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IDADES

RESUMO: O sistema nervoso entérico é uma divisao do sistema nervoso
autonomo, constituidos pelos plexos ganglionados mioentérico e submu-
coso. Ele atua regulando as fun¢ées do trato gastrointestinal e, a par-
tir da idade adulta, sofre um processo continuo de neurodegeneracio.
O envelhecimento envolve mudancas em certos aspectos da estrutura e
das func¢oes gastrointestinais, resultando em uma reducdo na freqiéncia
e amplitude dos movimentos peristalticos, assim como complicacoes na
digestdao e absor¢do de nutrientes. Portanto nos propusemos a estudar a
densidade dos neurénios NADH- diaforase positivos, do plexo neuronal
de jejuno, em ratos de diferentes idades (21, 60, 90, 210dias), empregando-
se 0 método histoquimico NADH-diaforase, em preparados de membrana
do jejuno em ratos Wistar. Por meio da morfometria da subpopulagdo
de neurénios nitrérgicos do jejuno de ratos envelhecidos, positivos para
a técnica NADH-diaforase, os resultados desse estudo demonstram que
ocorre um aumento natural da drea dos neurénios nas primeiras semanas
de vida. A partir da idade adulta, o tamanho médio da drea dos neurdnios
sofre uma diminui¢io, associada ao inicio da perda neuronal, e permanece
sem alterac6es significativas durante o restante da vida do animal.

PALAVRAS-CHAVE: Ratos Wistar; Neurdnios Mioentéricos; Jejuno; Mor-

fometria; Envelhecimento.

MORPHOMETRIC ANALYSIS OF NADH-
DIAPHORASE POSITIVE NEURONS OF
THE JEJUNUM OF WISTAR RATS AT
DIFFERENT AGES

ABSTRACT: The enteric nervous system is a division of the independent
nervous system, consisting of the ganglionated myenteric and submucous
plexuses. It acts by regulating the functions of the gastrointestinal tract,
and from adulthood, suffers a continual process of neurodegeneration.
Aging involves changes in certain aspects of gastrointestinal structure and
function, resulting in a reduction in the peristalsis frequency and ampli-
tude, as well as complications in nutrients digestion and absorption. So
it was decided to study the NADH density -diaphorase positive neuronal
plexus of jejunum in rats of different ages (21, 60, 90, 210 days), using the
NADH-diaphorase histochemical method in membrane preparations of
jejunum in rats Wistar. By morphometry nitrergic neurons subpopulation
of the old mice jejunum, positive for NADH-diaphorase technique, the
results of this study demonstrate that there is a natural increase in the
area of neurons in the first weeks of life. Upon adulthood, the mean area
of neurons is diminished, associated with the onset of neuronal loss and
remains without significant changes during the rest of the animal’s life.
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Aging.

INTRODUCAO

O sistema nervoso entérico (SNE) é uma divisio do
sistema nervoso autébnomo, constituido pelos plexos gan-
glionados mioentérico e submucoso. Embora o SNE comu-
nique-se por uma grande extensdo com o sistema nervoso
central, ele é capaz de funcionar autonomamente. Esta re-
lativa independéncia permite ao SNE o controle de fungoes
complexas do trato gastrointestinal, atuando na regulacio
da absorcdo, secrecio e motilidade (WADE; COWEN,
2004).

O plexo mioentérico é uma complexa rede de neurdnios
e seus processos dendriticos e axonais, localizado entre as
camadas longitudinal e circular do musculo liso na parede
do trato gastrointestinal. E de natureza parassimpdtica e
¢ constituido por fibras e neurdnios (ganglios intramurais)
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). Os ganglios possuem
importante papel no controle da motilidade produzindo os
movimentos peristélticos, os quais tém a tarefa de impulsio-
nar o conteido existente na luz do intestino coordenando
as contragoes e relaxamento dos musculos circulares e lon-
gitudinais além de controlarem a agdo das glandulas intes-
tinais (COOKE, 1986).

