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RESUMO: As descrigdes sobre a morfologiae a constitui¢do do trato gastrointestinal dos peixes tém sido
relatadas de modo generalizado no que diz respeito & inervagdo do mesmo. Considerando a importincia do
plexo mientérico, objetivamos a andlise morfoldgica e quantitativa dos neur6nios mientéricos do segmento
intestinal médio de 10 exemplares adultos de Cyprinus carpio, com intuito de contribuir para a caracterizaciio
do referido plexo em peixes, tendo em vista a crescente utilizagio dessas espécies como modelo bioldgico.
Dos segmentos intestinais, obtivemos cortes histolégicos corados pelos métodos de hematoxilina-eosinae Van
Gieson, e preparados de membrana corados pelo método de Giemsa, para andlise ao microscépio éptico.
Observamos o plexo mientérico constituido por neurdnios isolados e génglios contendo trés ou mais neurdnios,
localizados entre os estratos circular e longitudinal da tdnica muscular, As porcentagens de neurdnios pequenos,
médios e grandes foram 23,52%, 57,20% e 19,28%, respectivamente. A andlise quantitativa revelou apresenca
média de 201,93 neur6nios/mm? de segmento intestinal. Conclufmos que, para 0 segmento analisado, no plexo
mientérico, constitufdo por ganglios e por neurdnios isolados, predominam neurénios de tamanho médio, com
basofilia citoplasmética intermedidria, nicleo em posicfio central contendo predominantemente um nucléolo.
PALAVRAS-CHAVE: intestino; neurdnio: peixe; plexo mientérico.

MORPHOLOGICAL E QUANTITATIVE CONSIDERATIONS ABOUT NEURONS OF THE
MYENTERIC PLEXUS OF THE MEDIUM INTESTINAL SEGMENT OF THE CARP
Cyprinus carpio (LINNAEUS, 1758)

STABILLE, S. R.; MAREGA, P; RIBEIRO, E. A.; GERMANO, R. M. Morphological e Quantitative
Considerations about Neurons of the Myenteric Plexus of the Medium Intestinal Segment of the carp
Cyprinus carpio (Linnaeus, 1758). Arg. Ciénc. Saiide Unipar, 4(3): 221-227, 2000.

ABSTRACT: Descriptions about morphology and composition of the gastrintestinal tract of fish have been

done in a generalized way in what concerns its innervation. Considering the importance of the myenteric

plexus we designed the morphological and quantitative analysis of the myenteric neurons of the medium
intestinal segment of 10 adult Cyprinus carpio to contribute with the characterization of this plexus in fish
because of the gradual increase in their use as a byological model. From the intestinal segment we obtained
histological sections stained with hematoxilin-eosin and Van Gieson methods, as well as whole-mount
preparations stained with the Giemsa method, for light microscope analysis. We observed the myenteric
plexus composed of isolated neurons and ganglia containing three or more neurons, located between the
longitudinal and circular layers of the muscular tunica, The percentagens of small, medium and large neurons
were 23.52%, 57.20% and 19.28%, respectively. The average neuronal density/mm?of intestinal segment
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was 201.93. We concluded that this segment, composed of isolated neurons and ganglia, medium neurons
with intermediary basophily, central nucleus and a single nucleolus predominate.
KEY WORDS: fish; intestine; myenteric plexus; neurons.

Introducio

Intimeras pesquisas tém sido desenvolvidas para
caracterizar o plexo mientérico em seres humanos e
demais espécies animais subsidiando, assim, as teorias
propostas para os mecanismos funcionais e farmacolé-
gicos da atuagiio do plexo mientérico nos processos
digestivos (GABELLA, 1990; BOR-SENG-SHU et
al., 1994; NATALI & MIRANDA-NETO, 1996;
ROMANO et al., 1996; SANT ANA et al., 1997).

Os estudos que se preocuparam com a morfo-
logia do plexo mientérico revelaram que, no mesmnio
individuo, os neurdnios ndo sao homogéneos no que
dizrespeito asuadistribuicéo, forma, tamanho, niime-
ro de prolongamentos e, sobretudo, quanto ao seu con-
teido neuroquimico (IRWIN, 1931; LEAMING &
CAUNA, 1961; GABELLA, 1971; GABELLA,
1987, LLEWELLYN-SMITH et al., 1993; LEITE-
MELLOQO et al., 1997). Do mesmo modo, existem va-
riacoes emrelacdo a quantidade de neurdnios presen-
tes nos diferentes segmentos do trato gastrointestinal
das diversas espécies animais (IRWIN, 1931; SOU-
ZA et al., 1982; GABELLA & HALASY, 1987;
YOUNG et al., 1993; LEITE-MELLO et al., 1997,
SANT’ANA et al., 1997).

