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C a d m i u m  i n h i b i t i o n  o f  C a 2+ u p t a k e  

in  r a in b o w  t r o u t  g ills

P I E T E R  M .  V E R B O S T ,  G E R T  F L I K ,  R O B E R T  A . C . L O C K ,

A N D  S J O E R D  E .  W E N D E L A A R  B O N G A

D e p a r t m e n t  o f  Z o o l o g y  I I ,  C a t h o l i c  U n i v e r s i t y ,  T o e r n o o i v e l d  2 5 ,  6 5 2 5  E D  N i j m e g e n ,  T h e  N e t h e r l a n d s

V e r b o s t , P i e t e r  M . ,  G e r t  F l i k , R o b e r t  A . C .  L o c k , a n d  

S j o e r d  E .  W e n d e l a a r  B o n g a . Cadmium inhibition of Ca~+ 

uptake in rainbow trout gills. A m .  J .  P h y s i o l .  2 5 3  ( R e g u l a t o r y  

I n t e g r a t i v e  C o m p .  P h y s i o l .  2 2 ) :  R 2 1 6 - R 2 2 1 , 1 9 8 7 . — T h e  e f f e c t s  

o f  c a d m i u m  ( C d J+) o n  c a l c i u m  (C a ~ + ) t r a n s p o r t  i n  t h e  g i l l s  o f  

r a i n b o w  t r o u t  (Salmo gairdneri ) w e r e  s t u d i e d .  T h e  g i l l  e p i t h e 

l i u m  o f  f r e s h w a t e r  f i s h  r e p r e s e n t s  a  m o d e l  f o r  a  C a ^ - t r a n s -  

p o r t i n g  t i g h t  e p i t h e l i u m .  U n i d i r e c t i o n a l  C a J+ f l u x e s  i n  t h e  g i l l s  

w e r e  e s t i m a t e d  i n  a n  i s o l a t e d  s a l i n e - p e r f u s e d  h e a d  p r e p a r a t i o n .  

C a 2+ i n f l u x  w a s  n o t  a f f e c t e d  w h e n  u p  t o  10  ¿ iM  C d  w e r e  a d d e d  

t o  t h e  v e n t i l a t o r y  w a t e r  a t  t h e  s t a r t  o f  f l u x  d e t e r m i n a t i o n s  ( i n  

v i t r o  e x p o s u r e ) .  H o w e v e r ,  a f t e r  16  h  i n  v i v o  p r e e x p o s u r e  o f  t h e  

f i s h  t o  0 .1  / i M  C d  in  t h e  w a t e r ,  a  7 9 %  i n h i b i t i o n  o f  C a">+ i n f l u x  

w a s  o b s e r v e d .  C a J+ e f f l u x  w a s  n o t  a f f e c t e d  w h e n  u p  t o  1 0  juM  

C d  w e r e  a d d e d  t o  t h e  v e n t i l a t o r y  w a t e r  d u r i n g  t h e  f l u x  d e t e r 

m i n a t i o n .  C a 2+ e f f l u x  i n  f i s h  p r e e x p o s e d  t o  0 .1  ¿¿M C d  f o r  16  h  

w a s  a l s o  n o t  a f f e c t e d ;  a  p r e e x p o s u r e  t o  1 /¿M  C d ,  h o w e v e r ,  

r e s u l t e d  in  a  1 7 3 %  i n c r e a s e  i n  C a J+ e f f l u x  r a t e s .  T r a c e r  r e t e n 

t i o n  in  t h e  g i l l  t i s s u e  i n d i c a t e d  t h a t  b o t h  C a J+ a n d  C d J+ e n t e r  

t h e  g i l l  e p i t h e l i u m  v i a  a  l a n t h a n u m  ( L a ,+) - i n h i b i t a b l e  p a t h w a y .  

I t  i s  c o n c l u d e d  t h a t  C d 2+ r e a d i l y  e n t e r s  t h e  b r a n c h i a l  e p i t h e l i a l  

c e l l s ,  s i m i l a r l y  a s  C a 2+ d o e s  v i a  L a :i+- s e n s i t i v e  a p i c a l  C a “" 

c h a n n e l s .  T h e  i n h i b i t o r y  a c t i o n  o f  C d J+ o n  t r a n s e p i t h e l i a l  C a J+ 

i n f l u x  s e e m s  t o  r e s u l t  f r o m  a n  i n h i b i t i o n  o f  t h e  b a s o l a t e r a l  C a 2+ 

t r a n s p o r t ,  o c c u r r i n g  a f t e r  a  c r i t i c a l  i n t r a c e l l u l a r  C d J+ c o n c e n 

t r a t i o n  h a s  b e e n  r e a c h e d .

f r e s h w a t e r  t r o u t ;  c a l c i u m  t r a n s p o r t ;  l a n t h a n u m

T h e  h y p o c a l c e m i a  o b s e r v e d  a f t e r  C d 2+ e x p o s u r e  i n d i 

c a t e s  a  d e c r e a s e d  o r  r e v e r s e d  n e t  C a 2+ f l u x ,  w h i c h  is  

d e f i n e d  a s  t h e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  i n f l u x  a n d  e f f l u x  o f  

C a 2+. T h e r e f o r e ,  t o  s t u d y  t h e  e f f e c t s  o f  C d 2+ o n  C a  

b a l a n c e  in  f i s h ,  o n e  s h o u l d  c o n s i d e r  t h e  e f f e c t s  o n  b o t h  

C a 2+ i n f l u x  a n d  e f f l u x .  C d 2+ c o u l d  i n h i b i t  t r a n s c e l l u l a r  

C a 2+ i n f l u x  a t  t h e  a p i c a l  m e m b r a n e ,  a t  t h e  b a s o l a t e r a l  

m e m b r a n e ,  o r  b o t h .  A n  e f f e c t  o n  b a s o l a t e r a l  C a 2+ t r a n s 

p o r t  c o u l d  b e  p r e d i c t e d  b e c a u s e  i t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  

C d 2+ a c c u m u l a t e s  i n  t h e  c e l l s  o f  t h e  g i l l s  ( 2 2 ). A n  e f f e c t  

o f  C d 2+ o n  C a 2+ e f f l u x  m a y  b e  a n t i c i p a t e d  w h e n  C d 2+ 

w o u l d  a f f e c t  t h e  j u n c t i o n a l  c o m p l e x e s  b e t w e e n  t h e  c e l l s  

o f  t h e  e p i t h e l i u m .  G i l l s  a r e  e s p e c i a l l y  a p p r o p r i a t e  f o r  t h i s  

s t u d y  b e c a u s e  C d 2+ c o n c e n t r a t i o n s  a t  t h e  m u c o s a l  s i d e  

c a n  e a s i l y  b e  m a n i p u l a t e d .

W e  h a v e  s t u d i e d  t h e  e f f e c t s  o f  C d 2+ o n  b r a n c h i a l  i n f l u x  

a n d  e f f l u x  o f  C a 2+ in  t r o u t  b y  t h e  u s e  o f  t h e  p e r f u s e d -  

h e a d  t e c h n i q u e  (20 , 2 3 ) .  T h i s  t e c h n i q u e  e n a b l e s  t h e  i n  

s i t u  s t u d y  o f  g i l l s  u n d e r  d e f i n e d  i n  v i t r o  c o n d i t i o n s .  W e  

d e t e r m i n e d  t h e  e f f e c t  o f  C-d2+ o n  t r a n s e p i t h e l i a l  C a 2+ 

t r a n s p o r t  i n  g i l l  p r e p a r a t i o n s  a f t e r  p r i o r  i n  v i v o  e x p o s u r e  

o f  t h e  f i s h  t o  t h i s  h e a v y  m e t a l  o r  d u r i n g  a c u t e  i n  v i t r o  

e x p o s u r e  t o  d i f f e r e n t  C d  c o n c e n t r a t i o n s .