O envelhecimento é um processo vital nos seres vivos
em que ocorre uma série de alteracoes, levando a regressao
de praticamente todo o sistema organico (RIBAS, 1968).
Como conseqiiéncia, ocorre uma queda gradativa do ren-
dimento corporal, afetando os sentidos, a capacidade de
movimentagio, a reacdo emocional e intelectual.

O acumulo de perdas celulares, ou seja, havendo mais
morte celular do que proliferagio é caracteristica dos teci-
dos em envelhecimento, ocorrendo em idades mais avanca-
das ou em doencgas degenerativas (RIBAS, 1968). No caso
do tecido nervoso a perda celular é bastante significativa
comparada aos outros tecidos, pois suas células ndo sio ca-
pazes de se multiplicar.

O envelhecimento envolve mudancas em certos aspec-
tos da estrutura e das funcoes gastrointestinais. H4 uma
reducdo na frequéncia e amplitude dos movimentos peris-
talticos, assim como complica¢des na digestao e absorcdo de
nutrientes JOHNSON et al., 1998). Altera¢ées na funcio
neuromuscular gastrointestinal estdo relacionadas a inci-
déncia de problemas gastrointestinais, tais como disfagia,
desordens no refluxo gastro-esofdgico, dores abdominais,
diarréia, constipacdo e incontinéncia fecal (WADE; CO-
WEN, 2004).

No processo de envelhecimento hd uma redugdo exces-
siva das células nervosas. Ocorre um decréscimo de mais
ou menos 40% dos neurdnios intramurais em ratos com 24
meses de idade (SANTER; BAKER, 1988), que é acompa-
nhado pelo aparente crescimento dos componentes fibrosos
que fazem parte do plexo (GOMES; SOUZA; LIBERTI,
1997).

Estas variacées relacionadas ao envelhecimento j4 fo-

ram observadas em vdrias espécies, incluindo humanos
(MECIANO-FILHO; CARVALHO; DE SOUZA, 1995;
GOMES; SOUZA; LIBERTI, 1997), ratos, cobaias e ca-
mundongos (SANTER; BAKER, 1988; GABELLA, 1989;
SANTER, 1994; JOHNSON et al., 1998; WADE, 2002;
PHILLIPS; POWLEY, 2001).

Santer e Baker (1988) estudaram os efeitos da idade so-
bre os neurdnios do plexo mioentérico em intestino del-
gado de ratos, verificando que em animais idosos ocorreu
perda neuronal de 40% no jejuno, 43% no ileo, 64% no
colo e 42% no reto, acompanhada de um aumento da area
dos neurdnios, quando comparado a ratos jovens. Os auto-
res ressaltam que a perda afetaria toda populagiao neuronal,
sendo acompanhada de uma concomitante reorganizagdo
dos elementos ganglionares restantes e um aumento na sua
eficiéncia.

Consideracoes semelhantes foram observadas por Ga-
bella (1989) no tubo digestorio. Durante o envelhecimen-
to, o tubo digestério das cobaias sofreu um aumento de
comprimento e diminui¢do de 50% na densidade neuronal
intestinal, também acompanhada por mudangas estruturais
e reorganizagdo dos neurdnios.

A relacdo entre o predominio de uma popula¢do neuro-
nal, o tamanho do corpo celular e o periodo do desenvolvi-
mento do animal foi analisada por Gabella (1971), no ple-
xo mioentérico de ratos adultos e recém-nascidos. O autor
concluiu que durante o crescimento existe um aumento no
tamanho neuronal, e que a populacdo predominante nos
animais recém-nascidos é a de neurdnios pequenos. Con-
tudo em animais adultos, embora os neurdénios pequenos
estivessem presentes, 0os neurdénios maiores constituiam o
principal componente da popula¢do ganglionar.

