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RESUMO: O alcoolismo é uma doenca grave que acomete diversos 6rgaos
em funcio dos efeitos nocivos que causa; dentre os mais atingidos estio: figa-
do, estdbmago, pancreas, boca, rins e também o aparelho vestibular. O estdma-
go é o segmento do tubo digestorio mais alargado e formado por uma espécie
de bolsa, localizada na cavidade abdominal voltada para o lado esquerdo do
corpo. Realiza digestio quimica e mecénica e possui a funcio de absorc¢io
de algumas substincias como 4lcool e alguns medicamentos. O sistema ner-
voso entérico funciona como um cérebro localizado no trato gastrointesti-
nal (TGI), sendo uma forma eficiente de deslocamento do controle visceral
do sistema nervoso central para o sistema nervoso entérico. Geralmente em
mamiferos o plexo mientérico localiza-se na tinica muscular entre o estrato
muscular circular e longitudinal ou levemente deslocado para o interior de
um destes estratos. Este estudo teve como objetivo analisar o efeito do alcool
sobre a densidade populacional neuronal mioentérica do estdmago glandular
da curvatura gistrica maior e menor de ratos submetido ao alcoolismo cro-
nico. Utilizou-se 14 ratos com 90 dias de vida, divididos em 2 grupos: grupo
controle (7 animais) que receberam durante 120 dias 4gua e racio e o grupo
experimental (7 animais) durante 120 dias receberam racio e aguardente de
cana. Apos este periodo, os animais foram eutanasiados e os estdmagos retira-
dos. Em seguida, realizamos a coloracio de Giemsa para analise quantitativa
dos neurdnios. Para analise quantificamos 40 campos para cada animal. Os
dados foram analisados pelo teste t de Student, com significAncia 5%. Apds o
periodo de 120 dias de tratamento verificamos que os animais experimentais
ganharam menos peso e ingeriram 7% menos racdo que os animais controle.
Os neurdnios dos animais alcoolizados apresentaram na curvatura gastrica
menor em média 29,85 neurdnios e na curvatura gastrica maior 41,7. E os
animais controle apresentaram na curvatura gastrica menor em média 35,38
neurdnios e na curvatura gastrica maior 38,42 neurdénios. Com este estudo
conclui-se que, na curvatura gastrica maior do estdmago de ratos alcodlicos,
houve maior densidade neuronal do que na curvatura gastrica menor.

PALAVRAS-CHAVE: Neurdnios Entéricos; Estdmago; Alcoolismo; Plexo

Mientérico.

POPULATION DENSITY OF MYOENTERIC
NEURONS OF THE GLANDULAR STOMACH’S
GREATER GASTRIC CURVATURE OF CHRON-

1C ALCOHOLISM- INDUCED RATS

ABSTRACT: Alcoholism is a serious disease that affects several organs such
as liver, stomach, pancreas, mouth, kidneys, and also the vestibular system.
The stomach, the largest segment of the digestive tract, is formed by a kind
of pouch located at the left side of the abdominal cavity. Since it carries out
chemical and mechanical digestion, it absorbs some substances such as alco-
hol and drugs. The enteric nervous system functions as a brain located in the
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gastrointestinal tract (TGI) and shifts the control of the vis-
ceral nervous system to the enteric nervous one. In mammals,
the myoenteric plexus is located in the muscular wall between
the longitudinal and circular muscle layer or slightly shifted
to the inside of one of these strata. Current research analyzes
the effect of alcohol on the population density of glandular
stomach myoenteric neurons of the greater and lesser gastric
curvature of rats with chronic alcoholism. Fourteen 90-day-
old rats were divided into two groups: control group (seven
animals) received water and food during 120 days and the ex-
perimental group (seven animals) received a diet of sugarcane
liquor during the same period. The animals were then killed
and their stomachs removed. Giemsa staining was undertaken
for quantitative analysis of neurons and 40 sites of each ani-
mal were analyzed. Data were analyzed by Student’s t test, with
5% significance. Experimental animals gained less weight and
consumed 7% less food than control animals after a period of
120 days of treatment. The neurons of the alcoholic animals
had a lower (29.85%) and a higher (41.7%) mean number of
neurons respectively in the lesser and greater gastric curvatures
of the alcoholics rats’ stomach. Results show that high neuro-
nal density existed in alcoholic rats’ gastric greater curvature
than in their lesser gastric curvature.

KEYWORDS: Enteric Neurons; Stomach; Alcoholism; Myo-
enteric Plexus.