T h e  u s e  o f  t h e  C a 2+ c h a n n e l  b l o c k e r  l a n t h a n u m  ( L a )  

( 1 1 ) a l l o w e d  u s  t o  c o n c l u d e  t h a t  C d 2+ e x e r t s  a n  i n h i b i t o r y  

a c t i o n  a t  t h e  b a s o l a t e r a l  m e m b r a n e  r a t h e r  t h a n  b y  i n 

h i b i t i n g  a p i c a l  m e m b r a n e  C a 2+ t r a n s p o r t .

C A D M I U M  ( C d )  is  k n o w n  t o  c a u s e  a  w i d e  s p e c t r u m  o f  

t o x i c  e f f e c t s  i n  f i s h  ( 1 , 3 , 5 ,  16 ,  17 ,  2 7 ) .  E x p o s u r e  o f  

f r e s h w a t e r  f i s h  t o  C d 2+ in  t h e  w a t e r  l e a d s  t o  a  d i s t u r b e d  

c a l c i u m  ( C a )  b a l a n c e ,  r e s u l t i n g  i n  h y p o c a l c e m i a  ( 10 , 2 4 ) .  

A n  i m p o r t a n t  f a c t o r  e f f e c t i n g  m o r t a l i t y  m a y  b e  a  s e r i o u s  

h y p o c a l c e m i a  a f t e r  C d 2+ e x p o s u r e  ( 2 4 ) .  L i t t l e  is  k n o w n ,  

h o w e v e r ,  a b o u t  t h e  m e c h a n i s m s  o f  C d 2+ t o x i c i t y  i n  f i s h ,  

e s p e c i a l l y  w i t h  r e g a r d  t o  C a  h o m e o s t a s i s .  G i l e s  ( 10 ) 

p r o p o s e d  t h a t  t h e  h y p o c a l c e m i a  a f t e r  C d J+ e x p o s u r e  

m i g h t  r e s u l t  f r o m  a n  i m p a i r m e n t  o f  m e c h a n i s m s  f o r  C a 24 

u p t a k e .

I t  is  w e l l  e s t a b l i s h e d  t h a t  f r e s h w a t e r  f i s h  t a k e  u p  m o s t  

o f  t h e  C a  n e c e s s a r y  f o r  g r o w t h  a n d  C a  h o m e o s t a s i s  f r o m  

t h e  w a t e r  v i a  t h e i r  g i l l s  (2 ,  6 , 19 , 2 3 ) .  I n  f r e s h w a t e r  f i s h  

b r a n c h i a l  C a 2+ i n f l u x  o c c u r s  a g a i n s t  a  c h e m i c a l  g r a d i e n t .  

F o r  f r e s h w a t e r  f i s h  s u c h  a s  t i l a p i a  a n d  e e l  i t  h a s  b e e n  

s h o w n  t h a t  C a 2+ i n f l u x  is  t r a n s c e l l u l a r  (7 ) .  C a 2+ e f f l u x  

o n  t h e  o t h e r  h a n d  is  a  p a s s i v e  p r o c e s s ,  C a 2+ m o v i n g  d o w n  

a  c h e m i c a l  g r a d i e n t  v i a  a  p a r a c e l l u l a r  r o u t e .

R 2 1 6

M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S

F i s h

R a i n b o w  t r o u t  o f  b o t h  s e x e s  r a n g i n g  i n  b o d y  w e i g h t  

f r o m  1 4 0  t o  1 9 0  g  w e r e  p u r c h a s e d  a t  a  l o c a l  t r o u t  f a r m .  

A f t e r  t r a n s f e r  t o  t h e  l a b o r a t o r y  t h e  f i s h  w e r e  k e p t  i n

1 ,0 0 0 - l i t e r  t a n k s  s u p p l i e d  w i t h  r u n n i n g ,  f i l t e r e d ,  a n d  

a e r a t e d  N i j m e g e n  t a p  w a t e r  a t  1 0 ° C .  F i s h  w e r e  f e d  t r o u t  

p e l l e t s  ( T r o u v i t ) ,  e x c e p t  f o r  a  2 4 - h  p e r i o d  p r i o r  t o  e x p e r 

i m e n t a t i o n .

I s o l a t e d  P e r f u s e d  H e a d  P r e p a r a t i o n

T h e  p e r f u s e d  i s o l a t e d  h e a d  o f  r a i n b o w  t r o u t  w a s  p r e 

p a r e d  a c c o r d i n g  t o  P a r t  a n d  S v a n b e r g  ( 20 ). B r i e f l y ,  15  

m i n  a f t e r  i n t r a p e r i t o n e a l  i n j e c t i o n  o f  5,0 0 0  I U  h e p a r i n /  

10 0  g  f i s h ,  t h e  a n i m a l  w a s  d e c a p i t a t e d  2 c m  b e h i n d  t h e  

p e c t o r a l  f i n s .  T h e  v e n t r a l  a n d  d o r s a l  a o r t a s  w e r e  c a n -  

n u l a t e d  w i t h  p o l y e t h y l e n e  c a t h e t e r s .  P e r f u s i o n  o f  t h e  g i l l s
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w a s  s t a r t e d  b y  c o n n e c t i n g  t h e  v e n t r a l  a o r t i c  c a n n u l a  t o  

a  c a r d i a c  p u m p  ( f lo w :  2 .2  m l - m i n - 1 - 1 0 0  g  f i s h “ 1; 4 0  

b e a t s / m i n ) .  D u r i n g  p e r f u s i o n  t h e  g i l l s  w e r e  i r r i g a t e d  b y  

r e c i r c u l a t i o n  o f  —220  m l  o f  t a p  w a t e r  ( p u m p  r a t e :  1.2  1/  

m i n ) .  T h e  p e r f u s i o n  m e d i u m  u s e d  w a s  f i l t e r e d  ( W h a t m a n  

n o .  1 a n d  s u b s e q u e n t l y  0 .4 5  / i m  M i l l i p o r e )  C o r t l a n d  

s a l i n e  ( 2 8 )  o f  p H  7 .6 ,  t o  w h i c h  4 0  g /1  p o l y v i n y l p y r r o l i d o n  

a n d  2 g / 1 b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  w e r e  a d d e d  a s  p l a s m a  

p r o t e i n  s u b s t i t u t e s .  D u r i n g  t h e  e x p e r i m e n t s  t h e  p e r f u 

s i o n  m e d i u m  a n d  t h e  v e n t i l a t o r y  w a t e r  w e r e  c o n t i n u o u s l y  

a e r a t e d .  T h e  i o n i c  C a 2+ c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  s a l i n e  w a s  

b r o u g h t  t o  1 .3  m M ,  a  v a l u e  e q u i v a l e n t  t o  C a 2+ l e v e l s  

f o u n d  i n  t r o u t  b l o o d ;  C a 2+ w a s  d e t e r m i n e d  w i t h  a  R a d i 

o m e t e r  i o n i c  c a l c i u m  a n a l y z e r .  I n  a d d i t i o n  t h e  m e d i u m  

c o n t a i n e d  5 .5 5  m M  g l u c o s e  a s  e n e r g y  s o u r c e ,  10  

a d r e n a l i n e  b i t a r t r a t e  t o  r e d u c e  c a p i l l a r y  r e s i s t a n c e ,  a n d  

5 , 0 0 0  I U /1  h e p a r i n  t o  p r e v e n t  b l o o d  f r o m  c l o t t i n g .

T h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  v e n t i l a t o r y  w a t e r  ( N i j m e g e n  

t a p  w a t e r )  w a s  ( i n  m M )  0 .6 1  N a +, 0 .0 5  K +, 0 .3 8  M g 2*, 

0 .7 8  C a 2+, 0 .66  C l " ,  0 .3 2  S 0 42 - , a n d  3 .1 5  H C O 3 ( p H  7 .6 ) .

