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1.Introdugao

O epitélio olfatério, também chamado de epitélio olfativo ou roseta olfativa, € um tecido epitelial sensorial
que reveste o 6rgao olfativo. O epitélio olfatério esta localizado no focinho, ou seja, na parte da cavidade
nasal do peixe a qual é protegida por mucosas. E um tecido muito sensivel e geralmente esta vulneravel
a poluigdo quimica, pois suas células receptoras estdo em constante contato com o ambiente aquatico.
Além disso, os peixes dependem destas células para receber informagdes que fazem parte do seu ciclo
de vida (Julliard, 1995). O epitélio olfatério € responsavel por transmitir informagdes ambientais para
outros peixes, permitindo atividades como acasalamento, localizar alimentos, discriminar parentes, evitar
predadores, liberacdo de um ferombnio de alarme de um peixe ferido nas proximidades, migracéo,
funciona na percepgéo do cheiro e sabor, permite a sobrevivéncia e facilita a reproducéo (Tierney et al.,
2009).

O tambaqui (Colossoma macropomum) é uma espécie de peixe tipica da Amazdnia que apresenta sua
biologia especialmente adaptada as condi¢cdes especiais encontradas nesse bioma. Quando adulto, &
essencialmente frugivoro, alimentando-se de frutos e sementes (Ferreira et al.,1998). As aguas barrentas
na maioria dos habitats de criacdo de juvenis na varzea e o ambiente escuro embaixo da vegetacéo
flutuante sugerem que o uso da visdo do tambaqui € muito limitado (Araujo-Lima e Goulding, 1998)
sendo a olfacdo determinante na aquisicdo de informacdes acerca do ambiente. Acredita-se que o
tambaqui adulto localize as espécies de arvores das quais se alimenta, dos frutos e sementes pelo olfato
(Goulding, 1997).

A exploracdo de petrdleo na Amazdnia ocorre desde 1986 e desde entdo alguns pequenos
derramamentos ja ocorreram, o que ressalta a suscetibilidade da regido e a importancia de se estudar os
efeitos do petréleo sobre organismos aquaticos da Amazoénia (Petrobras, 2008). Estudos realizados por
nosso grupo de pesquisa ja demonstraram alguns efeitos prejudiciais do petréleo sobre peixes
amazonicos. A expressao de genes relacionados a detoxificagdo de compostos petrogénicos (CYP1A) foi
detectada em tambaquis (Colossoma macropomum) expostos ao petréleo de Urucu (Matsuo et al., 2006).
O tamuatd (Hoplosternum littorale) apresentou alteracdo na freqiiéncia respiratéria e osmorregulacdo
apds a exposicdo a petrdleo produzido na Amazodnia (Brauner et al,1999). No entanto, o trabalho
desenvolvido por Kochhann (2010) demonstrou que juvenis de tambaqui expostos ao petréleo durante 15
e 30 dias apresentaram alteragdo no padrdo de resposta a substancia de alarme se comparados aos
peixes do grupo controle. Um grupo de peixes neste mesmo experimento foi exposto a um éleo mineral
inerte e apdés 30 dias também foi observada alteragdo na percepg¢édo da substancia de alarme pelos
peixes. Estes resultados mostraram que ha um comprometimento da capacidade olfativa nos peixes
expostos ao petréleo produzido na Amazonia e ao 6leo mineral e nos levaram a questionar se este efeito
poderia estar associado a danos histopatoldgicos no epitélio olfatdrio destes animais.

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar os efeitos do petréleo de Urucu na integridade do epitélio
olfatério da espécie amazbdnica Colossoma macropomum, estabelecendo um protocolo de
descalcificagédo para as rosetas olfatérias, verificando se as exposigbes as fragdes soluveis e insoluveis
de um dleo inerte e de petroleo causam danos no epitélio olfatério de tambaqui comparando a ocorréncia
de danos entre os diferentes tratamentos.