INTRODUCAO

O estdbmago é uma porcio dilatada do canal alimentar,
onde os alimentos, apds a alimentacio, sio armazenados e
entio digeridos quimicamente (OLIVEIRA, 2000). Sua es-
trutura ¢ determinada pela alimentacio dos seres vivos, por
isso as caracteristicas morfofisiolégicas, nio s6 do estdmago,
mas de todo o tubo digestério variam entre as diferentes es-
pécies (MOLINARI et al., 1994). Porém, sabe-se que o estd-
mago do rato apresenta uma semelhanca morfoldgica externa
quando comparado ao estdmago do homem, por este motivo
¢ o animal mais pratico para este tipo de estudo. Apesar da
semelhanca externa, internamente, na superficie de ambas as
faces do estdmago do rato, evidencia-se uma prega denomina-
da “prega limitante” (LUCIANO; REALE, 1992). Esta prega
divide o estdmago do rato em duas regides gastricas distintas,
uma regido glandular e outra aglandular. A regido glandular
apresenta uma tunica serosa delgada e uma tinica muscular
bem desenvolvida, formada por uma camada circular evidente
e uma camada longitudinal delgada (MOLINARI et al., 1994)
que induz a mistura mecénica e a quebra dos alimentos (CLE-
BIS et al., 2004). Afirma ainda que a regido aglandular possue
epitélio de revestimento do tipo escamoso estratificado quera-
tinizado, semelhante ao epitélio esofdgico, sendo-lhe atribuida
as funcoes de maceracio inicial dos alimentos, armazenamen-
to e absorcdo de fons por meio de atividade mecénica.

O sistema nervoso entérico ¢ formado por uma rede de
neurdnios, situados nas paredes das visceras, estendendo-se
desde o esdfago até a porcio final do intestino grosso. Divi-
de-se em dois plexos: um externo situado entre as camadas

circular interna e longitudinal externa denominado plexo
mientérico ou plexo de Auerbach, que controla os movimen-
tos gastrointestinais, e um plexo interno denominado plexo de
Meissner, localizado na submucosa, responsavel pelo controle
do fluxo sanguineo e secrecio epitelial local (CINGOLANT;
HOUSAY, 2004; NATALL; MIRANDA-NETO, 1996).

O alcool exerce efeitos principalmente sobre o sistema
nervoso central levando a alteracdes degenerativas sistémicas,
podendo, inclusive, induzir a alteracdes hepéticas e géstricas,
neste caso, gastrite aguda e ulceracdes (MOLINARI, 1991).
Esta multiplicidade de acdes téxicas sobre orgios e tecidos que
desencadeiam mecanismos lesionais associados a diferentes
enfermidades justificam o interesse em se estudar os efeitos do
dlcool no organismo JERONIMO; PONTES FILHO; MELO
JUNIOR, 2008).

Sabe-se que sua absorcio efetua-se principalmente através
da mucosa do tubo digestivo, e pelo fato de ser uma molécula
simples, isso ocorre de maneira muito rapida, sendo 10% eli-
minado pelos pulmaées e rins e o restante oxidado pelo corpo.
Por ser hidrossoluvel, distribui-se praticamente por todos os
tecidos intra e extracelularmente, variando apenas de acordo
com a composicio quimica destes (OLIVEIRA, 2000; GIL-
MARTIN, 1989 apud ]ERONIMO; PONTES FILHO; MELO
JUNIOR, 2008). Oxidado no citosol ou no reticulo endoplas-
matico das células, o etanol produz grande quantidade de
acetaldeido e de radicais livres derivados do alcool (radicais
hidroxi-etil) e do oxigénio, aumentando o estresse oxidativo
na célula, causando assim alteracoes morfoldgicas e funcionais
nos tecidos e 6rgaos.

No estdmago, as alteracdes que surgem imediatamen-
te apds a ingestio sdo relacionadas com os efeitos do alcool
sobre a vascularizacio da mucosa (MOLINARI, 1991), que ¢
realizada pelos neurénios dos plexos submucoso e mientérico
(IRWIN, 1931; GABELLA, 1969; STERNINI, 1988).

A presenca de alteracdes na mucosa do estdbmago indica
que o plexo mientérico do estdbmago esta sujeito a lesdes dire-
tas ou indiretas pelo alcoolismo crénico. Objetivou-se quanti-
ficar os neurdnios mientéricos da curvatura gastrica maior e
menor do estdmago glandular de ratos submetidos ao alcoolis-
mo cronico por 120 dias.

2 MATERIAIS E METODOS

Os procedimentos experimentais deste estudo foram pre-
viamente aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Envol-
vendo Experimentacio Animal (CEPEEA) da Universidade
Paranaense (Protocolo n. 15196).

