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ESTUDO IMUNOHISTOQUIMICO DO BULBO OLFATORIO DE RATOS
WISTAR SUBMETIDOS A EXPOSICAO PRE-NATAL AGUDA COM ETANOL

IMUNOHISTOCHEMICAL STUDY OF THE OLFACTORY BULB IN WISTAR RATS
SUBMITED TO ACUTE PRENATAL EXPOSURE TO ETHANOL

Tales Alexandre AVERSI-FERREIRA'; Humberto Gabriel RODRIGUES?; Alessandro Camilo NERES?; Lubia
Cristina FONSECA?; Nilson PENHA-SILVA?

RESUMO: Os efeitos do uso cronico de etanol durante a gravidez sobre a morfologia e as fung¢des do
sistema neural sdo conhecidos na literatura, mas os efeitos do uso agudo de etanol em momentos criticos da gravidez
ainda precisam ser esclarecidos. A exposi¢@o pré-natal cronica ao etanol tem sido associada a varias anormalidades
em fetos e neonatos, como alteragdes na densidade neuronial e heterotopia de neurénios da zona sub-ventricular do
telencéfalo, no bulbo olfatorio. Neste trabalho nos estudamos os efeitos da utilizagdo pré-natal aguda de etanol (3
doses de 3 g/kg de peso corporal) no décimo-segundo dia de vida intrauterina (E ,) sobre a morfologia do bulbo
olfatorio de ratos Wistar no oitavo dia de vida pds-uterina (P,), quando as células na fase de sintese foram marcadas
in vivo com bromodesoxiuridina e os animais foram sacrificados para observacdo. Os bulbos olfatdrios apresentaram
uma diminuig2o significante na densidade neuronial, como também € observado na sindrome alcoolica fetal decorrente
da exposi¢do materna cronica ao etanol durante a gravidez. Estes efeitos poderiam justificar problemas na sensibilidade

olfatoria de neonatos cujas méaes sofreram exposi¢@o aguda ao etanol durante a gravidez.

UNITERMOS: Bulbo olfatorio; Etanol; Neurdnio; Sindrome alcooélica fetal; Toxicidade aguda.

INTRODUCAO

Os bulbos olfatérios sdo um par de pequenas
estruturas telencefalicas altamente laminadas, situadas
na face anterior do lobo frontal, imediatamente acima da
placa crivosa do osso etmoide. Eles recebem uma grande
variedade de informagdes oriundas de moléculas de odor,
captadas por receptores da area olfatoria do nariz, e as
redirecionam para o neocortex, sendo indispensaveis para
a busca de alimentagdo e reprodu¢do animal (MORI;
NAGAO; YOSHIHARA, 1999; FUJISAKI et al., 2004).

O sistema olfatério € um modelo extraordinario
para a investigagdo da guia e da conectividade do
crescimento axonal. Durante o desenvolvimento, o epitélio
olfatério, o bulbo olfatério e o cortex olfatério diferenciam
diversos tipos celulares, entre os estagios embrionarios
E, e E, , e estendem suas projegdes axonais no intervalo
neqrogenético que vai do estagio embrionario E, até¢ E
(LOPEZ-MASCARAQUE; CASTRO, 2004).

Na estrutura histologica do bulbo olfatdrio, ha cinco
camadas que circundam uma regido central de substancia
branca, formada pelos axonios das fibras que saem do bulbo
olfatério e os que chegam ao bulbo olfatério a partir de
outras regides do sistema neural central (BURT, 1993).

Os axodnios dos nervos olfatorios espalham-se
sobre a superficie olfatoria ipsilateral e formam a camada
neural mais superficial, a camada do nervo olfatorio. Essas
fibras aferentes primarias terminam em pequenos
aglomerados esféricos de neuropila, os glomérulos. Nos
glomérulos, os axdnios do nervo olfatério fazem sinapses
tanto com interneurdnios como com 0s principais
neuronios retransmissores do bulbo olfatorio (células
mitrais e em tufo).

Logo abaixo da camada do nervo olfatdrio ha a
camada glomerular, que contém, além dos glomérulos, os
corpos celulares das células em tufo externas e pequenos
interneurdnios, as células periglomerulares (DOETSCH;
ALVAREZ-BUYLLA, 1996).
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A camada plexiforme externa, adjacente a camada
glomerular, é uma camada relativamente espessa de
neuropila, contendo os corpos celulares esparsos de
células intermediarias em tufo (PIERRE-MARIE;
SAGHATELYAN; LEMASSON, 2004,).

