ainda nao
tenha sido atingida, uma vez que os resultados obtidos para o metal acumulado nos eritrocitos
revelam que os niveis do metal quadruplicam entre 6 e 96 h de exposi¢do (Figura 1B).
Bergdahl e colaboradores (1998) descrevem que em cada molécula de ALAD podem se ligar
até seis atomos de chumbo, mas que dois atomos ja sdo suficientes para reduzir sua atividade
pela metade.

A ALAD ¢ uma enzima presente nas cé¢lulas sanguineas que estd envolvida
na producdo de hemoglobina, cuja atividade ¢ bastante sensivel a presenca de chumbo
(Hodson et al., 1980; Costa et al., 2007; Schmitt et al., 2007b; Kutlu e Stimer, 2008). A
inibicdo desta enzima pode acarretar em reducdo da produg¢dao da hemoglobina seguida da
reducdo dos outros indices hematoldgicos, como o hematodcrito e o numero de células
vermelhas circulantes (Ates et al., 2008). No entanto, as andlises hematologicas realizadas
para a espécie estudada ndo demonstraram que o sangue tenha sofrido interferéncia da
presenca de chumbo (Figuras 2A-C). Da mesma maneira, a exposi¢do aguda de P. lineatus a
concentragdes superiores do mesmo metal ndo causou alteragdes no hematdcrito (Martinez et
al., 2004). Assim, a exposi¢do aguda de teledsteos de dgua doce ao chumbo ndo parece ser
suficiente para causar interferéncias sobre os pardmetros hematoldgicos, uma vez que a
exposicao da truta arco-iris por 96 h (Rogers et al., 2003) ou a ingestdo de chumbo pela dieta
(Alves et al., 2006) também ndo causaram alteracdo significativa de nenhum dos parametros
hematologicos. As alteragdes decorrentes da inibi¢do da atividade da ALAD sdo mais
perceptiveis apos exposicdo cronica ao chumbo (Hodson et al., 1980). Em decorréncia da
exposicao ao chumbo, pode ocorrer também a morte prematura das células sanguineas
(Bloom e Brandit, 2008), acarretando em extravazamento de ions potdssio com consequente
alteracdo de suas concentragdes no plasma. Alteragdes desta natureza, foram verificadas no
presente estudo. No entanto, estas possivelmente ndo estdo associadas a morte de células
sanguineas uma vez que todos os parametros hemtaologicos mantiveram-se inalterados.

Deste modo, alteracdes verificadas nas concentracdes plasmaticas de
potassio, assim como dos ions sddio, cloreto e calcio, devem ter outra origem que ndo a morte
celular, uma vez que a presenca do chumbo abrange uma série de outros desajustes da
homeostase em peixes de agua doce (Evans, 1987; Martinez e Colus, 2002; Mishra e Jain,
2009), incluindo a interferéncia sobre o processo de captagdo de sais que mantém o balango
ionico (MacDonald et al., 2002; Rogers et al., 2005). Alteragdes nas concentragcdes de ions
plasmaticos foram verificadas em trutas arco-iris (Oncorhynchus mykiss) ap6s exposicdo

aguda ao chumbo, as quais foram atribuidas a interferéncia do metal, entre outras coisas,
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sobre os processos de captacao idnica (Rogers et al., 2003, 2005). Da mesma forma, outros
estudos demonstraram que a exposi¢ao de teledsteos de agua doce ao chumbo pode resultar
em inibicdo da atividade da NKA (Ay et al., 1999; Rogers et al., 2003, 2005; Atli e Canli,
2007; Torre et al., 2007).