Para a execucdo deste trabalho foram utilizados 14 Rattus
norvergicus (Wistar) como modelo experimental. Utilizamos ra-
tos machos adultos com 90 dias de idade procedentes do Bio-
tério da Universidade Paranaense, campus Umuarama. Cada
animal foi mantido em gaiola individual sob temperatura
constante e alternincia de ciclos de luminosidade. Os animais
foram divididos em dois grupos:

Grupo controle - 7 animais (n=7) receberam racéo ad libi-
tum, racio para roedores comercializada pela NUVITAL (re-
comendada pela National Research Council & National Health
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Institute - USA) e agua.

Grupo experimental - 7 animais (n=7), receberam ad libi-
tum, racio para roedores comercializada pela NUVITAL (reco-
mendada pela National Research Council & National Health
Institute - USA) e aguardente de cana (marca “51”, 39° GL,,
Industria Muller, Pirassununga, SP, Brasil), diluida a 30° Gay
Lussac (30° v/v). Para inducio ao estado de alcoolismo croni-
co foram administradas doses crescentes de etanol na escala
de diluicao: 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, com duracio
de 2 semanas em cada concentracio, até a diluicio de 30%
ser alcancada. A administracio gradativa de etanol tem como
objetivo a adaptacio dos animais a0 modelo experimental de-
nominado como semivoluntario, no qual o etanol é o Unico
alimento liquido disponivel aos animais.

Para se avaliar a quantidade de ingestio de aguardente, fo-
ram quantificados semanalmente a quantidade ingerida por
cada animal, bem como pesos e o crescimento do animal.

Apds 120 dias, os animais foram submetidos a eutanasia
por administracdo intramuscular de Acepran - 1 % (1,26ml/
kg) + Ketamina - 10% (1,26 ml/kg) +Xilazina - 2% (0,42 ml/
kg) e Atropina - 1% (0,22 ml/kg) por injecio intramuscular
na face medial da coxa (PACHALY et al., 2003).

Foram realizadas laparotomias com incisio mediana em to-
dos os animais para a retirada do estdmago. Os mesmos foram
pesados e a drea mensurada através do sistema computadoriza-
do de andlise de imagens (MOTIC IMAGES PLUS 2.0).

Amostras do estdmago dos animais de cada grupo foram
submetidas a fixacio em formol acético e, posteriormente, dis-
secadas sob estereomicroscépico para retirada da tiinica muco-
sa e tela submucosa. Os preparados totais foram corados com
azul de metileno conforme técnica de Giemsa (BARBOSA,
1978).

Para a quantificacio dos neurdnios mientéricos foi realiza-
da a contagem por amostragem. Foi contado ntiimero total de
neurdnios de 40 campos microscépicos, com objetiva de 40 x,
das curvaturas géstricas maior e menor do estdbmago glandular
de cada um dos estdmagos obtidos, com auxilio de micros-
copio optico (MOTIC PLUS) Para contagem serd utilizado
microscopio fotdnico com objetiva de 40X. A area do campo
microscépio foi de 0,21 mm?.

Os calculos estatisticos foram realizados utilizando o sof-
tware Prisma por meio do teste t de Student com nivel de sig-
nificAncia de 5% e expressos como média * desvio padrio da
média.

A documentacio fotogrifica foi realizada com auxilio de
maquina digital SONY 7.2 mega pixels e microscopio de luz
MOTIC com aumento de 400 x.

3 RESULTADOS

O grupo controle (GC) apresentou aos 90 dias de idade
um peso médio de 436+28,08 gramas, ja no dia da eutandsia
pesaram em média 491+35,07 gramas.

Aos 210 dias, o grupo controle (GC) apresentou peso cor-
poral de 491+35,07 gramas, enquanto que os animais do gru-
po experimental (GE) apresentaram peso de 439+25,87. Esses
dados apresentam diferenca estatistica significativa ao compa-

rarmos (p=0.0002).

Em relacio a quantidade de liquido ingerido semanal-
mente pelos animais, constatamos que o grupo controle
(284,87+16,07 ml/semana) ingeriu 6,86% mais de liquido
que os animais experimentais (284,87+16,07 ml/semana),
sendo que esta diferenca foi estatisticamente significativa com
(p=0.0001).

Ao compararmos a quantia média de racdo ingerida sema-
nalmente por cada um dos grupos, verificamos que o contro-
le ingeriu 7.02% mais racdo (117.3%3.13 g/semana) quando
comparado aos do grupo experimental (82,2+3,13 g/semana),
apresentando uma diferenca significativa com p= 0.0001.