B o t h  t h e  v e n t i l a t o r y  w a t e r  a n d  t h e  p e r f u s i o n  m e d i u m  

w e r e  k e p t  a t  10 °C  b y  a  t h e r m o s t a t  u n i t .  D o r s a l  a o r t i c  

i n p u t  p r e s s u r e  w a s  c o n t i n u o u s l y  m o n i t o r e d  w i t h  a  p r e s 

s u r e  t r a n s d u c e r  c o n n e c t e d  t o  a  p o t e n t i o m e t r i c  r e c o r d e r .  

O n  s t a b i l i z a t i o n  o f  t h e  p r e s s u r e  t o  2 5 - 3 0  m m H g ,  t h e  

d o r s a l  a o r t i c  o u t f l o w  a n d  a n t e r i o r  v e n o u s  o u t f l o w  ( f r o m  

t h e  c u t  e n d  p a r t )  w e r e  d e t e r m i n e d  g r a v i m e t r i c a l l y .  T h e  

r a t i o  b e t w e e n  b o t h  f l o w s  w a s  —8 : 1 , a n d  t h e  s u m  o f  t h e  

d o r s a l  a n d  v e n o u s  o u t f l o w  e q u a l e d  v e n t r a l  a o r t i c  i n f l o w .  

T h e  N a + c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  w a t e r  w a s  r e c o r d e d  w i t h  a  

N a + s e l e c t r o d e .  A  c o n s t a n t  p r e s s u r e  a n d  a  d e c r e a s i n g  

w a t e r  N a + l e v e l ,  i n d i c a t i n g  a  p o s i t i v e  N a + b a l a n c e  o f  t h e  

p r e p a r a t i o n ,  w e r e  t a k e n  a s  c r i t e r i a  f o r  a  v i a b l e  p r e p a r a 

t i o n .  P r e p a r a t i o n s  i n  w h i c h  t h e  p r e s s u r e  r o s e  > 5  m m H g  

d u r i n g  t h e  e x p e r i m e n t  w e r e  d i s c a r d e d .  N e t  u p t a k e  o f  N a + 

f r o m  t h e  w a t e r  b y  t h e  f i s h  h e a d  s h o w s  t h a t  v i r t u a l l y  n o  

p e r f u s i o n  m e d i u m  l e a k e d  t h r o u g h  t h e  g i l l  e p i t h e l i u m  a n d  

t h a t  t h e  g i l l s  t o o k  u p  N a + f r o m  t h e  w a t e r ,  w h i c h  is  

c h a r a c t e r i s t i c  o f  g i l l s  o f  f r e s h w a t e r - a d a p t e d  f i s h  ( 2 0 ).

T h e  t r a n s e p i t h e l i a l  p o t e n t i a l  ( T E P )  o f  t h e  g i l l s  w a s  

d e t e r m i n e d  u s i n g  t h e  m e t h o d  o f  P e r r y  a n d  W o o d  (2 3 )  

( i .e . ,  t h e  p o t e n t i a l  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  e x t e r n a l  m e 

d i u m  a n d  t h e  d o r s a l  a o r t i c  o u t f l o w  w a s  m e a s u r e d )  t o  

e v a l u a t e  f l u x  r a t i o s  i n  t e r m s  o f  p a s s i v e  o r  a c t i v e  C a 2+ 

t r a n s p o r t .

T r a n s e p i t h e l i a l  Ca2+ I n f l u x  E x p e r i m e n t s

45C a 2+ ( 1 .5 5  ±  0 .3 6  M B q / 1 )  w a s  a d d e d  t o  t h e  v e n t i l a 

t o r y  w a t e r  [ a t  t i m e  ( t )  =  0 ], a n d  t h e  t r a c e r  a p p e a r a n c e  

r a t e  i n  t h e  p e r f u s a t e  c o l l e c t e d  f r o m  t h e  d o r s a l  a o r t i c  

c a n n u l a  w a s  d e t e r m i n e d .  P e r f u s a t e  s a m p l e s  ( 1 0 0  ¿¿1) w e r e  

t a k e n  a t  1- m i n  i n t e r v a l s  f o r  t h e  f i r s t  2 0  m i n  a n d  e v e r y  5 

m i n  t h e r e a f t e r .  E v e r y  10  m i n  1 - m l  s a m p l e s  o f  v e n t i l a t o r y  

w a t e r  w e r e  t a k e n  t o  m o n i t o r  t h e  w a t e r  s p e c i f i c  a c t i v i t y .

T r a n s e p i t h e l i a l  C a L+ E f f l u x  E x p e r i m e n t s

C a 2+ e f f l u x  r a t e  w a s  d e t e r m i n e d  o n  t h e  b a s i s  o f  t r a c e r  

a p p e a r a n c e  i n  t h e  v e n t i l a t o r y  w a t e r  (220  m l ) ;  i n  t h i s  c a s e  

—5 0  m l  s a l i n e  c o n t a i n i n g  4 6 .3  ±  1.6  M B q / 1  45C a 2+ w e r e  

r e c i r c u l a t e d .  V e n t i l a t o r y  w a t e r  s a m p l e s  (1 m l )  w e r e  t a k e n

a t  1 - m i n  i n t e r v a l s  t h r o u g h o u t  t h e  e x p e r i m e n t .  T h e s e  

s a m p l e s  w e r e  r e p l a c e d  b y  1 m l  t r a c e r - f r e e  w a t e r  t o  g u a r 

a n t e e  a  c o n s t a n t  v o l u m e  o f  t h e  e x t e r n a l  m e d i u m .  T h e  

r a d i o a c t i v i t y  o f  t h e  p e r f u s i o n  m e d i u m  w a s  c h e c k e d  o n  

5 0 -^ 1  s a m p l e s  t a k e n  e v e r y  5 m i n .

E f f e c t s  o f  C d 1+ o n  T r a n s e p i t h e l i a l  C a 2+ I n f l u x  a n d  E f f l u x

T h e  e f f e c t s  o f  C d 2+ o n  C a 2+ t r a n s p o r t  w e r e  d e t e r m i n e d  

b o t h  o n  b r a n c h i a l  C a 2+ i n f l u x  a n d  e f f l u x .  I n  o n e  s e r i e s  o f  

e x p e r i m e n t s  t r o u t  g i l l s  w e r e  e x p o s e d  d u r i n g  p e r f u s i o n  t o  

C d  (1 a n d  10  ^ M )  i n  t h e  v e n t i l a t o r y  w a t e r  ( “ i n  v i t r o  

e x p o s u r e ” ). I n  a n o t h e r  s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s  r a i n b o w  

t r o u t  w e r e  p r e e x p o s e d  t o  C d  (0 .0 1, 0 .1 ,  1 , a n d  10  ¿¿M) f o r  

16  h ,  p r i o r  t o  p e r f u s i o n  ( “ i n  v i v o  e x p o s u r e ” ); i n  t h e  l a t t e r  

e x p e r i m e n t s  n o  a d d i t i o n a l  C d 2+ w a s  p r e s e n t  i n  t h e  v e n t i 

l a t o r y  w a t e r .  W a t e r  C d  c o n c e n t r a t i o n s  r e f e r  t o  d i s s o l v e d  

c a d m i u m  a s  d e t e r m i n e d  b y  a t o m i c  a b s o r p t i o n  s p e c t r o 

p h o t o m e t r y .

E f f e c t s  o f  L a A+ o n  T r a n s e p i t h e l i a l  C a 2+  I n f l u x

T h e  e f f e c t  o f  L a i+ o n  C a 2+ i n f l u x  w a s  s t u d i e d  b y  

a d d i t i o n  o f  L a C l ^  (1 juM ) t o  t h e  v e n t i l a t o r y  w a t e r  w h e n  

45C a 2+ a p p e a r a n c e  r a t e  h a d  r e a c h e d  c o n s t a n c y  ( a f t e r  20 

m i n ) .  T h e  p e r f u s i o n  w a s  c o n t i n u e d  u n t i l  45C a 2+ i n f l u x  

h a d  e s t a b l i s h e d  a  n e w  s t e a d y  s t a t e .  I n  t h e s e  s t u d i e s  w e  

u s e d  C O 3 - f r e e  a r t i f i c i a l  t a p  w a t e r  t o  p r e v e n t  p r e c i p i t a 

t i o n  o f  L a i+; t h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h i s  w a t e r  w a s  ( i n  m M )

3 .8  N a C l ,  0 .0 6  K C 1 ,  0 .2  M g S 0 4, a n d  0.8  C a C l 2 ( p H  7 .6 ) .