A NKA, presente em grande quantidade na regido basolateral das CC nas
branquias, ¢ a principal responsavel por gerar o gradiente eletroquimico que favorece a
entrada de ions para o sangue nos teleodsteos de dgua doce. Trés ions sodio sdo retirados pela
NKA da CC para o plasma, em troca de apenas dois ions potassio, 0 movimento de um maior
nimero de cargas positivas para fora da célula do que para dentro, acaba por gerar um
gradiente elétrico, que favorece a entrada de cations. Além disso, um gradiente quimico
também ¢ gerado permitindo a entrada de novos dtomos de sodio. O trabalho de captacdo de
ions do meio ¢ realizado por transportadores e/ou canais localizados na regido apical das CC
contra um gradiente de concentracdo, uma vez que esses atomos sao retirados de um ambiente
de baixa concentracdo e movidos para um ambiente com uma grande quantidade das mesmas.
Assim, ¢ necessaria a introducdo de uma fonte energética, proveniente da quebra de uma

molécula de ATP (Evans, 2008). Para a fosforilagdo do ATP faz-se necessaria a presenca dos

2+ 2+ 2+
ions magnésio (Mg ) e sodio (Na ) no meio intracelular, o Mg atuard como cofator para o

acoplamento da molécula de ATP em seu respectivo sitio de ligacdo (Rose e Valdes, 1994;
Bijvelds et al., 1998).

A reducdo de mais de 50% da atividade da NKA causada pelo chumbo nas
primeiras 24 h de experimento, € a posterior recuperagdo aos niveis normais apds 96 h de
exposicao (Figura 4A) sugerem que o organismo esteja respondendo a acdo do metal sobre os

processos de osmorregulacdo. Pesquisas sugerem que aja uma interferéncia do cobre sobre os

2+
sitios de ligagdo destinados ao Mg impedindo que ocorra a fosforilagdo, e, desta forma, o

transporte i0nico (Sampaio et al., 2008) e ha suspeitas de que o chumbo atue de maneira
similar (Ong e Lee, 1980). Uma vez que a atividade da NKA esteja prejudicada, a captagdo de
sais passa a ser deficiente e a concentracao de ions no plasma ¢ alterada. Na tentativa de
reverter os prejuizos causados pelo chumbo sobre a hiperregulagdo, alguns hormonios entram
em agdo. A prolactina ¢ o principal hormdnio regulador da osmorregulacdo em teledsteos de
agua doce (Evans, 2008) ¢ sua producdo estd relacionada com a redugdo da osmolaridade
ambiental e ao declinio dos niveis de sdédio no plasma (Kaneko e Hirano, 1993). Em conjunto
com a prolactina também age o cortisol, hormonio relacionado ao estresse, responsavel pela

mobilizagdo de reservas energéticas e capaz de estimular a diferenciacdo de CC nas branquias
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(Foskett et al., 1983; Mommsen et al., 1999; Dang et al., 2000a; McCormick, 2001; Mancera
e McCormick, 2007; Ramesh et al., 2009).

Apesar de alteracdes nos niveis do cortisol plasmatico ndo terem sido
detectadas nos peixes expostos ao chumbo em nenhum dos tempos experimentais (Figura 3B),
ha uma suspeita de que o mesmo tenha sido liberado durante as primeiras horas de exposicao,
sendo o aumento da glicemia em 6 e 24 h nos peixes expostos ao chumbo (Figura 3A), um
indicativo para isto (Iwama et al., 2006). Estudos realizados com P. lineatus expostos a
diversos outros tipos de xenobidticos por periodos de até¢ 96 h, também nido demonstraram a
liberagdo do cortisol (Pereira-Maduenho e Martinez, 2008; Simonato et al., 2008; Camargo et
al., 2009). Isto provavelmente se deve ao fato de que, para a maioria das espécies de
teledsteos, este hormonio € liberado entre 30 min e 2 h apds o contato com o agente estressor
(Barton, 2002), e retorna aos niveis pré- tratamento em no maximo algumas horas apos sua
liberagdo (Iwama et al., 2006). Almeida e colaboradores (2005) também detectaram elevados
niveis de glicose no plasma de peixes que tiveram contato por 24 h com sedimentos
contaminados com metais. O aumento da glicose no plasma ¢ um indicador classico de
estresse (Rogers et al., 2003), e assim como outros indices plasmaticos, ¢ um parametro
interessante para ser utilizado como ferramenta de diagnostico na toxicologia por sua
facilidade de avaliagdo, especificidade, sensibilidade e baixo custo (Cazenave et al., 2009).

