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RESUMO. Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos das caréncias protéica e
vitaminica sobre os neurénios do plexo mioentérico do duodeno de ratos. 24 animais, aos
90 dias de idade, foram divididos em dois grupos: controle (n=12) e experimental (n=12).
Durante 120 dias, o grupo controle recebeu ragio com teor protéico de 22%, vitaminas e
minerais; o grupo experimental, 8%, sem suplementacio de vitaminas. Apds periodo
experimental, coletou-se o sangue dos animais ¢ retirou-se o duodeno para anilise
ultraestrutural e morfoquantitativa (NADH-d; NADPH-d). O grupo experimental
apresentou proteinas totais ¢ albumina plasmdtica reduzidas e peso inferior aos do grupo
controle. A densidade (NADPH-d) foi maior e significante para o grupo experimental; na
técnica da NADH-d, o perfil neuronal diferiu entre os grupos. Os aspectos ultraestruturais
mostraram-se semelhantes entre os grupos. Os resultados permitem concluir que a dieta
imposta promoveu um quadro moderado de desnutri¢io, nio provocando alteragdes
quantitativas, porém levou a alteragdes no perfil neuronal.
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ABSTRACT. Morphoquantitative study of the duodenum myenteric plexus from
rats subjected to lack of proteic and complex B vitamins. This study aims to evaluate
the effects of protein and vitamin deficiency on the neurons of the duodenum myenteric
plexus of rats. 24 90-day old animals were divided in two groups: control (n=12) and
experimental (n=12). During 120 days, the control group received chow with 22% protein
level, vitamins and minerals; the experimental group was fed with 8%-protein chow,
without vitamin supplementation. After the experimental period, the animals’ blood was
collected and the duodenum was removed for ultrastructural and morphoquantitative
analyses (NADH-d; NADPH-d). The experimental group had reduced total protein,
plasma albumin and body weight lower than the control group. The density (NADPH-d)
was higher and significant for the experimental group; with the NADH-d technique the
neuronal profile differed between the groups. The ultrastructural aspects were similar in
both groups. The results allow the conclusion that the diet caused a moderate deficiency,
not leading to quantitative alterations, but changed the neuronal profile.

Key words: protein and vitamin deficiency; duodenum; adult rats; ultrastructural.

Introdugao

A deficiéncia nutricional cria condigdes em que
as células perdem sua capacidade de absorgio,
geragio de energia, bem como de mediar o
transporte de pequenas moléculas e sintetizar
macromoléculas  (Serapiio, 1985), sendo dificil
estabelecer uma definicio de desnutri¢io (ou md
nutri¢do) em virtude da ampla variacio do quadro

clinico (Marcondes, 1976). Embora se apresente sob
diversas formas, como a obesidade resultante do
consumo excessivo de calorias, ou as avitaminoses,
devido a uma dieta inadequada ou problemas de
absor¢io, o desvio predominante é a desnutri¢io
protéico-caldrica (Xavier, 1999).

Estudos especificos sobre os efeitos da
desnutri¢io protéica pré e pds-natal e da renutri¢io
pds-natal no plexo mioentérico do intestino delgado
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de ratos evidenciaram uma diminui¢gio do niimero
total de neurénios ganglionares nos animais
desnutridos ¢ uma maior concentra¢io de fibras
coligenas do tipo III na cdpsula ganglionar. Ao
empreender a renutri¢io, notou-se um aumento das
fibras coldgenas do tipo I, com predominio nos
animais do grupo controle (nutrido) (Gomes, 1999).

Em estudos realizados no jejuno de ratos
desnutridos no periodo de gestagio e lactagio ¢
renutridos no periodo de desmame, nio foi
verificada reducio no ndmero de neurdnios
mioentéricos por drea do jejuno, todavia, foram
determinados mecanismos que promoveram, nos
animais renutridos, acimulo de material protéico no
citoplasma dos neurdnios, o que os tornam maiores
e fortemente basofilicos (Miranda-Neto ef al., 1999).