C a 1+  a n d  C d 2+ A c c u m u l a t i o n  i n  B r a n c h i a l  E p i t h e l i u m

A c c u m u l a t i o n  o f  4;>C a  o r  llDmC d  in  g i l l  e p i t h e l i u m  w a s  

d e t e r m i n e d  a f t e r  a  4 5 - m i n  e x p o s u r e  t o  e i t h e r  t r a c e r  in  

t h e  v e n t i l a t o r y  w a t e r :  t h e  l e f t  a n d  r i g h t  f i r s t  t w o  g i l l  

a r c h e s  w e r e  r e m o v e d ,  r i n s e d  f o r  3 0  s i n  t r a c e r - f r e e  w a t e r ,  

a n d  b l o t t e d  o n  w e t  f i l t e r  p a p e r .  T h e  e p i t h e l i u m  w a s  

s c r a p e d  o f f ,  w e i g h e d ,  a n d  d i g e s t e d  i n  4 0 %  H 20 2 o v e r n i g h t  

a t  5 0 ° C .  A f t e r  a d d i t i o n  o f  9 0 0  ¿¿1 d i s t i l l e d  w a t e r  t o  10 0  ¿¿1 

o f  t i s s u e  d i g e s t ,  t h e  45C a 2+ o r  llnmC d 2+ c o n t e n t  w a s  d e t e r 

m i n e d .  V a l u e s  w e r e  e x p r e s s e d  i n  b e c q u e r e l s  p e r  g r a m  w e t  

w e i g h t  o f  g i l l  e p i t h e l i u m .  T h e  e f f e c t s  o f  L a 3+ o n  45C a 2+ 

o r  11:iC d 2+ a c c u m u l a t i o n  i n  t h e  g i l l s  w e r e  s t u d i e d  b y  t h e  

a d d i t i o n  o f  1 juM  L a  a t  z e r o  t i m e  o f  t r a c e r  e x p o s u r e .  O n  

c o m p l e t i o n  o f  t h e  t r a c e r  e x p o s u r e ,  t i s s u e  t r a c e r  c o n t e n t  

w a s  d e t e r m i n e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e .

C a l c u l a t i o n s

I n f l u x .  T h e  c a l c u l a t i o n  o f  C a 2+ i n f l u x  r a t e s  [ F in( C a ) ]  

w a s  b a s e d  o n  t h e  r a t i o  o f  t r a c e r  c o n t e n t  o f  t h e  p e r f u s a t e  

(q£)  t o  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  t h e  w a t e r  a t  t i m e  t  

[ S A w( 0 ] -  F i g u r e  1 s h o w s  t r a c e r  a p p e a r a n c e  i n  t h e  p e r 

f u s a t e  o f  p e r f u s e d  t r o u t  g i l l s  o n  a d d i t i o n  o f  45C a  t o  t h e  

v e n t i l a t o r y  w a t e r .  T r a c e r  a p p e a r a n c e  r a t e s  s t a b i l i z e d  12 -  

15 m i n  a f t e r  a d d i t i o n  o f  t r a c e r  t o  t h e  v e n t i l a t o r y  w a t e r .  

A t  s t e a d y  s t a t e ,  q F' v a l u e s  w e r e  u s e d  t o  c a l c u l a t e  F in( C a )  

a c c o r d i n g  t o

i ^i ni Ca)
qp-/i-60-100- W  

S A w( i )

-1

Fin(Ca) is  e x p r e s s e d  i n  n m o l - h  *-10 0  g  f i s h  1 w h e r e
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(q'p/q'w) . io
- 3

t(min)

FIG .  1. A p p e a r a n c e  r a t e  o f  45C a  in  p e r f u s i o n  m e d i u m  f r o m  p e r f u s e d  

t r o u t  g i l l s .  4SC a  w a s  a d d e d  t o  v e n t i l a t o r y  w a t e r  a t  z e r o  t i m e ,  q^, p e r f u s a t e  

t r a c e r  c o n t e n t  ( d p m / m l ) ;  q*., v e n t i l a t o r y  w a t e r  t r a c e r  c o n t e n t  ( d p m /  

m l ) .  V a l u e s  a r e  m e a n s  ±  S D  f o r  12 e x p e r i m e n t s .

Iq 'w . 10 

16

- 3

12
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f i g . 2 . C u m u l a t i v e  a p p e a r a n c e  o f  4r,C a  (X q * )  in  v e n t i l a t o r y  w a t e r  

o n  p e r f u s i o n  o f  t r o u t  g i l l s .  45C a  w a s  a d d e d  t o  p e r f u s i o n  f l u id  a t  z e r o  

t i m e .  V a l u e s  a r e  m e a n s  ±  S D  f o r  8  e x p e r i m e n t s .  S e e  t e x t  f o r  f u r t h e r  

d e f i n i t i o n .

qp is  p e r f u s a t e  t r a c e r  c o n t e n t  ( d p m / m l ) ,  S A w( f ) is  s p e c i f i c  

a c t i v i t y  o f  w a t e r  ( d p m / n m o l )  a t  t i m e  f, f  i s  i n d i v i d u a l  

p e r f u s i o n  f lo w  ( m l / m i n ) ,  a n d  W  is  f i s h  w e i g h t  (g ) .

E f f l u x .  T h e  e f f l u x  r a t e s  o f  C a J+ [ F ^ f C a ) ]  w e r e  c a l c u 

l a t e d  o n  t h e  b a s i s  o f  t h e  t i m e  c u r v e s  o f  t h e  c u m u l a t i v e  

t r a c e r  a p p e a r a n c e  in  t h e  w a t e r  a f t e r  a d d i t i o n  o f  t;>C a  t o  

t h e  p e r f u s a t e .  F i g u r e  2 s h o w s  t r a c e r  a p p e a r a n c e  i n  t h e  

w a t e r  o n  p e r f u s i o n  o f  t r o u t  g i l l s  w i t h  1' C a - c o n t a i n i n g  

s a l i n e .  A f t e r  1 5 - 2 0  m i n  a n  a p p a r e n t  l i n e a r  t r a c e r  a p 

p e a r a n c e  r a t e  in  t h e  w a t e r  w a s  o b s e r v e d .  T h e  s l o p e  o f  

t h e  l i n e  ( d q « . / d t )  f i t t e d  b y  l i n e a r  r e g r e s s i o n  t h r o u g h  t h e s e  

p o i n t s  w a s  u s e d  t o  c a l c u l a t e  F out( C a )  a c c o r d i n g  t o

^ o u t ( C a )  —
( d q w / d O  - 6 0 - 1 0 0 - W

S A M )

-1

^ o u t ( C a )  is  e x p r e s s e d  i n  n m o l / h  1 • 10 0  g  f i s h  1 w h e r e  

S A p ( i )  is  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  p e r f u s a t e  ( d p m / n m o l )  a t

t i m e  t  a n d  d q w/ d £  is  s l o p e  o f  l i n e a r  p a r t  o f  C a  

c u r v e .

S t a t i s t i c s

2+
e f f l u x

R e s u l t s  a r e  p r e s e n t e d  a s  m e a n s  ±  S E .  T h e  W i l c o x o n  

r a n k  s u m  t e s t  a n d  S t u d e n t ’s  t  t e s t  w e r e  u s e d  f o r  s t a t i s 

t i c a l  a n a l y s i s  w h e r e  a p p r o p r i a t e ;  5 %  w a s  t a k e n  a s  t h e

f i d u c i a l  l i m i t  o f  s i g n i f i c a n c e .

