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Introducao

Muitos mamiferos terrestres apresentam em suas cavidades nasais receptores ou elementos
especializados do sistema neural (GUERRA; FALCAO e MOREIRA, 2005). Em humanos, os
receptores sensoriais do sistema olfatério encontram-se localizados dentro de um neuroepitélio que
envolve a lamina cribiforme do osso etméide (HUARD et al.,1998). Dentro desse epitélio residem um
conjunto de células-tronco que conferem ao epitélio olfatério a capacidade de repor os receptores
olfatérios de neurdnios (ORNs) ap6s algum dano (MACKAY-SIM e KITTEL, 1990).

Diversos progenitores celulares e células-tronco tém sido estudados, buscando-se
compreender sua plasticidade e seu uso em pesquisas futuras em terapia celular. Deste modo, este
trabalho visa, por meio do uso do cédo (Canis familiaris Linnaeus, 1758) como modelo animal, realizar
uma caracterizagdo morfolégica dos progenitores celulares presentes no epitélio olfatério, com vistas
a contribuir para a elucidacdo das duvidas ainda existentes quanto a sua constituicdo e seus
mecanismos de regeneragao.

MATERIAL E METODO

Foram utilizados vinte caes, sem raca definida, pesando em média 20 kg, com idade variando
entre um e trés anos e de ambos os sexos. Os caes foram provenientes do Sistema Municipal de
coleta de animais de rua gerido pela Prefeitura de Bom Jesus, depois de constatada morte por
causas naturais ou processos patolégicos nao infecciosos.

Todas as amostras foram fixadas em Metacarn (60% metanol, 30% cloroférmio e 10% de

acido acético glacial) por 24 horas e Glutaraldeido a 2,5% (tampao fosfato pH 7,3; 0,1 M).
As amostras fixadas em Metacarn foram incluidas em paraplast para confecgao de cortes histolégicos
com 5 pm de espessura, para serem submetidas a coloragdo por Hematoxilina-eosina e
imunocitoquimica para identificacdo de reacdo PAS (acido periodico de Schiff) positiva. Foi realizado
protocolo imunohistoquimico padrdo, conforme previamente descrito por Alves et al., (2007) para
detectar a atividade proliferativa celular, pela expressdao do PCNA e Ki67 nuclear. As imagens foram
analisadas em microscépio Nikon E800, acoplada a sistema de captura de imagens Nikon Coolpix,
utilizando objetivas de 20x, 40x, 60 e 100x.



Fragmentos da mucosa nasal da regiao da lamina crivosa do etmdide, previamente fixados
em glutaraldeido 2,5%, foram lavados em tampao fosfatos 0,1 M, pds-fixados em tetrdxido de dsmio.
Logo apéds, submetidos ao protocolo de microscopia eletronica de transmissao pela adicdo de uranila
sob agitagdo, séries crescentes de etanol, 6xido de propileno e embebidos em resina de araldite,
procedeu-se a confeccao das telas para leitura em um microscopio eletrénico de transmisséo (Philips
Morgagni 268 D).

Fragmentos do epitélio olfatério foram excisados e o material foi lavado a 0,9%. Em seguida
transportado ao Laboratério de Cultivo Celular da Universidade Federal do Piaui-CCA, Campus
Petr6nio Portella em placa de Petri com PBS acrescido de penicilina-estreptomicina a 3% (Invitrogen,
Cat. N2 15140-122).