Dieta com teor protéico de 8% associada 2
redugio de vitaminas do complexo B, em ratos
adultos, resultou em menor ganho de peso corporal,
actimulo de gordura corporal, redugio de proteina
total e albumina, redugio da drea do colo ascendente
e menor densidade de neurénios NADPH-d e
NADH-d positivos nos animais do grupo
desnutrido (Sant'Ana et al., 2001).

No estdmago aglandular de ratos adultos, a
desnutri¢io protéica (8%) levou 2 redugio do érgio,
promovendo menor dispersio entre os neurdnios
mioentéricos NADH-diaforase positivos (Molinari
et al., 2002).

Os efeitos de uma desnutri¢io severa pré e pés-
natal no plexo mioentérico do intestino grosso de
ratos evidenciaram redug¢io do peso corpdreo dos
animais desnutridos, diminui¢io da drea do corpo
celular e alteragbes nos componentes fibroso e
elastico dos ginglios. Muito embora a desnutrigio
tenha sido severa, os autores nio observaram
diminuicio no ntmero total de neurdnios
(Castelucci et al., 2002). No intestino delgado de
ratos submetidos a uma desnutri¢io protéica pré e
pés-natal também foi observada diminui¢gio no
tamanho do corpo celular dos neurénios (Brandio et
al., 2003).

Utilizando-se  de  técnicas  semelhantes 2
empregada nesta pesquisa, mas no colo descendente
de ratos, observou-se diminui¢io no peso corporal e
na drea do colo dos animais do grupo experimental.
Em relagio 2 densidade neuronal, nas técnicas de
NADH-d e NADPH-d os autores observaram que a
mesma foi maior para o grupo desnutrido (Aratjo et
al., 2003).

Em busca de maiores informagdes sobre os
neurdnios mioentéricos de ratos, o objetivo deste
trabalho foi avaliar, no duodeno de ratos adultos, as
repercussoes morfoldgicas e quantitativas da ingestao
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de uma dieta rica em amido, mas com caréncia de
proteinas e vitaminas do complexo B, sobre esses
neuronios.

Material e métodos

Utilizaram-se os duodenos de 24 ratos adultos
Wistar (Rattus norvegicus), machos, com 90 dias de
idade, mantidos e mortos de acordo com as normas
de conduta ética em experimentagio animal (Brasil,
1979). Os animais foram divididos em dois grupos:
controle (C; n=12; £ 297,97g) ¢ experimental (E;
n=12; £ 285,91g) e mantidos em gaiolas individuais
com grade no fundo para evitar coprofagia, em
ambiente com temperatura constante e ciclos de
claro-escuro de 12 horas.

Os animais do grupo C receberam, sem
restricdes, durante 120 dias, dgua e racio
manufaturada industrialmente com teor protéico de
22%, vitaminas ¢ minerais.

A dieta do grupo E, com teor protéico de 8%,
fornecida sem restri¢oes durante 120 dias, foi obtida
reduzindo-se o nivel protéico da  racio
industrializada por meio da adigio de amido, sem a
suplementagio de vitaminas. Essa forma de
preparagio da racio baseou-se em modelos descritos
na literatura (Sant'Ana et al, 2001, Aratjo et al,
2003).

Ap6s esse perfodo, os animais foram anestesiados
com Hypnol (3%) intraperitonial e coletou-se
aleatoriamente, diretamente do ventriculo esquerdo,
o sangue de 5 animais de cada grupo. A partir de
método enzimitico automatizado com sangue
heparinizado, realizou-se a dosagem de proteinas
totais ¢ albumina plasmitica no sangue dos 5 animais
de cada grupo. Apds, realizou-se laparotomia para a
remoc¢io do duodeno (desde o piloro até a flexura
duodeno-jejunal); na seqiiéncia, os mesmos tiveram
suas dreas decalcadas em folha de papel sobre um
negatoscépio e, posteriormente, a area total de cada
duodeno foi determinada com o auxilio de um
planimetro.

O material coletado foi submetido as técnicas
histoquimicas da NADH-d (n=12) (Gabella, 1971,
1987) e NADPH-d (n=6) (Santer, 1994),
utilizando-se como aceptor artificial de elétrons o
nitro blue tetrazélium (NBT). Os duodenos foram
abertos pela margem mesentérica para dissecgio da
tdnica mucosa ¢ tela submucosa; apds, os preparados
totais de membrana foram montados entre 1dmina e
laminula com resina sintética.