M a t e r i a l s

M a t e r i a l s  a n d  s u p p l i e r s  a r e  a s  f o l l o w s :  C d fN O iO -j  

( U C B ,  B r u s s e l s ) ;  L a C l ;í ( B D H  C h e m i c a l s ,  U K ) ;  N a 2 h e p 

a r i n  ( O r g a n o n ,  T h e  N e t h e r l a n d s ) ;  ,;'C a  a n d  11>,nC d J+ 

( A m e r s h a m  I n t e r n a t i o n a l ,  U K ) ;  p o l y e t h y l e n e  c a t h e t e r s  

( I n t r a m e d i c  P E - 9 0  a n d  P E - 1 9 0 ) .

R E S U L T S

T h e  T E P  d e t e r m i n e d  i n  i s o l a t e d  h e a d  p r e p a r a t i o n s  

w a s  —0 .5  ± 1 . 9  m V  ( n  =  2 0 ). A d d i t i o n  o f  C d J+ t o  t h e  

v e n t i l a t o r y  w a t e r  h a d  n o  i n f l u e n c e  o n  t h i s  v a l u e .

F i g u r e  3 s h o w s  t h e  e f f e c t s  o f  i n  v i t r o  a n d  i n  v i v o  C d J+ 

e x p o s u r e  o f  t r o u t  g i l l s  o n  C a J+ i n f l u x ,  e f f l u x ,  a n d  n e t  

f l u x .  I n  v i t r o  C d J+ e x p o s u r e  ( C d “+ a d d e d  d u r i n g  g i l l  

p e r f u s i o n )  d i d  n o t  i n f l u e n c e  C a 2+ i n f l u x .  I n  v i v o  e x p o s u r e  

( f i s h  p r e e x p o s e d  t o  C d J+ f o r  16  h  p r i o r  t o  g i l l  p e r f u s i o n )  

t o  C d  c o n c e n t r a t i o n s  > 0 .0 1 /j.M  i n h i b i t e d  C a J+ i n f l u x  

s i g n i f i c a n t l y .  C a J+ e f f l u x ,  t o o ,  w a s  o n l y  a f f e c t e d  a f t e r  in  

v i v o  e x p o s u r e .  T h e  C a ~ + e f f l u x  r a t e s  h a d  i n c r e a s e d  s i g 

n i f i c a n t l y  a f t e r  in  v i v o  e x p o s u r e  t o  1 ¿ /M  C d  b u t  r e m a i n e d  

a t  c o n t r o l  l e v e l s  a f t e r  p r e e x p o s u r e  t o  l o w e r  C d  c o n c e n 

t r a t i o n s .

Fcj / nmol • h_l* (100gfish)" i

500

F in

100

F out

- 100

0 0.01 0.1 1 yuMCd 2*

in vivo in vitro
exposure exposure

F IG .  3. E f f e c t  o f  C d J~ o n  C a L+ i n f l u x  ( F in) a n d  e f f l u x  ( F out). F i s h  

w e r e  e x p o s e d  t o  C d J+ in  v i t r o  ( C d J+ a d d e d  t o  v e n t i l a t o r y  w a t e r  f r o m  

b e g i n n i n g  o f  p e r f u s i o n )  o r  in  v iv o  (1 6  h  p r i o r  t o  p e r f u s i o n ) .  W a t e r -  

d i s s o l v e d  C d  w a s  d e t e r m i n e d  b y  a t o m i c  a b s o r p t i o n  s p e c t r o p h o t o m e t r y .  

V a l u e s  a r e  m e a n s  ±  S D  f o r  5 - 8  e x p e r i m e n t s  p e r  c o n d i t i o n .
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P r e p a r a t i o n s  m a d e  a f t e r  i n  v i v o  e x p o s u r e  u p  t o  1 ¿¿M 

C d  m e t  o u r  c r i t e r i a  f o r  v i a b i l i t y .  O n l y  a f t e r  in  v iv o  

e x p o s u r e  t o  C d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  10  f i M  o r  m o r e  d i d  t h e  

i s o l a t e d  h e a d  p r e p a r a t i o n s  s h o w  N a + l o s s  a n d  a n  u n s t a b l e  

p e r f u s i o n  p r e s s u r e .  D a t a  o n  t h i s  g r o u p  w e r e ,  t h e r e f o r e ,  

n o t  i n c l u d e d .

T h e  e f f e c t  o f  L a * + o n  C a 2+ i n f l u x  is  s h o w n  in  F ig .  4. 

L a i n h i b i t e d  t h e  C a 2+ i n f l u x  i n s t a n t a n e o u s l y  ( i n s e t  F ig .

4 ) .  T h i s  i n h i b i t o r y  e f f e c t  p r o v e d  d o s e  d e p e n d e n t ;  f r o m  a  

lo g  d o s e - r e s p o n s e  c u r v e  4 .6  X  1 0 - s  M  L a ,+ w a s  f o u n d  t o  

g iv e  5 0 %  i n h i b i t i o n  o f  C a 24 i n f l u x .

T a b l e  1 s h o w s  t h e  e f f e c t s  o f  L a M+ a n d  C d 2+ o n  t i s s u e  

a c c u m u l a t i o n  o f  ll imC d  o r  l ’C a ,  a f t e r  a  4 5 - m i n  p e r i o d  o f  

e x p o s u r e  t o  t r a c e r .  N o  e f f e c t  o f  C d  ( 1- 10  juM ) w a s  f o u n d  

o n  t h e  4;iC a  c o n t e n t  o f  t h e  t i s s u e  a f t e r  4 5  m i n ,  w h e r e a s  

L a  (1 f i M )  a l m o s t  c o m p l e t e l y  b l o c k e d  t h e  t r a c e r  a c c u -

LaJ+(M)
f i g . 4. L o g  d o s e - r e s p o n s e  c u r v e  f o r  L a :,+ i n h i b i t i o n  o f  C a 2+ i n f l u x .  

A 5 0 %  d e c r e a s e  in  C a J+ i n f l u x  w a s  c a l c u l a t e d  t o  o c c u r  a t  4 .6  x  10 _s M  

L a .  I n s e t  s h o w s  e f f e c t  o f  L a 1+, a d d e d  t o  v e n t i l a t o r y  w a t e r ,  o n  ',5C a 2+ 

i n f l u x .  L o g  d o s e - r e s p o n s e  c u r v e  w a s  c o m p i l e d  f r o m  f lu x  r a t e s  d e t e r 

m i n e d  a t  s t e a d y - s t a t e  c o n d i t i o n s .  V a l u e s  a r e  m e a n s  ±  S D  f o r  3 e x p e r 

i m e n t s  p e r  L a 3+ c o n c e n t r a t i o n .

t a b l e  1 . E f f e c t  o f  a d d i t i o n  o f  1 f j . M  L a  o r  1 n M  C d  

t o  v e n t i l a t o r y  w a t e r  o n  a c c u m u l a t i o n  o f  ,;>C a  

o r  U o m C d  i n  t r o u t  g i l l  t i s s u e

E x t e r n a l  M e d i u m 45C a 2+ ,,5mC d 2+

N o  a d d i t i o n 1 0 0 ± 2 9 . 6 1 0 0 ± 1 7 . 6

(n =  12 ) (n =  7)

L a C la  ( I O " 6 M ) 5 . 3 ± 1 . 4 2 3 . 8 ± 8 . 9

( n  =  5 )* (n =  5)*

C d ( N O , ) ,  ( 10 " 6 M ) 9 9 . 8 ± 3 1 . 4

(n =  5 )

V a l u e s  a r e  m e a n s  ±  S E  d u r i n g  a  4 5 - m i n  e x p o s u r e  a n d  a r e  g i v e n  a s  

p e r c e n t a g e s ;  n ,  n o .  o f  o b s e r v a t i o n s .  C o n t r o l  v a l u e s  ( 5 .7 6  a n d  1 5 .0 7  B q /  

g w e t  w t ;  B q / m l  H_»0 x  10 -3 f o r  4r,C a  a n d  1,r'mC d ,  r e s p e c t i v e l y )  a r e  

d e s i g n a t e d  1 0 0 % .  * P  <  0 .0 0 1 .

m u l a t i o n  in  t h e  t i s s u e  ( 9 5 %  d e c r e a s e ) .  A l s o ,  L a * + d e 

c r e a s e d  11,mC d  a c c u m u l a t i o n  i n  t h e  g i l l  e p i t h e l i u m  b y  

7 6 % .