Sabe-se que a redugdo plasmatica de sodio (Figura 4B) pode atuar como
sinalizador para a liberagdo da prolactina (Kaneko e Hirano, 1993), e que, em conjunto com o
cortisol, a prolactina age sobre células tronco nas branquias, estimulando sua diferenciagao
em CC (Figura 7). Embora nao tenham sido medidos os niveis plasmaticos de prolactina, o
aumento do nimero de CC pode indicar sua liberagdo nos peixes expostos. Esta proliferacao
de CC nas branquias ocorre no intuito de aperfeigoar os processos de captacdo de ions. As CC
sdo tipicamente encontradas na regido interlamelar dos filamentos branquiais, sendo as
lamelas desprovidas das mesmas (Wood, 2001). Entretanto, situagcdes que promovem a perda
de ions exibem respostas estereotipadas de aumento do niimero de CC nas branquias (Perry,
1997; Pereira e Caetano, 2009), em especial nas lamelas (Evans, 1987). A exemplo de P.
lineatus, que exposto ao pH acido apresentou um aumento significativo do numero de CC
totais (Camargo et al., 2009), ou da tilapia do Nilo (Oreochromis mossambicus), que apds
exposicdo ao cobre passou a apresentar uma populagdo atipica de iondcitos espalhados pelas
lamelas branquiais (Dang et al., 2000b), os peixes expostos ao chumbo tiveram desde as
primeiras horas de exposi¢do um aumento significativo do nimero de CC nas lamelas (Figura

7). Contudo, apenas no tempo inicial de 6 h, este aumento de células na regido das lamelas foi
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grande suficiente para alterar o numero total de CC branquiais, o que indica que parte das
novas cé€lulas nao ¢ mantida nos demais tempos. O contato de peixes com contaminantes
expoe determinados orgdos a situagdes onde € possivel a ocorréncia de adsor¢do de certas
substancias em porg¢des especificas. As CC branquiais sdo alvo facil de acimulo de metais por
sua fungdo de captagdo idnica (Bury e Wood, 1999), e a morte destas células por processos
necréticos e/ou apoptdticos € uma estratégia de defesa para eliminar o contaminante
acumulado ou para reposi¢ao de células danificadas (Bury et al., 1998; Li et al., 1998; Dang et
al., 2000b; Camargo et al., 2009). Desta forma, o aumento menos evidente das CC nos peixes
expostos ao chumbo por 24 ¢ 96 h, comparado ao aumento ocorrido em 6 h, demonstra que,
apesar da tentativa de compensar a perda idnica por meio da diferenciagcdo celular, faz-se
necessario a exclusdo de parte destas células no intuito de eliminar o metal acumulado e
contornar o dano por ele causado. Os resultados encontrados para o acumulo de chumbo nas
branquias vém ao encontro desta hipotese (Figura 1D).

Este aumento da densidade de células ricas em mitocOndrias tem como
objetivo uma maior populagdo da NKA acarretando em maior atuagdo na captagcdo de ions
(McCormick, 2001). Contudo, a andlise da atividade da enzima mostra que no tempo
experimental de 24 h ocorre uma inibicdo de mais de 50% (Figura 5A), evidenciando a
interferéncia do Pb sobre o transporte ionico. A ocorréncia deste fato apenas no tempo
amostral intermediario pode indicar que o metal leva algum tempo para iniciar sua atuagado, e
ainda que o animal langou mao de ajustes para corrigir este problema mais tardiamente. Tais
ajustes estdo relacionados com o aumento do numero de células que pode ser visualizado
desde as primeiras horas de exposi¢do. No entanto, ndo foi possivel evitar a redugdo da
atividade da NKA mesmo com esta nova populagdo de CC, uma vez que as células recém-
diferenciadas surgem imaturas e com capacidade de absor¢do idnica limitada (Dang et al.,
2000b; Camargo et al., 2009). A recuperacao da aditidade da enzima s6 foi visualizada apos
96 h de exposicao ao chumbo, quando teve 102% de sua atividade restabelecida (Figura 5A),
com o provavel amadurecimento das células (Dang et al., 2000a). Em oposi¢do a isto, a truta
arco-iris exposta ao chumbo apresentou reducao de 40% da atividade da NKA apos 48 h de
experimento que se estendeu por mais 72 h (Rogers et al., 2003). Por outro lado, a exposi¢ao
da tilapia do Nilo a diferentes concentragdes de chumbo mostrou que a resposta da enzima foi
concentragdo-dependente, podendo apresentar-se inibida ou ativada (Atli e Canli, 2007).