Varios métodos tém sido utilizados para estimar o
nimero de neurdnios entéricos. Estes incluem coloragdo
nio-histoquimica (azul de toluidina, azul de metileno, azul
cuprolinico e corante de Giemsa), coloragdo pela prata, téc-
nicas histoquimicas (NADH-diaforase, NADPH-diaforase,
acetilcolinesterase), técnicas imunohistoquimicas, como
Miosina V (BUTTOW et al., 2006), (VIP, PGP 9.5, Subst.
P, neurotensina, neuropeptideo Y, etc.) (BOR-SENG-SHU
et al., 1994; LIBERTI et al., 1994; NATALI; MIRANDA-
NETO, 1996; SCHAFER; HANSGEN; MESTRES, 1999;
NATALIL MIRANDA-NETO; ORSI, 2003).

A técnica histoquimica NADH-diaforase ¢ utilizada
para evidenciar a subpopulacio de neurénios nitrérgicos,
que juntamente com os neurdnios colinérgicos, constituem
a populacdo miontérica. Neurdnios nitrérgicos sio aque-
les que utilizam NO sintetizado pela enzima 6xido nitrico
sintetase, que por sua vez requer nicotinamida adenina di-
nucleotideo (NADH) para sua atividade (PHILLIPS; KIE-
FFER; POWLEY, 2003).

O objetivo deste trabalho foi analisar a morfometria
dos neurdnios mioentéricos do jejuno de ratos Wistar, com
idades de 21, 60, 90, 210 dias, empregando-se os métodos
de microscopia de luz em preparados de membrana obti-
dos pela dissecagdo das tunicas intestinais do jejuno, com
exposicido do plexo mioentérico. A evidenciagdo neuronal
foi feita pela andlise da subpopulagdo neuronal nitrérgica
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através da técnica histoquimica NADH-diaforase.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 OBTENCAO DOS GRUPOS

Foram utilizados segmentos do jejuno de 20 ratos ma-
chos Wistar (Rattus norvegicus), provenientes do Biotério
Central da Universidade Estadual de Maringa e mantidos
com temperatura constante de 22+2 °C e alternancia de
ciclos de iluminacdo de claro e escuro de 12 horas, durante
o periodo de vida correspondente, sendo mortos com as
idades de 21, 60, 90, 210 dias. Com excecdo do grupo de 21
dias (desmame), os animais receberam ra¢do padronizada
para roedores NUVILAB-NUVITAL® (recomendada pelo
National Research Council & National Health Institute -
USA), com teor protéico de 22 %, e dgua “ad libitum”.

Ao sacrificio, cinco animais de cada faixa etdria foram
pesados e apds inalacdo de éter etilico, foram submetidos a
laparotomia. O segmento jejuno de cada animal foi retira-
do, e preparado para a realizacdo da técnica histoquimica
do NADH-diaforase.

Todos os procedimentos deste estudo estdo de acordo
com principios éticos adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacio Animal (COBEA) e foram submetidos a
andlise do Comité de Etica em Experimentacio Animal da

Universidade Estadual de Maringa. (Protocolo 024/2004).

2.2.1 Evidenciacdo Neuronal - Método Histoquimico Do
NADH-Diaforase (GABELLA, 1969)

Os segmentos intestinais (jejuno) foram lavados e dis-
tendidos por injecdo de solucio de Krebs, pH 7.3, com uma
agulha introduzida em sua extremidade proximal, seguida
de ligadura de suas extremidades com linha fina. Os seg-
mentos foram imersos em solucdo de Krebs, pH 7.3, du-
rante 10 a 20 minutos para manter as condigoes celulares.
Em seguida foram imersos em solucdo triton X100 (0,3%)
em solucdo de Krebs durante 10 minutos. Apds este proce-
dimento os segmentos intestinais foram submetidos a trés
lavagens em solucdo de Krebs, trés minutos cada. A seguir
foram incubados durante aproximadamente 45 minutos em
solucdo contendo Nitro Blue Tetrazolium (NBT), tampio
fosfato de sédio, R-nicotinamida adenina dinucleotideo
(forma reduzida) e dgua destilada. Transcorrido o tempo
de incubacio, interrompe-se a reacdo utilizando-se formol
a 10% tamponado.