Para a avaliagio dos aspectos ultraestruturais,
retirou-se do duodeno de cada animal (n=6) um
segmento de 0,5cm, que foi imediatamente
submetido a técnica de microscopia eletrénica de
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transmissdo (Reynolds, 1963). Posteriormente, o
material foi examinado e fotografado em
microscépio eletrénico de transmissio.

Para determinar o ndmero total estimado de
neurdnios, utilizou-se  microscépio  binocular
(objetiva de 40X) e contou-se, na técnica na
NADH-d, 40 campos aleatérios em cada duodeno
dos animais de cada grupo; na técnica da NADPH-
d, contou-se 50 campos aleatérios em cada duodeno
dos animais de cada grupo. A drea do perfil neuronal
foi determinada em 50 neurdnios de cada animal, de
cada grupo, corado pela técnica da NADH-d; na
técnica da NADPH-d, determinou-se a drea de 100
neurdnios para cada animal de cada grupo. Para a
obtencio das dreas neuronais, utilizou-se um
equipamento de aquisigao de imagem
computadorizado. Os mesmos foram classificados
tendo como base o tamanho do corpo celular
neuronal em pequenos, médios e grandes (Barbosa,
1973; Cook e Burnstock, 1976; Miranda-Neto et al.,
2000).

Utilizou-se o teste t de Student para parimetros
sangiiineos, drea do duodeno, densidade neuronal,
drea do corpo celular e nimero estimado total de
neurdnios; a varidvel peso foi submetida 3 anilise de
variincia com dois fatores: grupo ¢ tempo. O perfil
celular dos neurdnios nos grupos C e E foi
comparado por meio do teste Kolmogorov-Smirnov.
Todos os testes foram realizados com nivel de
significincia de 5%.

Resultados

Os animais do grupo controle (C), aos 90 dias,
pesaram em média 297,97g e, aos 210 dias, 440,48g.
Os do grupo experimental (E), aos 90 dias, 285,91¢g
e, aos 210 dias, 397,83¢g. A diferenca entre as médias
dos pesos finais dos animais dos dois grupos foi
estatisticamente significante (p<0,05).

Com relagio ao comprimento e 4rea do
duodeno, encontrou-se diferenga estatisticamente
significante no comprimento (p=0,025), contudo a
area nio apresentou diferenga estatistica significante
(p = 0,104).

Mediante a dosagem bioquimica no sangue dos
animais C e E, verificou-se que houve reducio
significante no valor médio de proteinas totais e de
albumina sérica nos animais do grupo E (Tabela 1).

253

Tabela 1. Média e desvio padrio dos valores sangiiineos de
proteina total e albumina no plasma de ratos com 210 dias de
idade dos grupos C e E.

Grupo Proteina total' (g/dL) Albumina (g/dL)
Grupo C 6,46 £ 0,11 3,7£04
Grupo E 5,8+0,07° 2,5+0,53™
Valor de 6,3-8,6 33-49

Referéncia’

'Dosagens realizadas a partir do Método Enzimitico Automatizado.

n = 5 animais em cada grupo.

Valores seguidos por asterisco (*) diferem estatisticamente (p = 0,025 p = 0,03).
*Fonte: Hillyer & Quesenberry, 1997.

Em ambos os grupos, os neurdnios NADH-d
apresentaram-se com  diferentes tamanhos e
formatos e com citoplasma bem evidenciado ou
pouco reativo (Figura 1). A densidade (E=8.514.03
+ 1.6623; C=9.183.67 + 1.231.9) e ntimero
estimado total de neurdnios (E=86.843 + 10.358;
C=126.122 + 24.390) nio diferiram entre os grupos;
o perfil neuronal, em ambos os grupos, variou entre
70 a 510um?, sendo que a média para o grupo C foi
de 264,8 + 84,1um?, enquanto os animais do grupo
E, uma média de 284,7 + 87,8um? O teste de
Kolmogorov-Smirnov detectou diferenga
significante entre os grupos (p=0,021).

