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NEURONIOS NADH-DIAFORASE POSITIVOS
DO JEJUNO DE RATOS ADULTOS
(RATTUS NORVEGICUS) DESNUTRIDOS

Aspectos quantitativos

Sénia Trannin de Mello Zanin', Sonia Lucy Molinari?,
Débora de Mello Gongales Sant’Ana’, Marcilio Hubner de Miranda Neto’

RESUMO - Temos por objetivo contribuir com informagdes sobre os aspectos quantitativos dos neurdnios
mioentéricos NADH-diaforase positivos do jejuno de ratos submetidos a desnutricao protéica. Foram
utilizados 10 ratos (90 dias de idade), divididos em grupos: controle (n=5, +£278g) e desnutrido (n=5,
+280g). Nos 120 dias seguintes, os ratos do grupo controle receberam ragdo com teor protéico de 22%, os
do grupo desnutrido, 8%. Ao final deste periodo, os ratos do grupo controle pesaram +394,4g e os desnutrido
+273,59.0 jejuno foi submetido a técnica histoquimica da NADH-diaforase para evidenciacdo de células
nervosas em preparado de membranas. Foram contados os neurdnios presentes em 80 campos microscépicos
em ambos os grupos. Verificaram-se no controle =674,6 neuronios e no desnutrido =1326,8 neurdnios; A
dieta ndo alterou a organizagdo dos neurdnios entretanto, levou a um menor desenvolvimento corporal
nos animais desnutridos, contribuindo para que os neurdénios destes sofressem menor dispersao e
apresentassem maior densidade por mm?2.
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NADH-diaphorase positive neurons of the jejunum of disnurtured adult rats (Rattus norvegicus):
quantitative aspects

ABSTRACT - We aim at contributing with information on the quantitative aspects of the NADH-diaphorase
positive myenteric neurons of the jejunum of adult rats subjected to protein desnutrition. Ten rats aging 90
days were divided into two groups: control (n=5, £278 g) and disnurtured (n=>5, =280 g). In the following
120 days, the rats from the control group had chow with 22% protein level, and those from the disnurtured
group, with 8% protein level. After this period, the control rats weighted +394.4g and the disnurtured
+273.5g. The jejunum was subjected to the histochemical technique of the NADH-diaphorase to stain nerve
cells in whole-mounts. The neurons found in 80 microscopic fields of both groups were counted. In the
control +674.6 neurons were observed, and £1326.8 neurons were counted in the disnurtured group. The
low-protein diet did not alter the organization of the neurons, but led to a smaller body growth in the
disnurtured animals, preventing neuronal dispersal and leading to a greater density per mm?.

KEY WORDS: desnutrition, jejunum, myenteric neurons, rat.

O estado nutricional é determinado pelo supri-
mento de nutrientes e pela utilizacdo destes pelo
organismo. A desnutricdo esta relacionada com o
desequilibrio do estado nutricional e ocorre sob di-
versas formas, podendo ter conseqliéncias reversi-
veis ou irreversiveis'. Estudos especificos sobre os

efeitos da desnutricdo dos neuronios do plexo
mioentérico evidenciaram reducado de 27% no nu-
mero de neurénios no intestino delgado de ratos
cujas maes sofreram restricdo protéica durante as
duas ultimas semanas de gestacdo?. Em estudos re-
alizados com o jejuno de ratos desnutridos nos peri-

Departamento de Ciéncias Morfofisiol6gicas, Universidade Estadual de Maringa, Maringa PR, Brasil: 'Professor da Universidade Paranaence-
Umuarama, PR, Brasil; ?Professor da Universidade Estadual de Maringéa PR - Brasil.

Recebido 20 Julho 2002, recebido na forma final 19 Fevereiro 2003. Aceito 17 Margo 2003.

Dr. Marcilio Hubner de Miranda Neto - Departamento de Ciéncias Morfofisioldgicas, Universidade Estadual de Maringa - Avenida Colombo

5790/H79 - 87020-900 Maringa PR - Brasil.



Arq Neuropsiquiatr 2003;61(3-A) 651

odos de gestacao e lactacdo e submetidos a dieta
com teor protéico normal, no periodo de desmame,
nao foi verificada a reducao da populacdo de neu-
rénios3. Verificou-se também que em ratos renutridos
aos 21 dias de vida extra-uterina, cujas maes sofre-
ram restricdo protéica durante a gestacao, nao fo-
ram observadas, no intestino como um todo, dife-
rencas estatisticamente significativas com relacdo a
densidade neuronal, o que sugere que com a renu-
tricao foi possivel recuperar-se o nimero estimado
de neurdnios*. Efeitos da desnutricdo pré e pdés-na-
tal em ratos também demonstraram, no intestino
delgado, diminuicao do comprimento das vilosida-
des, 0 que sugere que poderia ter havido importan-
te mecanismo de adaptacdo em resposta a desnu-
tricdo. Tal adaptacao talvez represente uma condi-
¢ao em que o plexo mioentérico atue em um limite
necessario a manutencao da homeostase visceral®.