Apos fixacdo, os segmentos intestinais foram abertos e
dissecados em microscépio estereoscopico, visando a retira-
da das tunicas mucosa e submucosa. A seguir foi realizada a
desidratacio das membranas, em trés dlcoois absoluto por
3 a 5 minutos a cada passagem, diafanizacdo em trés xil6is
consecutivos, permanecendo 5 minutos a cada passagem,
e posteriormente foi feita a montagem das l4minas com os
segmento jejunais, entre lamina e laminula com resina sin-
tética Permount” (Fisher Chemical, New Jersey, USA).

2.2 ANALISE DO PERFIL NEURONAL

Para o estudo da area dos neurdnios nos diferentes gru-
pos, foram capturadas imagens dos ganglios da regido in-
termedidria para realizar as medidas. Considerou-se como
regido intermedidria as partes da circunferéncia intestinal
localizadas entre 60° e 120°, e entre 240° e 300° em relagdo
a insercao do mesentério (Figura 1) (MIRANDA-NETO et
al., 2001).

As imagens foram capturadas com o auxilio do progra-
ma de anilise de imagem Image-Pro” Plus 4.5 (Media Cy-
bernetics, Inc.). Foram medidas as dreas de 100 neurdénios
de cada animal, num total de 500 neurénios, utilizando-se
0 mesmo programa. A 4rea serd expressa em micrometros
quadrados.

300°
60°

240° 120°

o
180 0° 60° 120° 240°  300°  360°

Figura 1 Esquema do preparado de membrana

2.3 ANALISE ESTATISTICA

Para an4lise estatistica foi utilizado o software GraphPad
Prism” 3.0 (GraphPad Software, Inc.). Os dados referentes
a comparacdo entre as idades foram submetidos a anilise
de variancia (ANOV A) e como pés-teste para comparacio
de médias, o teste de Tukey. Para ambos os testes o nivel
de significancia foi de 5 %. Os resultados foram reportados
como média + desvio padrio.

3 RESULTADOS

Podemos observar na Tabela 1 e na Figura 2, os valores
médios, em micrometros quadrados, da drea dos neurdnios
positivos para a técnica NADH-diaforase, no caso, a sub-
populacdo nitrérgica. Os resultados mostraram que houve
um aumento na drea dos neurénios do jejuno relacionado
a idade do animal.

Os trés grupos mais velhos, E60, E90 e E210, apresen-
taram um aumento estatisticamente significativo na média
da drea de seus neurénios, quando comparados ao grupo
mais jovem, E21. O grupo de 60 dias apresentou ainda um
aumento significativo da drea neuronal quando comparado
ao grupo de 90 dias. As demais alteracoes na drea dos neu-
roénios ndo apresentaram significancia (Tabela 1).

Tabela 1 Tamanho dos neurénios NADHd-positivos (um?) no
jejuno de ratos envelhecidos

Grupos Média + desvio padrio (SD)*
E21 151.7 + 60,25
E60 208.2 + 83,07
E90 195.4 = 73,74
E210 199.7 + 68,10

*a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey
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Figura 2 Tamanho médio dos neurénios NADHd-positivos no
jejuno de ratos de diferentes idades

Os grupos de 21, 90 e 210 dias apresentaram uma dis-
tribuicdo homogénea semelhante quanto a2 média de neu-
ronios. Jd o grupo de 60 dias, que apresentou os maiores
valores para a drea dos neurdnios, apresenta uma distribui-
¢do mais heterogénea, com pico variando entre 100 e 250
pm? (Figura 2).
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Figura 3 Mudancas na média da area dos neurédnios do jejuno
em diferentes idades

Figura 4 Fotomicrografias dos preparados de membrana
evidenciando os neurénios do plexo mioentérico do jejuno de
ratos Wistar em diferentes idades.(40X) Coloragio NADH-

diaforase.

4 DISCUSSAO

No presente estudo, a média da drea dos neurdnios NA-
DH-diaforase positivos no jejuno variou um pouco quanto
aos trabalhos ja publicados. Utilizando a técnica histoqui-
mica para detectar a atividade da DPNH-tetrazélio reduta-
se, Gabella (1971) observou que, em ratos com 90 dias de
idade, o pico do tamanho dos neurdnios no intestino delga-
do ficava entre 100 e 175 um?. J4 Phillips, Kieffer e Powley
(2003) encontrou um pico entre 90 e 180 um? para animais
de 90 dias. Nos resultados obtidos, observamos que o pico
de neurénios esta situado entre 120 e 200 um? (figura 3).