Em peixes, apesar dos poucos dados existen-
tes, a variabilidade morfolégica e quantitativa do plexo
mientérico foi demonstrada no intestino de Salmo trut-
ta, por BURNSTOCK (1959) e em Pimelodus ma-
culatus por SOUZA et al. (1982). Segundo estes au-
tores, nestas espécies de peixes, 0s neurdnios de tama-
nhos variados nio formam génglios e se distribuem en-
tre os estratos longitudinal e circular da tinica muscular.
SOUZA et al. (1982) ressaltaram a presenca de neu-
ronios grandes, fortemente corados, na jungio gastro-
duodenal de Pimelodus maculatus. A populagio to-
tal de neur6nios existentes no plexo mientérico foi esti-
mada por BURNSTOCK (1959) e SOUZA er al.
(1982) em meio milhdo e4.274.112 neurdnios em Sal-
mo trutta e Pimelodus maculatus, respectivamente.

Do mesmo modo, no segmento intestinal termi-
nal de Cyprinus carpio, STABILLE et al. (1998a)
descreveram a presenca de neurénios pequenos, mé-
dios e grandes com a intensidade da basofilia citoplas-
matica variando entre fraca, intermedidria e forte. De
acordo com os autores, 0 niimero médio de neurdnios/
cm’ do segmento intestinal posterior foi 76.792.

As espéeies de peixes estudadas possuem habi-
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tos alimentares diferentes. Salmo trutta € carnivorae
Pimelodus maculatus e Cyprinus carpio sa0 omni-
voras e, segundo KOBEGENOVA & VERIGINA
(1988), adiversidade de hébitos alimentares em peixes
requer adequagdes morfoldgicas e funcionais do apa-
relho digestério desses animais . Além disso, a carpa
Cyprinus carpio nao possui estomago e cecos piléri-
cos (JUNGER et al., 1989) e, para HUET (1983), em
decorréncia da auséncia destas estruturas, a digestio
nesta espécie de peixe € dificultada.

Considerando que para melhor compreender
os mecanismos da digestéo € necessario conhecer e
caracterizar a populagio neuronal dos plexos enté-
ricos (YOUNG et al., 1993) e considerando tam-
bém a utiliza¢do crescente de peixes como modelo
experimental, procedemos a anélise morfoldgica e
quantitativa do plexo mientérico do segmento intes-
tinal médio de Cyprinus carpio, por meio de técni-
cas histolégicas e de preparados de membrana. Es-
peramos assim, contribuir para a caracterizag@o do
plexo mientérico de peixes.

Material e Método

Utilizamos 10 exemplares adultos de Cyprinus
carpio, de ambos os sexos, pesando em média 1.274¢
+1414.

Cada animal, previamente anestesiado com ben-
zocaina (50ppm), foi sacrificado por destruigdo da
medula espinhal. Posteriormente, retirou-se o segmen-
tointestinal médio. As amostras obtidas foram reunidas
Nnos seguintes grupos:

Grupo A: reuniu cinco segmentos que foram la-
vados com solugdo fisioldgica, fixados em solugio de
formol neutro a 10% e submetidos aos tratamentos ro-
tineiros para obtencdo de cortes histoldgicos transver-
sais de 6 e 12um de espessura. Os cortes foram cora-
dos pelos métodos de hematoxilina-eosina e Van Gie-
son e analisados ao microscépio 6ptico para localiza-
¢do do plexo mientérico;

Grupo B: reuniu cinco segmentos que foram la-
vados com solugio fisioldgica, distendidos e fixados
com uma solucdo de formaldeido, 4cido acético glacial
e cloreto de s6dio (BARBOSA, 1978). As amostras
foram microdissecadas ao estereomicroscdpio para a
retirada da tlinica mucosa e da tela submucosa, com
preservacdo das tiinicas muscular e serosa. Os prepa-
rados de membrana assim obtidos foram corados pelo
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método de Giemsa (BARBOSA, 1978), desidratados,
diafanizados e montados entre ldmina e laminula.

Analise morfologica: a morfologia de 500 neu-
10nios presentes nos preparados de membrana do gru-
po B foi analisada ao microscdpio Gptico equipado
com objetiva de 40x e disco micrometrado acoplado
aocular.

Para cada neurdnio, mensuramos os maiores ei-
xos longitudinal e transversal do corpo celular, cujos
valores foram em seguida somados. Estes procedimen-
tos foram repetidos para cada um dos 500 neurdnios
analisados, sendo 100 por preparado de membrana.
Apds mensuragiio e a soma dos valores obtidos, cal-
culamos a média e o desvio-padriio e estabelecemos
intervalos de valores que permitiram a classificaciio dos
neurdnios de acordo com suas dimensdes. Foram clas-
sificados como médios, neurbnios com medidas situa-
das no intervalo resultante da média + desvio padrdo.
Aqueles cujas dimensdes foram superiores e inferiores
aoreferido intervalo foram classificados como grandes
€ pequenos, respectivamente. Paralelamente aestes pro-
cedimentos, observamos a intensidade da coloragiio
citoplasmdtica, a posi¢iio do miicleo e o niimero de nu-
cléolos dos neurdnios.