Os fragmentos obtidos foram submetidos a passagens sucessivas em PBS acrescido de
penicilina-estreptomicina a 3% e adicionadas em placa de Petri contendo Tripsina-EDTA a 0,25%
(Invitrogen, Cat. N° 25200-114) 017) para a dissociagcao quimica. A reagdo enzimdtica foi inativada
com 2 mL de meio de cultura D-MEM/F-12 (Invitrogen, Cat. N® 10565-018) acrescido de Soro Fetal
Bovino (Invitrogen Corporation, N 16000-044, 1000 ml). Deixou-se sedimentar o conteido em tubos
falcon de 10mL, separando-se as células em suspensdo em meio de cultura. Acrescentou-se 2 mL de
meio aos fragmentos. Os fragmentos e células suspensas em meio de cultura foram centrifugados
durante 5 minutos a 1000 rpm, sob temperatura ambiente. O material foi entdo ressuspendido em 1
mL de meio de cultura, transferido para garrafas de 25 cm2 (TPP, Switzerland) e cultivado em estufa
contendo CO2-5% a 37°C. As células em cultura foram visualizadas em microscépio de luz invertida
(NIKON Eclipse-TS 100), sob objetivas de 4x, 10x, 20x e 40x e armazenadas através de sistema de
captura (MTC Digital Color Camera).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A coloracdo hematoxilina-eosina e o0s corte semi-fino corado por azul de toluidina
evidenciaram um epitélio tipicamente pseudo-estratificado ciliado, com presenca de células
caliciformes dispersas e glandulas exdcrinas mucosas na lamina propria.

A imunohistoquimica demonstrou marcagao positiva para PCNA, em nucleos da regiao basal
do epitélio olfatério, enquanto houve maior tendéncia de marcacédo de células apicais na reagao de
imunohistoquimica para o Ki67, corroborando com as citagbes de Tsuiji et al. (1992) em humanos,
para os quais a técnica de imunohistoquimica langa méao de marcadores de proteinas expressas em
sua maior parte no ciclo celular.

A avaliagdo ultra-estrutural, através de microscopia eletrénica de transmissao, demonstrou a
presenca de trés grupos celulares distintos, dispostos como células colunares e células basais, estas
ultimas apresentando nucleo mais elétron-densos, intensa atividade metabdlica, achados condizentes
com as citagbes feitas por Caggiano et al. (1994) e Higuchi et al. (2005), sustentando a hipétese da
presenca de células progenitoras residentes entre as células basais do epitélio olfatério.

As células isoladas a partir do epitélio olfatério de caes sem raca definida e cultivadas em
Meio D-MEM/F-12, exibiram alto nivel de liberagdo a partir de fragmentos postos em cultura e

observados 24 horas ap6s o cultivo, também observado por Lumelsky et al. (2001) em multilinhagens



de células-tronco embrionarias, de células jovens quanto a capacidade de auto-renovacao,
assim com sua potencialidade para diferenciagao ilimitada.

Tal qual observado por Roisen et al. (2001), ao nivel da quarta passagem, encontrava-se
estabelecida a manutengdo de uma morfologia neuronal, evidenciada pela emissdo de expansdes
citoplasmaticas que lembravam a interacédo existente entre células de carater neuronal.
CONCLUSOES

1) A microscopia eletrdbnica de transmissdo mostrou-se eficaz para diferenciar a
eletrodensidade de células quiescentes e de células em divisdo presentes na membrana basal,
confirmando as observacgoes obtidas pela imunohistoquimica;

2) Os marcadores imunchistoquimicos PCNA e K67 sao eficazes na identificacdo do
mecanismo de proliferacao celular do epitélio olfatério e podem evidenciar as células da lamina basal
comprometidas com a renovagao desse epitélio;

3) O protocolo de cultivo e isolamento de células-tronco a partir do epitélio olfatério mostrou-
se viavel para cdes sem raga definida, evidenciando em cultivo células com morfologia de
fibroblastos, caracteristica de progenitores celulares, confirmadas por meio de reagdes de
imunohistoquimica e diferenciagdes celulares;

4) Dentre os meios de cultura testados, o DMEM-F12 demonstrou alto nivel de proliferacao
celular, propiciando confluéncia da cultura em poucos dias pds-plaqueamento, além do favorecimento
da diferenciacdo esponténea, em cultivo, de células com morfologia neuronal.
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