A camada de células mitrais forma uma lamina
profunda, delgada e compacta, contendo os corpos
celulares das células mitrais (MARGRIE; SAKMANN;
URBAN, 2001).

Abaixo da camada de células mitrais encontra-
se a camada plexiforme interna ou camada de células
granulares, a mais profunda, que possui neurdpila densa,
contendo os corpos celulares das células granulares que
provém da porcdo anterior da zona subventricular
telencefalica neonatal (BURT, 1993; PIERRE-MARIE;
SAGHATELYAN; LEMASSON, 2004).

O bulbo olfatorio ¢ uma das poucas estruturas do
sistema neural de mamiferos, inclusive humanos
(BEDARD; PARENT, 2004), em que ha continua
geracdo de neurdnios. Essas células, originadas na zona
ventricular e subventricular dos ventriculos laterais do
telencéfalo, migram para o bulbo olfatdrio através de uma
rota tangencial, a rota rostral (GHEUSI et al., 2000;
SAGHATELYAN et al., 2003; VICARIO-ABEJON et
al.,2003).

O mecanismo molecular dessa migracéo € pouco
conhecido (KORNBLUM et al., 1997). As
conseqiiéncias funcionais desta geracdo permanente e a
integragdo de novos circuitos de neuronios, também séo
desconhecidas (BEDARD; PARENT, 2004; GHEUSI et
al., 2000).

A génese dos neurdnios sensoriais olfativos (NOS)
ocorre em torno de E e E, ., a de células mitrais proximo
de E | e a do cortex olfatdrio proximo de E .

A formacao dos axonios das células mitrais ocorre
em torno de E, . iniciando-se antes da chegada de
axonios de neurdnios olfativos na superficie telencefélica
(E,). As células mitrais comegam a emitir dendritos no
momento em que os primeiros axonios sensorios penetram
no bulbo (E ) (LOPEZ-MASCARAQUE; CASTRO,
2004.).

E possivel que essa constante neurogénese dé
suporte aos processos de discriminagdo de odores e
mantenha a memoria olfativa de ratos. Essa constante
adicdo ou substituicdo de neurdnios no bulbo olfatorio
adulto pode implicar em uma fung¢&o olfatéria melhorada
(LEE etal., 2003).

O movimento coordenado dos neuroblastos ¢
conseqiiéncia de montagem e desmontagem do
citoesqueleto (MILLER, 1993), e depende da glia radial
para chegar a seu destino nas camadas do neocortex
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(GELOT; ESPERANDIEU; POMPIDOU, 1998;
MAEDA; NODA, 1998; SUPER; SORIANO;
UYLINGS, 1998). Desarranjos relatados pelo etanol em
eventos de astrogliogénese podem induzir a distarbios na
interacdo neuronial-glial e também contribuir para
anormalidades no sistema olfatorio (BARRON; RILEY,
1992; CHEN; PARNELL; WEST, 1999; MORROW;
KIEFER; METZLER, 1993).

O etanol causa danos nos 6rgdos em geral e
particularmente nos neurdnios adultos ou em
desenvolvimento (SHETTY; BURROWS; PHILLIPS,
1993). Nas células, ele rompe as montagens dos
elementos contrateis do citoesqueleto no misculo cardiaco
e na crista neural (MILLER, 1993).

Estudos recentes demonstram que mesmo a
exposi¢do pré-natal aguda ao etanol tem sido associada
a varias anormalidades em fetos e descendentes. No
cortex pré-frontal a exposi¢do aguda ao etanol provoca
heterotopia de neurdnios da zona sub-ventricular na rota
tangencial para o bulbo olfatorio, causando mudancas na
densidade neuronial (FERREIRA et al., 2004).

O objetivo do presente estudo foi determinar a
densidade neuronial do bulbo olfatorio de ratos apos a
injecdo intraperitoneal de etanol, no décimo segundo dia
de vida intrauterina (E, ), no momento em que os axdnios
dos NOS estdo se alongando, apds a génese dos NOS
(E,) € das células mitrais (E ), mas antes da emissdo
dendritica das células mitrais e da chegada dos axonios
dos NOS ao bulbo (E ). Como o estabelecimento de
conexdes sinapticas entre os neurdnios ¢ fundamental para
sua sobrevivéncia, prejuizos na elongacéo poderiam afetar
a densidade neuronial do bulbo, principalmente das células
mitrais.