Alteragdes na atividade d a NKA, anidrase carbonica (AC), e outras enzimas
dependentes de ATP, que estdo associadas aos processos de captagdo idnica, frequentemente

vém acompanhadas de interferéncia nas concentragdes de ions plasmaticos e na osmolaridade



48

(Evans, 1987; Bury e Wood, 1999; Rogers et al., 2005). Portanto, a marcada redugdo do sdédio
plasmatico e a elevagdo do potassio no tempo inicial de exposicao (Figuras 4B e C) podem
estar associadas ao inicio da interferéncia do chumbo sobre a atividade da NKA nas primeiras
horas, e refletida pelo decréscimo da osmolaridade do plasma em 6 h de exposi¢do (Figura
4A). As variagdes nas concentragdes de potassio plasmatico nos peixes em todos os tempos
experimentais podem ser atribuidas a dificuldade de evitar hemolise durante a amostragem.
Contudo, apesar de os valores ndo se manterem constantes, ¢ evidente que ocorreram
alteracdes das concentracdes plasmadticas de potassio nos peixes expostos ao chumbo em
relacdo aos seus respectivos controles. A disrupgdo na captagao de potassio extracelular e na
eliminagdo do sédio intracelular, resulta em acimulo de ions potéssio e redugdo dos niveis de
sodio no plasma, culminando com a reducdo da capacidade de captacdo de s6dio do meio
externo. As mesmas alteragdes para as concentracdes plasmaticas de sédio e potdssio sdao
relatados para Prochilodus scrofa (= P. lineatus) quando exposto ao cobre, a que os autores
relacionaram com a interferéncia do metal sobre a atividade da NKA (Mazon et al., 2002).
Contudo, com a recuperacdo da atividade da bomba de sddio e potassio em 96 h de exposi¢ao,
era esperado que as concentragdes de ions plasmaticos retornassem aos niveis normais.
Porém, tanto o s6dio quanto o potassio plasmaticos apresentaram uma recuperacdo sutil,
mantendo ainda as alteracdes significativas. Também para a truta arco-iris exposta ao
chumbo, foi verificada a redugdo do sddio plasmatico em até 18% entre 72 e 120 h de
exposicao (Rogers et al., 2003), sendo esta atribuida a interferéncia do chumbo nos processos
de tomada idnica j& nas primeiras horas de tratamento, seguida de aumento do efluxo a partir
da 24 hora (Rogers et al., 2005). Assim, além da interferéncia do chumbo sobre os processos
de captagdo i0nica, este metal também exerce influéncia sobre a permeabilidade branquial,
permitindo que os ions capturados sejam perdidos por entre as células do epitélio branquial.
Assim sendo, ainda que a recuperagdo da atividade da NKA tenha sido estabelecida apos
exposicao ao chumbo por 96 h, as baixas concentragdes de s6dio nos peixes experimentais
podem ser também decorrentes de extravazamento i0nico por vias paracelulares, e ndo apenas
de dificuldade de sua absor¢do ativa.

