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Dinamica dos precursores celulares do epitélio olfatério de
caes sem ra¢a definida: um estudo imunohistoquimico e
ultra-estrutural’
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ABSTRACT.- Alves ER., Santos T.C., Freiberger S., Ambroésio C.E. & Miglino M.A. 2007. [The
dynamic of precursor of the olfactory epithelium of mongrel dogs: an immuno-
histochemical and ultrastructural study.] Dinamica dos precursores celulares do epitélio olfatorio
de caes sem raca definida: um estudo imunohistoquimico e ultra-estrutural. Pesquisa Veterindria Brasileira
27(9): 388-392. Departamento de Cirurgia, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, USP, Av.
Prof. Dr. Orlando Marques de Paiva 87, Sao Paulo, SP 05508-270, Brazil. E-mail: flaviovet@usp.br
Olfactory epithelium presents a mechanism of differentiation where stem cells give arise
to amplifying progenitor cell which express Mammalian Achaete Scute Homolog 1 (Mash1).
These cells can be differentiated into olfactory receptors. An immunolocalization study and
ultrastructural analysis by transmission electron microscopy of olfactory epithelium of mongrel
dogs were made using 3 males (one year old) and 2 females (three years old). Labeled cells
with positive staining by Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) were observed in specific
areas of the olfactory epithelium, especially above the basal membrane. The ultrastructure
revealed cells adjacent to the basal membrane with morphology resembling sustentacular
cells, supporting the idea of renewal of sustentacular and olfactory sensorial cells. Olfactory
epithelium contains basal cells committed to self-renewal, characterized by high metabolic
activity, identified by positive reaction to PCNA. These results suggested the renewal of

sustentacular and sensorial olfactory cells through the same pathway.

INDEX TERMS: Olfactory epithelium, basal cells, precursor cells, PCNA method.

RESUMO.- O epitélio olfatorio apresenta um mecanismo de
diferenciacao em que células-tronco dao origem a células
progenitoras amplificadoras, as quais expressam um gene pro-
neural denominado Mammalian Achaete Scute Homolog 1
(Mash1). Estas células podem se diferenciar em receptores
olfatorios. O epitélio olfatério de caes sem raca definida (3
machos de um ano e 2 fémeas de trés de idade) foi analisado
por imunolocalizacao do antigeno nuclear de proliferacao
celular (PCNA) e por microscopia eletronica de transmissao.
Verificou-se marcac¢ao positiva para PCNA em células do
epitélio olfatorio, particularmente acima da linha da mem-
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brana basal. A ultra-estrutura do epitélio olfatério revelou
células adjacentes a lamina basal, cuja eletrodensidade asse-
melha-se aquelas presentes no epitélio de sustentacao, refor-
cando a idéia da renovagao das células de sustentacao e dos
neuronios olfatorios locais. O epitélio olfatorio é composto
células basais, comprometidas com sua renovacao, caracteri-
zadas através da intensa atividade mitética, identificada pela
reacao positiva ao PCNA. Estes resultados sugerem que ha
reposicao das células sustentaculares locais e do sistema atra-
vés de mecanismos semelhantes.

TERMOS DE INDEXACAO: Epitélio olfatério, células basais, células
precursoras, método PCNA.

INTRODUCAO

Muitos mamiferos terrestres apresentam em suas cavidades
nasais receptores ou elementos especializados do sistema
neural (Graziadei & Graziadei 1979). Em humanos, os recep-
tores sensoriais olfatdrios encontram-se localizados no reces-
so superior da cavidade nasal, dentro de um neuroepitélio
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que envolve a lamina cribforme, parte superior e média do
osso etmoide e septo nasal (Huard et al. 1998). Em anfibios, o
neuroepitélio é fino e plano, enquanto em roedores, carnivo-
ros e outros mamiferos, encontra-se distribuido sobre uma
superficie caracterizada por um complexo de pregas
turbinadas, que se originam do osso etmoide (Carr et al. 1991).