Figura 1. Ginglios do plexo mioentérico do duodeno de ratos
dos grupos Controle (a, b) e Experimental (c, d) nos quais se
observa, em ambos os grupos, neurdnios com diferentes
tamanhos e formatos, com citoplasma bem evidenciado (setas
maiores) ou pouco reativo (setas menores). Notar a presenga de
espacos (*), ocupados por células nio reativas ao método.
(NADH. a - d- 345X)
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Na técnica da NADPH-d, as malhas tercidrias
do plexo mostraram-se pouco marcadas no grupo E
(Figura 2), a densidade foi significante entre os
grupos (E=7.843,5 £ 741,9; C=6.234,7 £ 495,8;
p=0,035), todavia, o niimero estimado total de
neurdnios (E=80.004 £ 9.542; E=85.623 £ 16.558)
nio diferiu. O perfil neuronal, em ambos os
grupos, variou entre 200 a 1600pum?, sendo que a
média para o grupo C foi de 5132 + 363,1um?,
enquanto os animais do grupo E, uma média de
487,6 + 264,4um*>. O teste de Kolmogorov-
Smirnov nio detectou diferenga significante entre
0S grupos.

— S - Skl {

Figura 2. Plexo mioentérico do duodeno de rato evidenciado pela
técnica da NADPH. a- Vista geral do plexo, na qual se observam
as malhas (seta) e os ginglios (*) na intersec¢io das mesmas. b-
Plexo de animal do grupo C no qual se notam as malhas
secunddria (seta maior) e terciirias (setas menores), estas
apresentando varicosidades em sua extensio. c- Plexo de animal
do grupo E com as malhas tercidrias pouco evidentes. d, e -
Ginglios do plexo de animais respectivamente dos grupos C ¢ E
apresentando espagos ocupados por neurdnios nio-reativos 2
técnica NADPH em seu interior (*). Notar as diferencas na
intensidade de marcagio dos neurdnios (setas) entre os grupos C
¢ E. (a- 56X; b, c- 135X d, e- 275X).

—

Os aspectos ultraestruturais dos neur6énios nio
foram diferentes entre os grupos e estio descritos
nas Figura 3.
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Figura 3. a. Neurdnio do plexo mioentérico do duodeno de
animal do grupo C, no qual se verifica o nticleo com cromatina
nuclear de aspecto homogéneo (*) e membrana nuclear
preservada. Observar a grande quantidade de mitocondrias no
interior do citoplasma (setas); b. Neurdnio do plexo mioentérico
do duodeno de animal do grupo E, evidenciando-se a cromatina
nuclear (*) formando condensagdes préximo 2 membrana nuclear
(seta menor). Notar, como nos animais do grupo C, um grande
ntmero de mitocdndrias com caracteristicas normais no
citoplasma dessas células (seta maior); c- Zonas fibrilar (*) e
granular (**) dos nucléolos de animais do grupo E, com
caracteristicas normais; d- reticulo endoplasmaitico rugoso com
membranas de aspecto normal e ribossomas (setas) presente nos
neurdnios ganglionares dos animais do grupo E; e, f- ginglios de
animais do grupo C e E, respectivamente, nos quais se verifica a
cipsula ganglionar formada por fibrilas coligenas (**) e
terminagdes nervosas com vesiculas granulares pequenas (setas
menores) ¢ grandes (setas maiores). Observar a presenga, na
capsula, de células semelhantes a fibroblastos (*). (a, b- 12.000x;
¢~ 80.000x; d- 60.000x; e, f~ 50.000x).

Discussao

Os animais do grupo controle, recebendo dieta
com teor de 22% de proteina, vitaminas e minerais,
tiveram um ganho de peso de 47,8%, enquanto os do
grupo experimental, que receberam dieta com teor
de 8% de proteina e sem a suplementagio de
vitaminas do complexo B, tiveram um ganho de
39,1% o que sugere que o excesso de amido presente
na dieta nio foi suficiente para permitir o

desenvolvimento normal dos animais. Dados
semelhantes foram  constatados em  outros
experimentos, em que os grupos de ratos

desnutridos apresentaram peso corporal inferior aos
dos grupos controle, na ordem de 37,9% (Fiorini et
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al, 1999), 351% (Sant'Ana et al, 1997), 35%
(Brandio et al., 2003), 14,8% (Aratjo et al., 2003).