D I S C U S S I O N

F i v e  m a j o r  c o n c l u s i o n s  c a n  b e  d r a w n  f r o m  t h e  d a t a  

p r e s e n t e d  in  t h i s  s t u d y .  1 ) C d 2+ (0 .0 1 <  C d 2+ <  1.0  ^ M )  

is  a b l e  t o  d i s t u r b  C a 2+ f l u x e s  i n  t h e  g i l l s  o f  t r o u t  w i t h o u t  

a f f e c t i n g  N a  b a l a n c e  in  t h e s e  f i s h .  2 ) C d 2+ (0 .0 1 <  C d 2+ 

< 0 .1 f i M )  i n h i b i t s  C a 2+ i n f l u x  v i a  t h e  g i l l s  a t  c o n c e n t r a 

t i o n s  c l o s e  t o  t h o s e  o c c u r r i n g  in  p o l l u t e d  f r e s h w a t e r s  

( 1 8 ) .  3 )  C d 2+ d o e s  n o t  i n t e r f e r e  w i t h  t h e  e n t r a n c e  o f  C a 2+ 

a c r o s s  t h e  a p i c a l  m e m b r a n e s  i n t o  t h e  c e l l ,  b u t  r a t h e r  

i n h i b i t s  C a 2+ e x t r u s i o n  v i a  t h e  b a s o l a t e r a l  m e m b r a n e  

b e c a u s e  t h e  t i s s u e  C a 2+ c o n t e n t  is  n o t  r e d u c e d  o n  C d  

e x p o s u r e  v i a  t h e  w a t e r .  4 )  C a 2+ a n d  C d J+ s e e m  t o  e n t e r  

t h e  e p i t h e l i u m  v i a  t h e  s a m e  m u c o s a l  L a  ^ - s e n s i t i v e  C a 2+ 

c h a n n e l s .  5 )  B r a n c h i a l  C a L>+ i n f l u x  is  m o r e  s e n s i t i v e  t o  

C d 2+ t h a n  C a 2+ e f f l u x .

C a 1+ I n f l u x

I n t e g u m e n t a l  C a J+ e x c h a n g e  i n v o l v e s  t r a n s c e l l u l a r  a n d  

p a r a c e l l u l a r  r o u t e s  (6 ). F o r  t r a n s c e l l u l a r  C a 2+ u p t a k e  in  

f i s h  g i l l s ,  F l i k  e t  a l .  (7 )  r e c e n t l y  p r o p o s e d  a  m o d e l  o n  t h e  

b a s i s  o f  s t u d i e s  o n  C a J+- t r a n s p o r t i n g  a d e n o s i n e  t r i p h o s 

p h a t a s e  ( A T P a s e )  a c t i v i t y  in  p l a s m a  m e m b r a n e s  o f  b r a n 

c h i a l  e p i t h e l i u m .  A c c o r d i n g  t o  t h i s  m o d e l ,  C a 2+ t o  b e  

t r a n s p o r t e d  f r o m  t h e  w a t e r  t o  t h e  b l o o d  e n t e r s  t h e  c e l l  

p a s s i v e l y  d o w n  a n  e l e c t r o c h e m i c a l  g r a d i e n t ,  is  b u f f e r e d  

i n  t h e  c y t o s o l  b y  C a - b i n d i n g  p r o t e i n s ,  a n d  s u b s e q u e n t l y  

p u m p e d  t o  t h e  b l o o d  b y  a n  a c t i v e  C a J+ t r a n s p o r t  m e c h 

a n i s m .  W e  n o w  s u g g e s t  t h a t  C d 2+ e x e r t s  i t s  i n h i b i t o r y  

a c t i o n  o n  C a 2+ u p t a k e  b y  a n  i n h i b i t i o n  o f  t h e  b a s o l a t e r a l -  

a c t i v e  C a 2+- e x t r u s i o n  m e c h a n i s m  ( c e l l - t o - b l o o d  s t e p ) .  

S e v e r a l  o b s e r v a t i o n s  s u b s t a n t i a t e  t h i s  c o n c l u s i o n  a n d  w e  

w i l l  d i s c u s s  t h e m  o n  t h e  b a s i s  o f  t h e  f o r e m e n t i o n e d  

m o d e l .  I n  t h e  m o d e l  o f  F l i k  e t  a l .  (7 )  b r a n c h i a l  C a 2+ 

u p t a k e  d e p e n d s  o n  a n  a c t i v e  p r o c e s s .  U n d e r  o u r  e x p e r i 

m e n t a l  c o n d i t i o n s  t h e  c a l c u l a t e d  C a J+ e q u i l i b r i u m  p o t e n 

t i a l  ( E Nernst =  — 5 .9  m V )  a n d  m e a s u r e d  T E P  ( —0 .5  m V )  

s h o w  t h a t  t h e  d r i v i n g  f o r c e  f o r  p a s s i v e  d i f f u s i o n  o f  C a J+ 

is  d i r e c t e d  o u t w a r d .  N e v e r t h e l e s s  w e  d e m o n s t r a t e d  a n  

i n w a r d l y  d i r e c t e d  n e t  f l u x  o f  C a 2f u n d e r  c o n t r o l  c o n d i -
% s

t i o n s .  T h i s  f i n d i n g  is  i n d i c a t i v e  f o r  a n  a c t i v e  C a 2+ u p t a k e  

in  l i n e  w i t h  t h e  m o d e l  o f  F l i k  e t  a l .  (7 ) .  F u r t h e r  e v i d e n c e  

t h a t  t h i s  m o d e l  a p p l i e s  t o  t r o u t  w a s  r e c e n t l y  o b t a i n e d  in  

o u r  l a b o r a t o r y  b y  t h e  d e m o n s t r a t i o n  o f  h i g h - a f f i n i t y  

C a 2+- A T P a s e  a c t i v i t y  in  t r o u t  g i l l s ,  w i t h  c h a r a c t e r i s t i c s  

s i m i l a r  t o  t h a t  o f  t i l a p i a  a n d  e e l  g i l l s  ( u n p u b l i s h e d  o b 

s e r v a t i o n s ) .

T w o  f i n d i n g s  s u b s t a n t i a t e  o u r  c o n c l u s i o n  t h a t  C d 2+ 

i n h i b i t i o n  o f  C a 2+ i n f l u x  o c c u r s  v i a  i n h i b i t i o n  o f  t h e  

b r a n c h i a l  C a 2+ p u m p .  F i r s t ,  4r,C a  a c c u m u l a t i o n  i n  t h e  g i l l  

t i s s u e  a n d  t h e r e f o r e  e n t r a n c e  o f  C a 2+ f r o m  t h e  w a t e r  i n t o  

t h e  c e l l s  is  n o t  a f f e c t e d  b y  C d J+ e x p o s u r e .  M o r e o v e r ,  t h e  

f a c t  t h a t  s i g n i f i c a n t  C d 2+ a c c u m u l a t i o n  o c c u r s  in  a  4 5 -  

m i n  p e r i o d ,  a n d  t h a t  o v e r  t h e  s a m e  t i m e  p e r i o d  C a 2+ 

a c c u m u l a t i o n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  C d 2+ in  t h e  t i s s u e  is  n o t  

a f f e c t e d ,  s e e m s  t o  e x c l u d e  a n  i n h i b i t o r y  a c t i o n  o f  C d 2+ 

o n  t h e  C a 2+ c h a n n e l  a t  t h e  i n t e r n a l  f a c e  o f  t h e  a p i c a l  c e l l  