Em relacio ao comprimento focinho-nus, obtivemos dife-
renca significativa entre os grupos com p= 0.0151, sendo que o
GC apresentou comprimento maior que GE.

Ao verificarmos o numero de neurdnios das curvaturas
gdstricas maior e menor, constatou-se que em ambas as regi-
des o nimero de neurdnios mientéricos sdo equivalentes, com
p=0,51. J4 os animais experimentais apresentaram diferenca
significativa estatisticamente, a curvatura gastrica maior apre-
sentou em média 41,7+12,97 neurdnios enquanto a curvatura
gastrica menor houve em média 29,85+5,4 neurdnios com
p=0,04.

4 DISCUSSAO

O desenvolvimento dos ratos dos 90 aos 210 dias rece-
bendo racio e aguardente de cana possibilitou uma perda de
peso de 12,6%, enquanto os ratos que receberam racio e dgua
ganharam 10% de peso corporal. Verificou-se que o peso cor-
poral dos ratos submetidos a dieta alcoolica foi 8,93% menor
do que os do grupo controle. Dados de perda de peso experi-
mentais foram constatados em ratos submetidos a desnutricio
protéica, onde o peso corporal inferior aos dos grupos contro-
les foi de 44,2% (ZANIN et al., 2003) e 37,9% (FIORINI et
al., 1999).

Ao se realizar estudos quantitativos de neurdnios do plexo
mioentérico, tem sido recomendada observincia das possiveis
diferencas existentes entre os diferentes segmentos do siste-
ma digestorio IRWIN, 1971; MIRANDA-NETO et al., 2001;
ZANIN et al., 2003) ou, até mesmo, diferencas regionais em
um mesmo segmento (SANT’ANA et al., 1997; MIRANDA-
NETO et al., 2001; FREGONESI; MIRANDA-NETO; MO-
LINARI, 1998).

Em todos os animais, foram quantificados os neurdnios
corados pela Técnica de Giemsa, em igual nimero de campos,
das regides da curvatura gastrica maior e menor do estomago
glandular, o que permite uma comparacio mais segura entre
os dois grupos.

Em relacdo as quantificacdes neuronais, podemos observar
um significante aumento na densidade neuronal na curvatura
gastrica maior dos animais alcoolizados em relacio aos neuré-
nios da curvatura gastrica menor. Entre as regides estudadas
os animais controle apresentarem densidades equivalentes.
Outros autores também observaram aumento significante nos
neurdnios no corpo do estdmago (FREGONESI; MOLINA-
RI; MIRANDA-NETO, 2004), no ileo (ZANONI et al., 2003)
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em animais desnutridos.

O efeito indireto da ingestio cronica do etanol é a inevi-
tavel acio sobre o estado nutricional. Segundo Brody (1998),
desenvolvem deficiéncias nutricionais, sendo mais susceptiveis
a deficiéncia em folatos, tiamina, riboflavina, vitamina B6 e
magnésio. Nesses casos, é fator determinante de maior impor-
tincia a anorexia induzida pelo etanol (ACHORD, 1998; PA-
LENCIA et al., 1994).

Palencia e colaboradores (1994) tentando reproduzir as
condicdes reais de alcoolismo e desnutricio tipica de popu-
lacdes de baixa renda do México; desenvolveram um experi-
mento com ratos jovens submetidos a uma dieta hipoprotéica
(tortilla) e a ingestdo de bebida fermentada e destilada (bran-
dy) contendo 38% de etanol. Os resultados obtidos levaram
os autores a concluir que os danos induzidos pelo alcoolismo
e desnutricio isoladamente eram similares quanto a distribui-
cio dos neurdnios, peso do érgio e peso do animal.

H4 uma escassez de artigos relacionando alcoolismo e neu-
ronios mientéricos de estdmago de ratos, o que nos permite
inferir que provavelmente animais induzidos ao alcoolismo,
por nés estudados, apresentaram uma maior densidade neu-
ronal na curvatura gastrica maior por essa regido apresentar-
se em menor contato com o alcool ingerido, sofrendo menos
interferéncias quantitativas se comparados com a regidio da
curvatura menor do estdmago glandular.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Com base neste estudo inferimos que a densidade neuro-
nal das curvaturas gastricas maior e menor do estdmago glan-
dular nio sdo diferentes estatisticamente nos animais controle;
entretanto, nos animais induzidos ao alcoolismo a curvatura
gdstrica maior apresentou uma maior densidade neuronal do
que a curvatura gdstrica menor.
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