O epitélio que recobre as branquias dos teledsteos dulcicolas ¢ considerado
impermeavel a ions e outras moléculas gragas as juncdes oclusivas. Tais especializagdes de
membrana sdo formadas por componentes que visam manter a polaridade da membrana
plasmatica e impedir que moléculas dos diferentes lados do tecido permeiem por entre as
células, conferindo ao mesmo a resisténcia transepitelial necessaria para a manutengdo da

impermeabilidade (Foskett et al., 1983; Evans, 2005). Na formacao das jungdes oclusivas do
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tecido branquial encontram-se proteinas cujas ligacoes célula- célula sao mantidas por pontes
de célcio, o que implica dizer que a auséncia de calcio ¢ capaz de promover um desajuste na
estrutura e fungdo dessas juncdes (Schneerberger e Lynch, 1984; Rajasekaran et al., 2001;
Brown e Davis, 2002). Desta forma, o calcio é considerado um ion essencial no
estabelecimento da permeabilidade epitelial (Flik e Verbost, 1995).

Diversos metais como cobalto, zinco, cadmio e também o chumbo, ja se
mostraram antagonistas do célcio, utilizando sua via de absor¢do para adentrar o animal (Bury
e Wood, 1999; Macdonald et al., 2002; Rogers e Wood, 2004). Isto pode dificultar a absor¢ao
deste ion, com possiveis interferéncias em sua concentragdo plasmatica. Uma vez que os
niveis de célcio no plasma se encontrem abaixo dos niveis normais, muitas fungdes
relacionadas a sua presenca podem ser prejudicadas. Assim sendo, ions metalicos que
prejudicam a hiperregulacdo do calcio podem agir direta ou indiretamente nas jungdes
oclusivas e alterar a permeabilidade das branquias de teledsteos dulcicolas, permitindo o
efluxo dos demais ions (Evans, 1987). E sabido que nestes animais a hiperregulagdo do célcio
ocorre pela via transepitelial, através de canais de célcio localizados tanto nas CC quanto nas

células pavimentosas. Para que os ions calcio entrem através da membrana apical, trocadores

N
Na /Cae Ca-ATPases inseridos na porcdo basolateral da célula retiram ions do meio
intracelular, gerando um gradiente osmdtico necessario (Hwang e Lee, 2007).

Os canais de calcio das células branquiais sdo descritos como a principal via
de entrada do chumbo em teledsteos de agua doce, e existem evidéncias de que o chumbo ¢

capaz de bloquear estes canais. Para deixar a célula em dire¢do ao sangue do animal, este

+ 2+
metal utiliza os trocadores de Na /Ca ou as bombas de calcio dependentes de ATP, podendo,

da mesma forma, inibir a atividade desses transportadores (MacDonald et al., 2002; Rogers et
al., 2003; Atli e Canli, 2007). Desta forma, as redugdes significativas dos niveis plasmaticos
de calcio encontradas nos peixes expostos ao chumbo durante os trés tempos experimentais
(Figura 4E), corroboram com a idéia de que este metal inibe a hiper-regulagcdo do ion calcio.
Da mesma maneira, uma série de outros estudos ja relataram resultados semelhantes para
organismos dulcicolas como moluscos (Mosher, 2008), crustdceos (Ahern e Morris, 1999) e
outras espécies de teledsteos (Rogers et al., 2003; Rogers e Wood, 2004).

Além de disfungdes na atividade das enzimas envolvidas no processo de
captacdo i6nica e do afrouxamento das jungdes oclusivas no epitélio branquial permitindo o
efluxo de ions, as alteracdes de concentragdes plasmaticas nos ions dos peixes expostos ao

chumbo também podem resultar de uma inabilidade de reabsor¢@o de alguns ions nos tiibulos
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renais, com consequente producao de uma urina menos diluida do que o necessario. Patel e
Wood (2006) exploraram este campo medindo a concentragao de diversos ions na urina de
trutas arco-iris expostas ao chumbo e constataram que célcio, magnésio e glicose ndo t€ém uma
reabsor¢do tubular eficiente, o que permitiria sua perda. Esta espécie de peixe apresenta

menos de 3% do chumbo total acumulado em seu rim (Alves ¢ Wood, 2006), ou seja, em