O epitélio olfatorio de ratos é composto por seis tipos
celulares caracteristicos: neurdonios bipolares, células
sustentaculares, células microvilares localizadas na superfi-
cie do epitélio, células que envolvem os ductos e glandulas
olfatorias, e as células globosas e horizontais basais, localiza-
das no compartimento basal no qual muitos outros tipos ce-
lulares sao originados (Menco & Jackson 1997). Em seus estu-
dos em camundongos, quando avaliaram o tempo de
imunomarcacgao do epitélio olfatério, Mackay-Sim & Kittel
(1990) e Hind et al. (1984) descreveram essas células exercen-
do um papel fundamental para o entendimento dos mecanis-
mos de degeneracao e regeneracao dentro do neuroepitélio
olfatério.

Para Calof et al. (2002) existe um mecanismo de diferenci-
acao em que células-tronco dao origem a células progenitoras
amplificadoras, que por sua vez expressam um gene pro-neural
denominado Mammalian Achaete Scute Homolog 1 (Mash1).
Este da origem a um segundo progenitor amplificador transi-
torio, o precursor neuronal imediato (INP), que pode ser dis-
tinguido pela expressao do gene proneural neurogenina 1
(Ngn1). O precursor neuronal imediato divide-se para dar ori-
gem a duas células irmas, as quais por fim se diferenciam em
receptores olfatorios de neurénios.

Nesse contexto, a possibilidade de promover diferencia-
¢ao celular através de uma célula pluripotente motivou estu-
dos que tem evidenciado receptores de neuronios olfatorios,
produzidos a partir de uma linhagem que apresenta tipos
celulares de proliferagao distinta. Como existem ainda mui-
tas controvérsias com relagcao ao processo de diferenciagao
celular do neuroepitélio olfatério, busca-se, no estudo des-
sas células, contribuir para elucidar as davidas ainda existen-
tes sobre os mecanismos de producao e regeneracao dessas
células. Sendo assim, o presente trabalho objetiva descrever,
em caes sem raca definida, a dindmica dos precursores celu-
lares do epitélio olfatorio.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados cinco caes sem rac¢a definida, pesando em média
20 kg, sendo trés machos de um ano de idade e duas fémeas de trés
anos. Os caes foram provenientes do Hospital Veterinario da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de
Sao Paulo (USP), depois de constatada morte por causas naturais ou
alteragoes patologicas.

Imunohistoquimica

Fragmentos da superficie da lamina crivosa do etmoide, da
cavidade nasal dos caes, foram obtidos e fixados em Metacarn (60%
metanol, 30% cloroférmio e 10% de acido acético glacial) por 24 horas
ou em glutaraldeido 2,5%, tampao fosfato 0,12M pH 7,3. Apos a
fixacao, o material coletado foi processado na rotina histologica para
ser emblocado em paraplast e seccionado em cortes de 5mm,
montados em laminas silanizadas. Estes cortes foram submetidos a

imunohistoquimica para determinacao do antigeno nuclear de
proliferacao celular (PCNA), com o objetivo de identificar as células
em proliferacao.

Os cortes histologicos foram desparafinados e desidratados em
séries decrescentes de etanol e em seguida foram bloqueados,
durante 5 minutos, em solucao de peréxido de hidrogénio a 3% e
lavados abundantemente em PBS. A seguir, os cortes foram incubados,
durante 15 minutos, a 37°C em uma solugao de leite desnatado a
5%. ApOs essa etapa, os cortes sofreram 3 lavagens de 5 minutos em
PBS. Prosseguiu-se entao a incubagao com anticorpo monoclonal
PCNA (Zymed, Cat. 13-3900), na concentragao de 1:100, overnight em
camara imida. Em seguida, ap6s 3 lavagens de 5 minutos com PBS,
as laminas foram incubadas com anticorpo biotinilado de cabra anti-
camundongo (Kit LSAB-Dako, Cat. EO433), por 1 hora. Depois, os
cortes foram tratados com o complexo estreptavidina-peroxidase
(Kit LSAB-Dako, Cat. EO433), por 30 minutos. Apds lavagens
sucessivas com PBS, os cortes foram incubados com a
diaminobenzidina, juntamente com peroxido de hidrogénio, durante
10 minutos.