Os animais de 60 dias apresentaram o maior valor médio
para a drea neuronal dentre os grupos estudados. Provavel-
mente, é nesse periodo do crescimento do animal que as cé-
lulas nervosas se desenvolvem por completo, atingindo seu
tamanho ideal. Em seguida, o grupo de 90 dias apresentou
uma diminui¢do no tamanho de seus neurdnios, enquanto
o de 210 ndo apresentou diferencas significativas em relagdao
aos animais de 90 dias. Somado aos resultados obtidos por
Phillips, Kieffer e Powley (2003) e Santer e Baker (1988), ja
citados anteriormente, podemos supor que em idades avan-
cadas do animal, como 720 dias, por exemplo, o tamanho
médio dos neurdnios do jejuno ndo apresenta alteracdes
significativas quando comparado ao grupo de 210 dias.

Sabemos que no processo de envelhecimento hd uma
reducdo excessiva das células nervosas, ja observadas por
vérios autores em diferentes espécies, incluindo humanos
(SANTER; BAKER, 1988; GABELLA, 1989; GOMES;
SOUZA; LIBERTI, 1997; SANTER, 1994; JOHNSON et
al., 1998; MECIANO-FILHO; CARVALHO; DE SOU-
ZA, 1995; WADE, 2002; PHILLIPS; POWLEY, 2001). As-
sociando essa perda neuronal com a diminui¢do dos neur6-
nios no grupo de 90 dias em relacdo ao de 60 dias, podemos
supor que nesse periodo inicia-se o declinio do nimero de
células nervosas, ocorrendo a morte de alguns dos neur6-
nios maiores.

A partir dos 90 dias, a tendéncia é de que o tamanho
dos neurédnios no jejuno permanega constante até o fim da
vida do animal. Ressaltamos que esse aumento ¢é significa-
tivo apenas no intestino grosso, onde as perdas neuronais
sdo mais acentuadas e os neurdnios sobreviventes sofrem
hipertrofia causada por um aumento na demanda funcional
(PHILLIPS; KIEFFER, POWLEY, 2003) abaixo do espera-
do, o motivo para tal baixa, pode ter sido o tempo que o
material ficou estocado antes de ser trabalhado.

Segundo Santer e Baker (1988), ndo ocorrem diferencas
significativas na média da drea dos neurdnios NADHd-po-
sitivos no jejuno dos ratos envelhecidos, quando compara-
dos animais de 180 e 720 dias, assim como também nio h4
diferenca nas outras regiées do intestino delgado e grosso.

J4 Phillips, Kieffer e Powley (2003) utilizando a técnica
histoquimica NADPH-diaforase, que também evidencia os
neurdnios nitrérgicos, observou um aumento na rea dos
neurdnios na regido do intestino grosso, onde as perdas
neuronais sio mais acentuadas, embora as diferencas na
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média das dreas dos neurdnios do intestino delgado nio
sejam significativas.

Analisando os resultados obtidos, podemos observar
que ocorreu um aumento na area dos neurdnios mioentéri-
cos no primeiro més de vida do animal, e esse aumento pro-
vavelmente é inerente ao desenvolvimento do organismo.
Essa mudanca no tamanho pode ser observada mesmo sem
a mensuracido da drea dos neurdnios (Figura 3).

5 CONCLUSAO

O aumento da drea dos neurdnios NADH-diaforase
positivos no jejuno de ratos em envelhecimento ocorre na-
turalmente durante as primeiras semanas de vida, processo
inerente ao desenvolvimento do organismo. A partir da
idade de 60 dias, quando os neurdnios se desenvolvem por
completo e atinge seu tamanho ideal, a perda neuronal que
se inicia, leva a uma diminuicdo na média da drea desses
neurdnios que, permanecem sem alteracoes significativas
até o fim da vida do animal.
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