-1
torno de 25 pg.g tec apos 96 h de exposigao (Patel e Wood, 2006), o que representa, a titulo

de comparagdo, apenas 20% do chumbo acumulado no rim de P. lineatus apdés o mesmo
tempo de exposicdo. Porém, a concentracdo de chumbo total a que estas duas espécies foram
submetidas difere em diversas ordens de magnitude. Ainda assim, a quantidade de chumbo
acumulada no rim da espécie estudada neste trabalho pode ser responsavel por alteracdes
funcionais deste orgdo, impedindo a reabsor¢do adequada dos ions e outras substincias.
(sobretudo os ions divalentes como Cae Mg)

No decorrer do experimento foi possivel observar apenas uma pequena
alteragdo significativa do cloreto plasmatico em 24 h de exposigdo, a qual foi reestabelecida
logo no tempo experimental seguinte (Figura 4D). Alteracdes nas concentragdes de cloreto

plasmatico podem estar associadas a disturbios na atividade da anidrase carbonica, a qual esta

+ -
envolvida na hiperregulagdo i6nica, uma vez que a captagdo de Na e Cl sdo, de certa forma,

dependentes dos produtos de sua atividade (Evans, 1987; Souza-Bastos e Freire, 2009). A AC
¢ responsavel por tornar mais rapida a reacdo de hidratacdo do gés carbdnico, produto da

respiracdo, que chega nas brinquias para ser eliminado. Ocorre a formacdo do 4acido

carbdnico, que dissocia-se rapidamente, dando origem a HCO3 e , que finalmente servirdo
como contra-ions para a obtengdo dos ions desejaveis a osmorregulagdao (Clairborne et al.,

2002; Gilmour e Perry, 2009). Desta forma, interferéncias na atividade da AC devem

+ -
prejudicar a formagao dos ions de troca e reduzir a captagdo de Na e Cl (Evans, 1987). Ja foi

relatado que a atividade desta enzima ¢ sensivelmente inibida na presenga de diversas
espécies metalicas (Morgan et al., 1997; Skaggs e Henry, 2002), incluindo o chumbo (Rogers
et al., 2005). A atividade da AC citosolica dos peixes expostos ao chumbo apresentou uma
tendéncia de redugdo (cerca de 25%) em todos os tempos experimentais. No entanto, nio
foram observadas alteragdes significativa (Figura 5B). Assim sendo, a variagdo encontrada
para o ion cloreto pode ser vista como uma variagao transitoria, em decorréncia de tentativas

de ajustes em outros parametros.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo apresentou evidencias de que o chumbo promove um
desajuste nas concentragdes de ions plasmaticos de P. lineatus, reduzindo as concentrag¢des de
sodio e calcio e aumentando os niveis de potdssio no plasma. A NKA também se mostrou
alterada apos exposi¢cdo ao metal, ao contrario da AC, que teve sua atividade inalterada. O
nimero de CC nas lamelas dos peixes expostos ao chumbo aumentou significativamente,
assim como a glicose plasmatica nos tempos experimentais iniciais. Nao houve alteragdes
significativas nos parametros hematoldgicos. Esses resultados sugerem que apoOs adentrar o
peixe, o chumbo pode se ligar a trocadores inseridos na membrana basolateral, impedindo o
funcionamento normal deste e provocando uma ineficiéncia na captacdo idnica, com
consequente disrup¢do das concentragdes normais de ions plasmaticos. A estes desajustes, o
organismo responde promovendo a diferenciacdo das células responsaveis pela captagdo
i0nica, na tentativa de contornar o desbalanco e retomar o equilibrio homeostatico.
Concomitantemente, os ions metalicos que adentraram o corpo do peixe pela absorcao
transepitelial nas branquias, atingem diversos outros tecidos através da circulagdo sanguinea,
acumulando-se em o6rgaos que tem a fungdo de retirar a substancia toxica de circulagdo,
proporcionando prote¢do ao organismo. Mais estudos sdo necessarios a fim de que se possa
afirmar de fato os mecanismos de tomada do chumbo através das branquias, suas vias de
entrada e sua atuagdo sobre as proteinas ligadas a osmorregulacdo e a permeabilidade

branquial, assim como os hormonios envolvidos na proliferagao das CC branquiais.
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