O sistema nervoso mioentérico exibe grande com-
plexidade anatdémica, bioquimica e funcional, abran-
gendo redes neurais intrinsecas formadas por neu-
rénios sensitivos, interneurénios e neurénios moto-
res. Essa complexa organizacao neural desempenha
importante funcdo na homeostase, por controlar a
tonicidade dos vasos sanguineos do tubo digestorio,
sua motilidade, o transporte de liquidos e a secre-
cao das células enddcrinas intrinsecas®.

Com o objetivo de colaborar com os conhecimen-
tos sobre os neurénios mioentéricos, o presente es-
tudo foi realizado com ratos adultos, com 210 dias
de idade, submetidos a dieta hipoprotéica (8%), para
verificar possiveis alteracoes quantitativas ocorridas
no plexo em funcado da dieta imposta através de
comparacao com os dados obtidos em animais de
grupo que recebeu dieta com teor protéico de 22%.

METODO

Este estudo foi realizado utilizando-se o jejuno de 10
animais de laboratério, Rattus norvegicus, da linhagem
Wistar, provenientes do Biotério Central da Universidade
Estadual de Maringd, divididos em dois grupos: controle
e desnutrido.

Os animais, a partir dos 90 dias (280g) de idade, fo-
ram mantidos em gaiolas individuais, com temperatura
constante e alternancia de ciclos claro-escuro de 12 ho-
ras. Os animais pertencentes ao grupo controle, nos 120
dias que se seguiram, continuaram recebendo, ad libitum,
racdo com teor protéico de 22%. Os animais do grupo
desnutrido receberam, durante 120 dias, ad libitum, ra-
¢do com teor protéico de 8%. Esta dieta foi obtida a partir
da ragdo NUVILAB (recomendada pelo National Research
Council & National Institute of Health — USA-teor protéico
de 22%), com uma mistura de amido de milho e suple-
mentacdo vitaminica e de sais minerais. A racdo foi sub-

metida a andlise dos niveis de proteinas pelo método de
Semimicro Kjedahl” e foi peletizada. Esta dieta hipopro-
téica foi formulada de acordo com o descrito na literatu-
ra®'". Os ratos foram sacrificados de acordo com as nor-
mas de conduta ética em experimentacdo animal* [*BRA-
SIL, Lei n°. 6.638, de 8 de maio de 1979. Normas para a
pratica didatico-cientifica da vivisseccdo de animais e deter-
minacdo de outras providéncias. Lex1979;43:416].

O jejuno foi retirado e submetido a técnica histoquimica
de evidenciacao de células nervosas, através da atividade
da enzima NADH-diaforase, utilizando-se como aceptor
artificial de elétrons o nitro blue tetrazélium (NBT)'2. Em
seguida, os segmentos foram microdissecados ao estereo-
microscopio com transiluminacdo, retirando-se a tunica
mucosa e a tela submucosa, desidratados, diafanizados e
distendidos entre lamina e laminula com resina sintética
Permount.

Para a quantificacdo dos neurdnios mioentéricos, fo-
ram contados 80 campos de microscédpio, com objetiva
de 40 X (13,28 mm?), sendo 40 campos da regido mesen-
térica e 40 da regido antimesentérica, nos dois grupos.

A média, o desvio padrao e o coeficiente de variagdo do
ndamero de neurdnios encontrados em cada grupo de ani-
mais foram calculados. O teste t de Student foi aplicado
para comparar as diferencas entre as médias obtidas entre
os dois grupos. O nivel de significancia utilizado foi 5%.

RESULTADOS

Os ratos do grupo controle, aos 90 dias, pesa-
ram em média 2789 e, aos 210 dias, 394,49g. Os ani-
mais do grupo desnutrido, aos 90 dias, pesaram em
média 2809 e, aos 210 dias, 273,59.

Nos dois grupos, em ambas as regides, os neuro-
nios NADH-diaforase positivos raramente apresenta-
ram-se isolados, predominando o agrupamento com
formacao de ganglios. Os ganglios eram, na maio-
ria, paralelos entre si e orientados transversalmente
em relacdo ao maior eixo do intestino.

Adensidade dos neurdnios era heterogénea, vari-
ando conforme o local da circunferéncia intestinal con-
siderada: préximo a insercdo do mesentério observou-
se maior densidade neuronal (Figs 1-A e B) em relacdo
a regiao antimesentérica (Figs 1-C e D).

Considerando os 80 campos de microscépio en-
controu-se, em média, no grupo controle, 674,6 neu-
rénios, enquanto no grupo desnutrido, 1326,8 ne-
uronios (Tabela 1). Aplicando o teste t de Student
verificaram-se diferencas significativas no numero de
neurdnios entre os dois grupos estudados (t = 5,9 ;
valor critico = 2,306 ).