MATERIAL E METODOS

Fémeas de ratos Wistar dos grupos controle e
experimental, com pesos corporais variando entre 180 e
230 g, foram engaioladas durante a noite com ratos
machos para procriagdo. A presenga de secrecdes
vaginais com espermatozoéides foi usada para caracterizar
o dia 1 da gestagdo (E,). Dezoito fémeas gravidas de
ratos Wistar foram entdo alojadas em gaiolas mantidas a
22 + 0,4 °C, com ciclos de luz e escuriddo alternados
com 12 horas cada, e continuamente abastecidas com
alimento e 4gua. Em E , 12 animais receberam inje¢des
intraperitoneais de uma solucéo de etanol a 20% (3 g/kg
de peso corporal), por trés vezes, com intervalos de 8
horas entre cada administragdo. Também em E , 6
fémeas gravidas do grupo controle receberam injegdes
intraperitoneais de solugéo salina a 0,9%, também por 3
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vezes, com 8 horas de intervalo entre cada administragéo.
Para marcar as células proliferativas, todos os animais
receberam uma Unica inje¢do intraperitoneal de
bromodesoxiuridina (BrdU) a S mg.mL" em 0,9% NaCl,
com 0,07 mol.L."! de NaOH, com uma dose de 60 mg de
BrdU por kg de peso corporal, duas horas apos a ultima
injecdo de etanol ou solugdo salina.

No oitavo dia de vida pos-natal (P,), todas as 18
ninhadas foram anestesiadas com pentobarbital sodico
(50 mg/kg, i.p.) e perfundidas primeiro com solugéo salina
e depois com etanol a 70%. Seus encéfalos foram
removidos e processados (MILLER, 1993). Os cérebros
foram embebidos em parafina, secionados no plano sagital
em cortes com 7 um de espessura e montados em laminas
cobertas de gelatina. Os cortes foram desparafinizados,
hidratados em uma série de solu¢des de etanol, tratados
primeiro com NaOH 1 N e depois com tamp&o borato de
sédio 1 N, durante 20 minutos cada tratamento, € entdo
lavados com tampéao fosfato de sddio. Apos tratamento
com soro, os cortes foram incubados por 2 horas com
uma solug@o 1:500 de anticorpos monoclonais anti-BrdU
(Sigma, St. Louis, MO, B-5002), por 1 hora com uma
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solugdo 1:200 de anticorpos secundarios anti-ratos
(Vector, Burlingame, CA, BA-9400), e entdo tratados com
um complexo avidina-biotina (Vector) e com 3.3'-
diaminobenzidine (Sigma, St. Louis, MO, D-5637). Os
cortes foram cobertos com Entellan.

As quantidades de células dos dois grupos
(controle e tratado) foram comparadas por analise de
variancia (ANOVA), com um valor de p < 0,01 indicando
significancia na diferenga entre os grupos. A analise
estatistica foi feita com utilizagdo do programa Origin 6.0
(Microcal Software Inc.).

Os protocolos experimentais foram previamente
aprovados por uma comissao institucional de ética.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os animais do grupo controle apresentaram um
padrdo tipico de densidade neuronial no bulbo olfatdrio,
sem heterotopia nem ectopia, mas os animais do grupo
tratado apresentaram uma diminui¢do significante na
quantidade de neurénios em relagéio aos animais do grupo
controle (Figura 1).
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Figura 1. Numero de células por campo. As diferencas entre o grupo controle (N=6) e o grupo experimental (N=12)

foram estatisticamente significantes (p<0,01).

A Figura 2 ilustra ndo somente essa diminui¢éo
na densidade, mas também diferengas na estruturagio

dos neurénios do bulbo olfatdrio dos ratos do grupo tratado
em relagéo ao grupo controle.

Biosci. J., Uberlandia, v. 22, n. 1, p. 99-105, Jan./April 2006

101



Estudo imunohistoquimico do bulbo olfatério de... AVERSI-FERREIRA, T. A. et al.

Figura 2. Diferengas morfoldgicas entre o bulbo olfatorio de ratos do grupo controle (A) e do grupo tratado (B).
Barra = 40 pm.
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Alteragdes celulares, moleculares e histologicas
no bulbo podem afetar a sensibilidade olfatoria do animal,
podendo comprometer sua propria sobrevivéncia
(FUJISAKI et al., 2004; MORI; NAGAO;
YOSHIHARA, 1999).