m e m b r a n e .  L a  a d d i t i o n  t o  t h e  w a t e r ,  o n  t h e  o t h e r  h a n d ,
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d e c r e a s e d  C a 2+ a c c u m u l a t i o n  s i g n i f i c a n t l y .  S e c o n d ,  i n 

h i b i t i o n  o f  C a 2+ i n f l u x  is  o b s e r v e d  o n l y  a f t e r  i n  v i v o  

e x p o s u r e  f o r  s u f f i c i e n t l y  l o n g  p e r i o d s .  A f t e r  a  1 6 - h  p r e e x 

p o s u r e  p e r i o d  t o  C d  c o n c e n t r a t i o n s  >  0 .0 1 / i M ,  C a ~ + 

i n f l u x  w a s  s i g n i f i c a n t l y  i n h i b i t e d .  I n  a n o t h e r  e x p e r i m e n t  

i t  w a s  o b s e r v e d  t h a t  a  m i n i m u m  p e r i o d  o f  12 - t o  1 6 - h  

e x p o s u r e  t o  C d 2+ is  r e q u i r e d  t o  i n d u c e  h y p o c a l c e m i a  i n  

f r e s h w a t e r  t i l a p i a  ( r e s u l t s  t o  b e  p u b l i s h e d  e l s e w h e r e ) .  

L a i+, o n  t h e  o t h e r  h a n d ,  i n h i b i t e d  t r a n s e p i t h e l i a l  C a 2+ 

i n f l u x  i n s t a n t a n e o u s l y ,  a n d  u n d e r  o u r  e x p e r i m e n t a l  c o n 

d i t i o n s  t h e  i n h i b i t o r y  c o n c e n t r a t i o n  a t  5 0 %  w a s  c a l c u 

l a t e d  t o  b e  4 .6  x  10 " :s M  L a .  L a :u is  k n o w n  t o  b l o c k  t h e  

C a 2+ c h a n n e l s  ( 1 1 ), a n d  e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  s t u d i e s  o f  

f i s h  g i l l s  e x p o s e d  t o  L a A+ s h o w e d  t h a t  L a d o e s  n o t  e n t e r  

t h e  e p i t h e l i a l  c e l l s .  T h i s  e x c l u d e s ,  i n  o u r  e x p e r i m e n t a l  

s e t u p ,  a n  i n h i b i t i o n  b y  L a A+ o f  t h e  b a s o l a t e r a l  C a 2+- 

A T P a s e .

B e c a u s e  C d 2+ a p p a r e n t l y  d o e s  n o t  i n f l u e n c e  C a J+ e n 

t r a n c e  v i a  t h e  a p i c a l  m e m b r a n e ,  i t  p r o b a b l y  i n t e r f e r e s  

w i t h  t h e  b a s o l a t e r a l - a c t i v e  C a 2+ e x t r u s i o n  m e c h a n i s m .  

I n  C d 2+ a c c u m u l a t i o n  s t u d i e s  i t  w a s  s h o w n  t h a t  C d 2+ 

e n t e r s  t h e  e p i t h e l i a l  c e l l .  T h e  d e l a y  i n  p r o d u c i n g  a n  

i n h i b i t o r y  e f f e c t  c o u l d  b e  d u e  t o  C d 2+ b u f f e r i n g  b y  c y t o 

s o l i c  p r o t e i n s  s u c h  a s  m e t a l l o t h i o n e i n ,  g l u t a t h i o n e ,  a n d  

c a l m o d u l i n  ( s u l f h y d r y l -  a n d  c a r b o x y l a t e - r i c h  p r o t e i n s  

t h a t  b i n d  C d 2+ t i g h t l y )  (8 , 13 ,  2 7 ) .  T h i s  C d 2+ b u f f e r i n g  

c o u l d  p r e v e n t  i n h i b i t i o n  o f  t h e  C a 2+ t r a n s p o r t  A T P a s e  

b y  s e q u e s t e r i n g  C d 2+ t o  n o - e f f e c t  l e v e l s  d u r i n g  e a r l y  

e x p o s u r e .  C a 2+ t r a n s p o r t  i n  g i l l  p l a s m a  m e m b r a n e  v e s i 

c l e s  p r o v e d  e x t r e m e l y  s e n s i t i v e  t o  C d 2+ ( u n p u b l i s h e d  

o b s e r v a t i o n s ) .  W e  s u g g e s t  t h a t  o n c e  t h e  C d 2+ c o n c e n t r a 

t i o n  s u r p a s s e s  s a t u r a t i o n  l e v e l s  o f  t h e  c y t o s o l i c  b u f f e r s  

i t  m i g h t  i n h i b i t  t h e  b a s o l a t e r a l  C a 2+ p u m p  a n d  t h u s  t h e  

t r a n s e p i t h e l i a l  C a 2+ t r a n s p o r t .

F r o m  t h e  f a c t  t h a t  L a :<+ i n h i b i t s  a c c u m u l a t i o n  o f  C a 2+ 

a n d  C d 2+ t r a c e r  i n  t h e  t i s s u e  t o  a  s i m i l a r  e x t e n t ,  w e  

c o n c l u d e  t h a t  C a J+ a n d  C d 2+ e n t e r  t h e  e p i t h e l i a l  c e l l  v i a  

t h e  s a m e  L a M+- s e n s i t i v e  C a 2+ c h a n n e l s .  T h e  s i m i l a r i t y  in  

i o n  r a d i u s  [ 0 .9 9  a n d  0 .9 7  A  f o r  C a ~ + a n d  C d 2+, r e s p e c t i v e l y  

(5 ) ]  m a y  u n d e r l i e  t h i s  b e h a v i o r .  T h e  s m a l l e r  p e r c e n t a g e  

o f  i n h i b i t i o n  b y  L a A+ o f  C d 2+ a c c u m u l a t i o n  c o m p a r e d  

w i t h  C a J+ a c c u m u l a t i o n  m a y  b e  e x p l a i n e d  b y  t h e  f a c t  

t h a t ,  s u b s t a n t i a l  b i n d i n g  o f  C d 2+ o c c u r s  t o  m u c o p r o t e i n s  

( 2 1 ). C d 2+ w i l l  n o t  b e  w a s h e d  o f f  f r o m  t h e  g i l l s  a s  e a s i l y  

a s  C a 2+ d u r i n g  t h e  r i n s i n g  s t e p  p r i o r  t o  t h e  d e t e r m i n a t i o n  

o f  t h e  t r a c e r  c o n t e n t .  O n e  c o u l d  a r g u e  t h a t ,  i f  C a 2+ a n d  

C d 2+ e n t e r  t h e  c e l l  v i a  t h e  s a m e  c h a n n e l s ,  c o m p e t i t i o n  

b e t w e e n  b o t h  i o n s  o c c u r s  a n d  t h a t ,  t h e r e f o r e ,  e x t e r n a l  

C d J+ s h o u l d  i n h i b i t  C a J+ i n f l u x .  H o w e v e r ,  t h i s  c o m p e t i 

t i o n  w o u l d  a p p e a r  i n s i g n i f i c a n t  a t  t h e  C d  c o n c e n t r a t i o n s  

u s e d :  t h e  4nC a  c o n t e n t  w a s  n o t  s i g n i f i c a n t l y  i n f l u e n c e d  

b y  C d  ( 1- 10  a*M), n o t  e v e n  a f t e r  1 6 - h  e x p o s u r e  t o  C d 2+ 

( r e s u l t s  n o t  s h o w n ) .  A p p a r e n t l y  t h e  d i f f e r e n c e  i n  c o n c e n 

t r a t i o n s  o f  C d  (1 mM )  a n d  o f  C a  ( 8 0 0  / i M )  c o u l d  e x p l a i n  

t h e  l a c k  o f  s u b s t a n t i a l  c o m p e t i t i o n .