DISCUSSAO

O desenvolvimento dos ratos dos 90 aos 210 dias
recebendo dieta com teor de proteinas de 22% pos-
sibilitou um ganho de peso de 41,9%, enquanto os
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Fig 1. Preparado de membrana do jejuno mostrando a morfologia e a disposicdo dos neurénios do plexo mioentérico. (a) regido

mesentérica (rato controle); (b) regido mesentérica (rato desnutrido); (c) regido antimesentérica (rato controle) e (d) regido antimesentérica

(rato desnutrido). NADH, 151x.

Tabela 1. Média do numero de neurdnios evidenciados no jejuno
de ratos dos grupos controle e desnutrido, em 13,28 mm?.

Ratos Grupo controle Grupo desnutrido
1 627 1218
2 553 1301
3 714 1645
4 606 1072
5 873 1398
X 674,6 1326,8
S 125,17 214,32
C.V. 18,55% 16,15%

t=5.9; cv. = 2.306.

ratos que receberam racdo com teor de proteinas
de 8% perderam 2,32% de seu peso corporal. Verifi-
cou-se que o peso corporal dos ratos desnutridos
foi 44,2% menor do que os do grupo controle. Da-
dos semelhantes foram constatados em outros expe-
rimentos em que os grupos de ratos desnutridos
apresentaram peso corporal inferior aos dos gru-
pos controles, na ordem de 35,1% '* e 37,9%'4.

Ao se realizar estudos quantitativos de neuronios
do plexo mioentérico, tem sido recomendada obser-
vancia das possiveis diferencas existentes entre os
diferentes segmentos do sistema digestério™ "7 ou,
até mesmo, diferencas regionais em um mesmo seg-
mento'*'>'8 Miranda-Neto et al.’> argumentam que,
guando utilizados grupos controle e experimental,

a inobservancia deste aspecto pode comprometer
os resultados da pesquisa. Propdem uma situagao
hipotética em que um grupo de animais recebeu um
tratamento que poderia alterar o nimero de neur6-
nios, mas nao o fez. Se o pesquisador durante a
obtencdo das amostras ou contagens privilegiasse,
no grupo controle, quantificacdes na regido mesen-
térica e, no grupo experimental, na regido antime-
sentérica, possivelmente concluiria errbneamente
que a condicao imposta levou a reducéo significante
no numero de neurénios. Para evitar este tipo de
erro, em todos os animais, foram quantificados os
neurdnios NADH-diaforase positivos, em igual nu-
mero de campos, das regides mesentérica e anti-
mesentérica, o que permite uma comparacdo mais
segura entre os dois grupos.

Os neurodnios variaram em seu formato e apresen-
taram nucleo esférico, geralmente excéntrico, confor-
me verificado na literatura para neurénios mioentéri-
cos do jejuno, bem como de outros segmentos intes-
tinais e em diferentes espécies de animais'>>17-20, A
descricdo do nucleo excéntrico, verificada pelos diver-
sos autores, constitui achado normal para a posicao
do nucleo no corpo do neurénio mioentérico, que ndo
deve ser confundido com sinais de degeneracao
neuronal, conforme é constatado para os nucleos dos
neuronios do sistema nervoso central que se encon-
tram em processo degenerativo?'.

Embora tenha ocorrido perda de peso corporal,
nao se observaram alteragdes na organizacao dos
neurdnios mioentéricos. Nos dois grupos os neuro6-
nios formavam ganglios na regido mesentérica e anti-
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mesentérica, semelhantes aos observados por Zanin
et al.” no jejuno de ratos (Rattus norvegicus) com
210 dias de idade, bem como as descri¢oes feitas
para outros segmentos do intestino de ratos que
foram submetidos a dieta hipoprotéica®'3, confir-
mando que a imposicao de restri¢coes protéicas para
o teor de 8% em ratos adultos jovens, até os 210
dias, nao provoca alteracdes morfoldgicas signifi-
cantes na disposicdo dos neurdnios miotenéricos
NADH-diaforase positivos.

A densidade de neurdnios nos animais desnutri-
dos foi 96,7% maior que nos animais do grupo con-
trole. Entretanto, ndo podemos interpretar este dado
como um aumento da populagdo neuronal total, pois
se considerarmos que o surgimento de novos neu-
rénios na vida adulta é um processo pouco expressi-
VO e que, carece de fatores de estimulacdo e que,
por outro lado, a desnutricdo atua levando a redu-
¢ao do numero de neurdnios, quer seja no sistema
nervoso central ou no sistema nervoso entérico?'3,
podemos atribuir esta diferenca a menor dispersao
dos neurénios nos animais desnutridos, uma vez que,
estes cresceram menos e, consequentemente, seus
neurdnios sofreram menor dispersao, o que também
foi constatado em outros experimentos realizados
com ratos desnutridos® 31422,

CONCLUSAO

A dieta hipoprotéica nao alterou a organizacao
dos neurdnios mioentéricos NADH-diaforase positi-
vos. Entretanto, levou a menor desenvolvimento
corporal nos animais desnutridos, contribuindo para
gue os neurdnios destes sofressem menor dispersao
e apresentassem maior densidade por mm?2.
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