Alteragdes na geragdo, migracdo e concentragao
de neurdnios no cortex pré-frontal tém sido
freqiientemente descritas para a exposi¢do cronica
(BARRON; RILEY, 1992; CHEN; PARNELL; WEST,
1999; MORROW; KIEFER; METZLER, 1993;
SHETTY; BURROWS; PHILLIPS, 1993), mas
raramente para a exposi¢cdo aguda ao etanol durante a
vida intrauterina (FERREIRA et al., 2004).

O trabalho de Ferreira et al. (2004) evidenciou a
ocorréncia de despopulacdo neuronial, ectopia e
heterotopia no cortex pré-frontal de ratos expostos a
tratamento agudo com etanol no décimo-segundo dia de
vida intrauterina. Embora tenhamos também evidenciado
despopulacdo neuronial (Fig. 1, Fig. 2), nés néo
detectamos a ocorréncia de ectopia e de heterotopia no
bulbo olfatério. Essa diferenga pode ser justificada pelo
fato da acdo do etanol no bulbo olfatdrio ter ocorrido sobre
células ja geradas entre Ej e E (LOPEZ-
MASCARAQUE; CASTRO, 2004) e nio sobre células
em geracdo, como esta ocorrendo no cortex pré-frontal
em E , que ¢ a data de nascimento dos neurdnios do
cortex (TAKAHASHI, NOVAKOWSKI; CAVINESS
JUNIOR, 1996), mas néo dos neurénios do bulbo olfatorio
(LOPEZ-MASCARAQUE; CASTRO, 2004).

Os neur6nios do cortex iriam formar o inicio da
rede neuronial, com a geragdo de pistas moleculares e
ambiente proprio para que as futuras populagdes neuroniais
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pudessem se desenvolver, mas muitos desses primeiros
neurdnios sofreram apoptose prematura em decorréncia
da ac¢éio danosa do etanol (FERREIRA et al., 2004).

Em E , ja existia uma populagdo incipiente de
neuronios no bulbo olfatério, permitindo que os neuroénios
que chegassem pela rota de migracdo tangencial
encontrassem ambientes propicios para se desenvolver
(LOPEZ-MASCARAQUE; CASTRO, 2004). A acdo do
etanol exatamente em E , quando os dendritos das células
mitrais da primeira populagdo neuronial estavam se
formando, deve ter afetado a capacidade de fixagdo e
desenvolvimento das populagdes ulteriores de neurdnios,
determinando uma diminui¢ao na densidade neuronial em
P, quando os animais foram sacrificados. Como o bulbo
olfatério é uma das regides cerebrais que tém uma
neurogénese continua (BEDARD; PARENT, 2004), seria
interessante investigar os efeitos do etanol em E _ sobre
a populagéo neuronial do bulbo olfatério no animal adulto,
a fim de detectar se as alteragdes observadas em P sdo
posteriormente mantidas.

CONCLUSAO

A exposicdo aguda ao etanol de fémeas gravidas
de ratos Wistar no décimo-segundo dia de gravidez
produziu um decréscimo significativo da densidade
neuronial no bulbo olfatorio de suas ninhadas no oitavo
dia de vida pés-natal. Como os efeitos do etanol em ratos
sdo equivalentes aos efeitos em humanos (DUMAS;
RABES, 1994), ¢ importante alertar as mulheres gravidas
dos riscos que a exposicdo aguda ao etanol pode produzir
sobre a neurogénese do filho em gestagéo.

ABSTRACT: The effects of the chronic use of ethanol during pregnancy on the morphology and function of
the neural system are known in literature, but the effects of the acute use of ethanol at critical moments of pregnancy
still need to be clarified. The chronic prenatal exposure to ethanol have been associated to several anomalies in fetus
and new-born rats, as alterations in the neuronal density and heterotopy of neurons from the sub-ventricular zone of
the telencephalon, in the olfactory bulb. In this paper, we have studied the effects of the acute prenatal exposure to
ethanol (3 doses with 3 g/kg body weight) at the 12" day of intrauterine life (E,,) on the morphology of the olfactory
bulb at the 8" day of postnatal life (P,) in Wistar rats, when cells in the synthesis (S) phase were labeled in vivo with
bromodeoxyuridine and the rats were sacrificed. The olfactory bulbs presented a significant decrease in the neuronal
density, as also is observed in the fetal alcohol syndrome produced by the chronic exposure to ethanol during pregnancy.
These effects might justify problems in the olfactory sensibility of the newborn babies which mothers suffered acute

exposure to ethanol during their pregnancies.

UNITERMS: Olfactory bulb; Ethanol; Neuron; Fetal alcoholic syndrome; Acute toxicity.
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