A n  i n t e r e s t i n g  q u e s t i o n  i s  w h e t h e r  t h e  g i l l  e p i t h e l i u m  

d i f f e r e n t i a t e s  b e t w e e n  t h e  e s s e n t i a l  C a J+ i o n  a n d  t h e  

t o x i c  C d 2+ i o n .  B o t h  i o n s  s e e m  t o  e n t e r  t h e  e p i t h e l i u m  

v i a  t h e  s a m e  C a 2+ c h a n n e l s .  N e x t  b o t h  i o n s  a r e  s u p p o s e d  

t o  b i n d  t o  c y t o s o l i c  p r o t e i n s  ( 12 ) t h a t  a r e  r i c h  i n  s u l f h y 

d r y l  g r o u p s  ( m e t a l l o t h i o n e i n s )  a n d  c a r b o x y l  g r o u p s  ( c a l -  

c i u m - b i n d i n g  p r o t e i n s ) .  I n g e r s o l l  a n d  W a s s e r m a n  ( 12 )

r e p o r t e d  t h a t  c y t o s o l i c  f r a c t i o n s  o f  r a t  e n t e r o c y t e s  s h o w  

c o m p a r a b l e  a f f i n i t y  f o r  C d 2+ a n d  C a 2+. I f  C a 2+ a n d  C d 2+ 

p a s s  t h e  a p i c a l  m e m b r a n e  j u s t  a s  e a s i l y  a n d  i f  t h e s e  i o n s  

a r e  s i m i l a r l y  b u f f e r e d  i n  t h e  c y t o s o l ,  d i s c r i m i n a t i o n  b e 

t w e e n  t h e  t w o  i o n s  s e e m s  t o  o c c u r  a t  t h e  b a s o l a t e r a l  

m e m b r a n e  o f  t h e  c e l l ,  w h e r e  t h e  C a 2+ p u m p  a p p e a r s  t o  

b e c o m e  i n h i b i t e d  b y  C d 2+.

C a 2+ E f f l u x

T w o  c o n c l u s i o n s  a r e  d r a w n  f r o m  t h e  e f f l u x  s t u d i e s .  

F i r s t ,  t h e  t r a n s e p i t h e l i a l  C a 2+ e f f l u x  a p p e a r s  l e s s  s e n s i 

t i v e  t o  C d 2+ t h a n  t h e  C a 2+ i n f l u x .  S i g n i f i c a n t  s t i m u l a t i o n  

o f  C a 2+ e f f l u x  w a s  f o u n d  o n l y  a t  t h e  h i g h e s t  C d  c o n c e n 

t r a t i o n  t e s t e d  (1 f i M ) ,  w h e r e a s  C a 2+ i n f l u x  i s  a b o l i s h e d  

a l m o s t  c o m p l e t e l y  a t  a  t e n f o l d  l o w e r  C d  c o n c e n t r a t i o n .  

S e c o n d ,  t h e s e  f i n d i n g s  d e m o n s t r a t e  t h a t  i t  i s  e s s e n t i a l  t o  

s t u d y  b o t h  i n f l u x  a n d  e f f l u x  o f  C a 2+ f o r  e v a l u a t i o n  o f  

C d 2+ i n h i b i t i o n  o f  C a 2+ u p t a k e  v i a  f i s h  g i l l s .

T h e  q u e s t i o n  a r i s e s  a s  t o  w h i c h  m e c h a n i s m  u n d e r l i e s  

t h i s  i n c r e a s e d  C a 2+ e f f l u x  o n  C d 2+ e x p o s u r e .  A s  s t a t e d  

a b o v e ,  C a 2+ e f f l u x  is  p r o b a b l y  a  p a r a c e l l u l a r  e v e n t ,  a n d  

w e  a s s u m e  t h a t  C d 2+ i n t e r a c t s  w i t h  t h e  j u n c t i o n a l  c o m 

p l e x  p r o t e i n s  in  a  w a y  t h a t  c a u s e s  a  C a 2+ l e a k .

I n  o n e  s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s  w e  t e s t e d  t h e  e f f e c t s  o f  i n  

v i v o  e x p o s u r e  t o  10  ¡ i M  C d  o n  t h e  C a 2+ f l u x e s .  C a 2+ i n f l u x  

w a s  s t r o n g l y  i n h i b i t e d ,  a n d  t h e  p r e p a r a t i o n s  s h o w e d  a n  

e x t r e m e l y  h i g h  C a 2+ e f f l u x  a s s o c i a t e d  w i t h  a  n e t  s o d i u m  

lo s s .  T h i s  i n d i c a t e s  t h a t  t h e  s t r u c t u r a l  i n t e g r i t y  o f  t h e  

b r a n c h i a l  e p i t h e l i u m  is  l o s t  w h e n  f i s h  a r e  e x p o s e d  t o  10  

¡ i M  C d  ( w h i c h  w a s  c o n f i r m e d  b y  h i s t o l o g i c a l  o b s e r v a 

t i o n s )  ( r e s u l t s  n o t  s h o w n ) .  I n  a n  e s t u a r i n e  t e l e o s t  e x 

p o s e d  t o  s i m i l a r  C d  c o n c e n t r a t i o n s  s t r u c t u r a l  d a m a g e  

a n d  h y p e r p l a s i a  o f  t h e  g i l l s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  (9 ) .

I n  c o n c l u s i o n  i t  s e e m s  t h a t  l e v e l s  o f  0 .1  f i M  C d  ( 11 

p a r t s  p e r  b i l l i o n ) ,  w h i c h  a r e  c l o s e  t o  t h o s e  f o u n d  i n  C d -  

p o l l u t e d  f r e s h w a t e r s  ( 1 8 ) ,  d i s t u r b  t h e  f i s h ’s  C a  b a l a n c e  

b y  a  s p e c i f i c  e f f e c t  o n  t h e  b r a n c h i a l  C a 2+ u p t a k e  m e c h 

a n i s m .  I n s i g h t  i n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  h y p o c a l c e m i a  t h a t  

s e e m s  i n h e r e n t  t o  t h e  t o x i c  e f f e c t s  o f  s u b l e t h a l  a m o u n t s  

o f  C d 2+ m a y  b e  o f  p r i m a r y  i m p o r t a n c e  f o r  t h e  u n d e r 

s t a n d i n g  o f  C d 2+ t o x i c i t y  i n  f i s h .  A s  h a s  b e e n  s t a t e d  

b e f o r e  t h e  b r a n c h i a l  e p i t h e l i u m  c o m p r i s e s  t h e  s a m e  

m e c h a n i s m s  f o r  c e l l u l a r  C a 2+ t r a n s p o r t  ( i .e . ,  a p i c a l  m e m 

b r a n e  C a 2+ c h a n n e l s  a n d  b a s o l a t e r a l  m e m b r a n e  C a 2+ 

t r a n s p o r t  A T P a s e )  (7 )  a s  t h o s e  f o u n d  i n ,  f o r  e x a m p l e ,  

m a m m a l i a n  i n t e s t i n e  (2 6 )  a n d  k i d n e y  t u b u l e s  ( 2 5 ) .  

C l e a r l y ,  t h e  g i l l  m o d e l ,  i n  w h i c h  m u c o s a l  a n d  s e r o s a l  

m e d i a  m a y  b e  e a s i l y  c o n t r o l l e d ,  p r o v i d e s  a  p o w e r f u l  t o o l  

i n  t h e  s t u d y  o f  C d 2+ t o x i c i t y  t o w a r d  t h e  t r a n s e p i t h e l i a l  

C a J+ t r a n s p o r t  p r o c e s s .

T h i s  s t u d y  w a s  s u p p o r t e d  b y  a  g r a n t  f r o m  t h e  F o u n d a t i o n  f o r  

F u n d a m e n t a l  B i o l o g i c a l  R e s e a r c h ,  w h i c h  is  s u b s i d i z e d  b y  t h e  D u t c h  

O r g a n i z a t i o n  f o r  t h e  A d v a n c e m e n t  o f  P u r e  R e s e a r c h .

R e c e i v e d  11 N o v e m b e r  1 9 8 6 ;  a c c e p t e d  in  f i n a l  f o r m  18 M a r c h  1 9 8 7 .
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