Ao comparar-se o ndmero estimado total de
neurdnios NADH-d e NADPH-d entre os grupos,
nio se encontraram diferengas estatisticamente
significantes, evidenciando que apesar de a adi¢io de
amido 2 dieta ter diminuido a concentragio de
vitaminas do complexo B ¢ proteinas, essas
substincias  devem  ter  permanecido  em
concentragbes suficientes a fim de proporcionar
condigdes estiveis de funcionamento para essas sub-
populagcbes  de  neurdnios. Os  aspectos
ultraestruturais confirmam esses dados, pois o
ntcleo e o citoplasma dos animais dos grupos C e E
mostraram-se semelhantes.

Os achados deste trabalho, no que diz respeito
a0s aspectos ultraestruturais, sio corroborados pelos
encontrados por Natali ef al., 2000 ao avaliarem as
caracterfsticas  ultraestruturais  dos  ginglios
mioentérico do duodeno de ratos adultos. Estes
autores observaram que os neurdnios apresentam
nicleo grande e oval, nucleoplasma e cromatina
homogeneamente distribuida, nucléolo
proeminente, ribossomos e polirribossomos livres, e
reticulo  endoplasmitico bem desenvolvido ¢
mitocdndrias de tamanho variados e dispersas por
todo o citoplasma.

Em relagio aos achados sobre a populagio de
neurénios NADH-d positivos, dados semelhantes
foram evidenciados no estémago aglandular de ratos
da mesma espécie e idade.

Entretanto, em outros experimentos, foram
encontradas redugdes significantes no ndmero de
neurdénios mioentéricos de ratos do grupo
experimental (Torrejais et al, 1995; Meilus et al.,
1998; Gomes, 1999; Brandio et al., 2003;), o que leva
a depreender que a diferenga pode estar relacionada
ao tipo de desnutri¢io empregado pelos diferentes
autores e também ao periodo de vida do animal que
foi submetido ao processo de desnutricio.

Em virtude da grande variabilidade no tamanho
dos neurdnios presentes na parede do trato
digestério, os mesmos foram classificados, tendo
como base o tamanho do corpo celular neuronal em
pequenos, médios e grandes (Barbosa, 1973; Cook e
Burnstock, 1976; Miranda-Neto et al., 2000). No
presente experimento, verificou-se um predominio,
em ambas as técnicas, de neurdnios médios e
grandes. No entanto, a relagio entre o predominio
de uma populagio neuronal, o tamanho do corpo
celular e o periodo do desenvolvimento do animal
no plexo mioentérico de ratos adultos e recém-
nascidos foram analisados e concluiu-se que a
populagio  predominante nos  animais-recém
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nascidos é a de neurdnios pequenos, enquanto em
animais adultos, embora os neurdnios pequenos
estivessem  presentes, 0s neurdnios maiores
constituiram o principal componente da populagio
ganglionar (Gabella, 1971), dados que explicam os
encontrados no presente trabalho.

Ao comparar-se o perfil celular, verificou-se que
na técnica da NADH-d os neurdnios apresentaram-
se com um perfil celular maior ¢ estatisticamente
significante nos animais do grupo E, o que pode ser
sugestivo de que tenha ocorrido um possivel
mecanismo adaptativo nessa subpopulagio de
neurdénios, haja vista que, em condi¢des de
desnutricio, o plexo mioentérico atua em seu limite
minimo necessirio para a homeostase visceral,
levando os neurdnios com menor atividade
metabdlica a tornarem-se ativos para suprir a falta
daqueles perdidos, aumentando seus processos
bioquimicos em uma agio adaptativa (Castelucci et

al., 2002).

Conclusao

Com base na metodologia empregada e face aos
resultados obtidos, pode-se afirmar que a dieta
utilizada promoveu um quadro moderado de
desnutricio que nio foi suficiente para provocar
alteragbes quantitativas significantes, porém houve
aumento do perfil do corpo celular nos neurdnios
mioentéricos NADH-d positivos dos animais do
grupo E.
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