2.Materiais e Métodos

A execugdo do experimento e a obtengdo das amostras avaliadas neste projeto foram realizadas em
2009 pela equipe do Laboratério de Ecofisiologia e Evolugdo Molecular (LEEM) — INPA. O experimento
consistiu na exposi¢ao de juvenis de tambaqui durante 15 dias aos seguintes tratamentos: agua do pogo
(controle); fragao insoluvel do 6leo cru; fragao soluvel do 6leo cru; fragao insoluvel do 6leo mineral inerte;
fracdo soltvel do 6leo mineral inerte. Foram utilizados 6 peixes para cada tratamento e cada tempo de
exposicao, totalizando 30 animais. A preparagéo das fragdes soluvel e insoluvel foi realizada de acordo
com Anderson et al. (1974) e a qualidade da agua foi monitorada durante o experimento. Os exemplares
de tambaqui foram anestesiados em MS222 tamponado com bicarbonato de sédio e sacrificados por
seccao medular. As rosetas olfatérias dos peixes foram dissecadas, fixadas em ALFAC (etanol, formol e
acido acético) e preservadas em etanol 70 %. A fim de possibilitar a obtengdo de cortes histologicos ao
micrétomo, as rosetas olfatérias foram descalcificadas em uma solugéo de acido tricloroacético (TCA) a
5%. Obtivemos os melhores resultados de descalcificagdo mantendo as amostras em TCA durante 7 dias
com troca da solugdo cada 2 dias. Em seguida, as amostras foram desidratadas em uma série
decrescente de alcodis e fez-se o processo de diafanizacdo com xilol, sendo assim, emblocadas com
paraplast. Foram preparadas I&minas histolégicas com cortes de 5 um de espessura, as quais foram
coradas com hematoxilina e eosina. A morfologia do epitélio foi analisada em microscopio 6ptico e as
imagens foram foto documentadas.
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3.Resultados e Discussao

Embora tenham sido preparadas |aminas de todas as amostras, a identificacdo do epitélio olfatério foi
bem sucedida em apenas algumas l&minas (Tabela 1). O epitélio olfatério apresentou hipertrofia das
células apenas nos peixes expostos ao tratamento com petréleo (Figura 1). Os peixes expostos as
fragdes insollveis do 6leo mineral e do petroleo apresentaram graves danos a superficie apical, porém a
continuidade da superficie epitelial se encontrou mais preservada no tratamento com 6leo mineral
insoltvel (Figura 1). No entanto, no tratamento com petréleo, o epitélio olfatério apresentou poucos
vacuolos largos e hipertrofia das células (Figura 1).

Tabela 1. Danos identificados no epitélio olfatério em juvenis de tambaqui expostos por 15 dias a
diferentes tratamentos.

Danos Soluvel Insoltvel Solivel d6leo Insoluvel Controle
petréleo  petroleo mineral 6leo mineral (n=3)
(n=1) (n=2) (n=2) (n=2)

Espagcos amplos entre

as células X X X X -

Hipertrofia das células X X - - -

Graves danos a

superficie apical X X X X -

Rede de cilios e

microvilos danificada X X X X X

Necrose X X X X _

Superféicie epitelial em

degeneracao X X X -- --

Figura 1. Epitélio olfatério de Colossoma macropomum. (A) Aspecto normal do tecido. Note a integridade
da superficie epitelial (seta) e da regido apical (*). (B) Epitélio olfatério com aspecto mais solto na regidao
apical (seta); (C) Presenga de pequenos vacuolos entre as células (setas); (D) Presenga de vacuolo
extremamente largo na regido basal da mucosa olfativa (seta); (E) Area de necrose (seta); (F) Espagos
amplos entre as células (seta) e rede de cilios e microvilos danificada (*).

Este é o primeiro estudo a descrever os efeitos do petréleo no epitélio olfatério de peixes. Encontramos
na literatura apenas trabalhos que avaliaram danos ao epitélio olfatério induzidos por metais como o
mercurio (Oliveira Ribeiro et al., 1999) e o cobre (Saucier e Astic, 1995; Bettini e Franceschini, 2006). Os
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peixes expostos ao cobre mostraram danos se espalhando a partir da regido apical para a regido basal
da mucosa olfativa, com degeneragédo macica da populagao celular (Bettini e Franceschini, 2006).

4.Conclusao

A exposigcao de tambaqui a um 6éleo inerte afeta a estrutura do epitélio olfatério e tanto a fragédo soltvel e
insoluvel do petréleo sdo capazes de causar danos no epitélio olfatério de tambaqui. Os danos causados
pelo petréleo foram mais severos do que os causados pelo 6leo mineral. Este foi o primeiro estudo a
descrever os efeitos do petréleo no epitélio olfatério de peixes e a sua continuidade é de fundamental
importancia devido a suscetibilidade dos peixes da regido amazdnica a polui¢do por petréleo.
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