As laminas foram entao coradas pela hematoxilina e montadas
com o Balsamo do Canada. Os cortes foram analisados em um
microscopio Nikon E800 e as imagens obtidas no programa Image
Proplus.

Microscopia eletronica de transmissao (MET)

Os fragmentos da mucosa nasal da regiao da lamina crivosa do
etmoide também foram fixados em glutaraldeido 2,5% (tampao
fosfato pH 7,3; 0,1 M). Os fragmentos foram entao lavados em trés
passagens de 10 minutos em tampao fosfatos 0,1 M, pos-fixados em
tetroxido de 6smio, e lavados a seguir em trés passagens de 10
minutos em agua destilada. Posteriormente adicionou-se uranila sob
agitacao por uma hora em camara escura. O material foi entao
desidratado em séries crescentes de etanol, seguido por 6xido de
propileno e embebido em resina de araldite. A resina de inclusao foi
submetida a vacuo por 30 minutos. Apos a secagem procedeu-se a
confec¢ao das telas para leitura em um microscopio eletronico de
transmissao (Philips Morgagni 268 D).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise da imunohistoquimica e da MET do epitélio olfatorio de
caes sem raca definida sugerem que nesta espécie ocorra proli-
feracao celular a partir de células basais, as quais provavelmente
sejam as fontes para a renovacao celular desde epitélio.

0 estudo imunohistoquimico foi realizado utilizando téc-
nica para marcacao do antigeno de proliferacao celular (PCNA)
que possibilitou a observacao desse mecanismo para as célu-
las do epitélio olfatério, corroborando com as citagoes de
Tsuji et al. (1992) e Pendleton et al. (1993) em humanos, para
os quais a técnica de imunohistoquimica lanca mao de
marcadores de proteinas expressas em sua maior parte no
ciclo celular. Embora autores como Legrier et al. (2001) te-
nham demonstrado através de marcagoes positivas para BrdU
e PCNA em células do epitélio olfatério de camundongos, que
o mecanismo de proliferacao celular pode diminuir de 10 a
15 vezes desde o nascimento até os trés primeiros meses de
idade, ao realizarmos um estudo cego da marcacao através
de PCNA do epitélio olfatorio de caes adultos, nao foi
verificada diferenc¢a quantitativa de marcagao entre os indivi-
duos dos dois grupos etarios estudados, ou entre os sexos.
Resultados que corroboram os encontrados por Roisen et al.
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Fig.1. a) Fotomicrografia de corte da mucosa nasal de cao, caracterizando marcagao positiva para PNCA (setas). Marcacao variada e dispersa
em varios pontos do epitélio (setas). b) Caracteristica da marcacao por PNCA disposta de forma estratificada no epitélio da mucosa
olfatéria. c) Maior aumento da regiao marcada em (b). Barras = a) 25um, b) 50um, c) 40um.

(2001), quando estudou o epitélio olfatorio através de bidpsias
em humanos de diferentes sexos e idades.

A marcacao do epitélio olfatorio através da técnica de
imunohistoquimica ocorreu de forma variada, sendo verificada
com maior ou menor intensidade, na dependéncia da regiao
observada (Fig.1a). A caracteristica pseudoestratificada deste
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epitélio também possibilitou a observacao de nticleos de cé-
lulas marcados positivamente, em diversas camadas celula-
res (Fig.1b,1c). Essa observacao encontrou-se alicercada nas
hipéteses da localizagao das sub-populacoes de células-tron-
co residentes nas por¢coes média e basal do epitélio olfatorio,
como também foi descrito por Nakamura et al. (1998) e Higuchi
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Fig.2. Intensa atividade de proliferacao celular basal (setas), local provavel de diferenciacao e localizacao
das células progenitoras de renovacao das estruturas componentes deste epitélio. Barras = 40um.
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Fig.3. a) Corte semi-fino de epitélio olfatorio de cao em que se observam células com nicleos mais intensamente corados pelo Azul de
Toluidina adjacentes a lamina basal (setas) e em células colunares (*). b) Eletromicrografia demonstrando células progenitoras (setas)
presentes na lamina basal, sugerindo a renovacao do epitélio, apresentando niicleos com morfologia semelhante a de algumas células

colunares eletrodensas (*). Barra = a) 10um, b) 10um.
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Fig.4. Eletromicrografia do epitélio olfatério de cao, demonstrando
a atividade metabdlica entre as células basais e colunares, carac-
terizada pelas mitocondrias dispersas pelo citoplasma dessas
células (setas), bem como pelo nivel de condensagao da cromatina
nuclear. Barra = 2um.

et al. (2005), em estudos da dinamica dos precursores celula-
res do epitélio olfatério em Cavia sp. jovens. Tais resultados
também foram compartilhados por Ohta & Ichimura (2000),
quando estes estudaram alteragoes da proliferacao celular e
a presenca do fator de crescimento epidermal (EGFR) no
epitélio olfatorio de ratos através de técnica de imunohisto-
quimica para identificacao de PCNA. Corroboram ainda a es-
tes achados Legrier et al. (2001) em seus estudos sobre o ci-
clo de regulacao da neurogénese em ratos.

Verificou-se uma preferéncia por nficleos de células mais
proximos a membrana basal (Fig.2), onde se visualizou alta
taxa de atividade de proliferacao celular. Tais caracteristicas
foram condizentes com as observagoes feitas por Levey et al.
(1991) e Getchell et al. (2000) ao retratarem o mecanismo de
diferenciacao basal de células do epitélio olfatério em ratos,
através de técnica de imunohistoquimica, com marcagao po-
sitiva para citoqueratinas, identificando preferencialmente
células horizontais basais (HBC’s). Estas células foram descri-
tas povoando uma regiao paralela e em contato com a lamina
propria nesses ratos.

No material analisado nao foram identificados nticleos de
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células em atividade mitogénica imunomarcados para PCNA
no tecido conjuntivo, achado este compartilhado também por
Holcomb et al. (1995), Huard et al. (1998), Kovacs et al. (1999),
Legrier et al. (2001), Jin et al. (2002) e Kawauchi et al. (2004),
em seus estudos realizados em camundongos. No epitélio de
caes sem raca definida, a manifestacao do potencial
mitogénico das células sugeriu predilecao por determinadas
areas do epitélio, onde a marcacao do PCNA no ntcleo foi
vista mais intensamente.

A andlise dos corte semi-finos demonstrou que as células
positivas para PCNA correspondem a um grupamento celular
tipico em regido adjacente a lamina basal (Fig.3). A anélise
ultra-estrutural as células basais caracterizaram-se por estar
em contato com a membrana basal, apresentando citoplasma
eletrodenso, com nicleos esféricos e presenca de eucroma-
tina, ocupando grande parte da célula. Células com eletroden-
sidade semelhante as células basais foram encontradas dis-
persas por entre as células de sustentacao. A morfologia des-
sas células sugere um estagio intermediario entre as células
basais e as sustentaculares (Fig.3), reforcando a idéia da re-
novagao do epitélio, das células de sustentagao e dos demais
componentes olfatorios locais. Esses achados sao condizen-
tes com as citagoes feitas por Caggiano et al. (1994), Huard et
al. (1998), Nakamura et al. (1998) e Higuchi et al. (2005), sus-
tentando a hipétese da presenca de células progenitoras re-
sidentes entre as células basais do epitélio olfatério, dando
origem a todos os constituintes desta regiao, particularmen-
te neurdnios olfatorios.

Entre as células basais e colunares, verificou-se intensa
atividade metabolica, caracterizada pela presenca de mitocon-
drias e pelo grau de condensagao da cromatina nuclear (Fig.4),
conforme foi descrito por Roisen et al. (2001) em estudo ultra-
estrutural e de cultura de células-tronco do epitélio olfatério
de individuos adultos humanos.

CONCLUSAO

O epitélio olfatorio apresenta uma linhagem de células lo-
calizadas em sua camada basal, comprometidas com a reno-
vacao celular nessa regiao, caracterizada pela atividade
mitotica identificada pela reacao positiva ao PCNA presente
em seus nucleos, sugerindo que a reposicao das células
sustentaculares e dos neurdnios olfatérios locais olfatorios
locais podem ser realizadas através de mecanismos de re-
novacao semelhantes.
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