Andilise quantitativa: para esta etapa, efetu-
amos a contagem de neurdnios pelo método de amos-
tragem. Para tanto, cada preparado de membrana ob-
tido no grupo B foi dividido em quatro quadrantes de
igual tamanho. Em cada quadrante, foram escolhidos
ao acaso 10 campos do microscépio éptico munido
de objetiva de 40x, perfazendo-se o total de 40 cam-
pos por preparado de membrana. Foram contados
todos os neurdnios presentes em cada campo do mi-
croscopio, desprezando os meios neurdnios de um
campo e considerando os meios neurdnios do campo
subsequente.

A drea do campo do microscépio utilizado foi
0,173mm?. Com os valores obtidos na contagem foi
calculado o ntimero de neur6nios/cm? de segmento in-

testinal.

Resultados

Nos cortes histolégicos, o plexo mientérico foi
localizado na parede do segmento intestinal entre os
estratos longitudinal e circular da téinica muscular (Figu-
ra 1), circundado por feixes de fibras coligenas (Figura
2) e estendendo-se por toda a circunferéncia do 6rgfio.

Nos preparados de membrana, observamos o
plexo mientérico formado por neurdnios isolados de
formato variado e por ganglios de distribuicZio esparsa
e irregular contendo trés ou mais células nervosas (Fi-
guras3e4).

A soma das mensuracdes do pericdrio de cada
um dos 500 neurdnios analisados variou entre 18,2um
a72,9um com média e desvio-padrio de 35,09ume
8,41 um, respectivamente.

Neur6nios, com mensuragdes variando entre
18,2pum a 26,68pum, foram considerados de tamanho
pequeno. Aqueles com medidas incluidas no intervalo
de 26,69um a 43,50um foram classificados como
médios e 0s neurdnios com dimensdes superiores a
43,50um foram classificados como grandes (Figura 4).
As porcentagens de neur6nios pequenos, médios e gran-
des encontram-se apresentadas na Tabela 1.

No grupo de neurdnios pequenos, observamos
que o citoplasma corou-se, predominantemente, com
intensidade intermedidria. Citoplasmas corados com
intensidades fraca e intensa foram observados com
menor fregiiéncia. O niicleo da maioria dos neurdnios
deste grupo apresentou um nucléolo e ocupou posicio
central no pericério. Niicleos em posi¢do polar e peri-
férica contendo um ou mais nucléolos também foram
observados (Tabela 1 e Figura4).

Entre os neurdnios de tamanho médio, encon-
tramos varia¢des na coloragdo citoplasmatica, posi-
¢ao do niicleo e niimero de nucléolos, predominando
intensidade de coloragiio citoplasmatica intermediria
e niicleo central contendo um nucléolo (Tabela 1 e
Figura4).

TABELA 1 - Incidéncia de neur6nios de diferentes tamanhos e respectivas intensidades de coloragio cito-
plasmatica, posi¢do do niicleo e niimero de nucléolos no plexo mientérico do segmento intestinal

médio de Cyprinus carpio.
Neurénio  Fregqiiéncia Basofilia Posicfio do Niicleo n’ de nucléolo
(%) (%) (%) (%)

| M E c P 1 2
Pequeno 23,52 16,23 57,65 26,12 3393 4595 20,12 97,3 2,7
(<26,69um)
Médio 57,20 24,08 51,11 24381 31,11 34,57 3432 97,4 2,6
(26,69 a43,50um) :
Grande 19,28 24,18 51,65 24,17 3297 23,08 43,95 944 56
(>43,50pm)

I (intensa); M (intermedidria); F (fraca); E (periférica); C (central); P(polar).
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A maioria dos neurdnios grandes teve o ci-
toplasma corado com intensidade intermediéria e
nucleo em posicdo polar contendo um nucléolo.
Citoplasma corado fracamente e intensamente, as-
sim como nicleo ocupando posigdo central e peri-
férica, contendo mais de um nucléolo foram obser-

Arg. Ciénc. Saiide Unipar, 4(3): set./dez., 2000

vados com incidéncia menor (Tabela le Figura 4).

A contagem de neurdnios pelo método de
amostragem revelou a presenca média de 1.397 4
neurdnios em 6,92mm? , perfazendo o total de
20.193 neurdnios/cm? ou 201,93/mm? de segmen-
to intestinal médio de Cyprinus carpio (Tabela 2).

TABELA 2 - Freqiiéncia de neurdnios mientéricos presentes em 6,92mm? de preparado de mem-
brana do segmento intestinal médio de Cyprinus carpio.

Preparado de Membrana

Nimero de Neurdnios

Freqiiéncia Desvio padrao
Peixe 1 1745 13,44
Peixe 2 1463 9,30
Peixe 3 1232 6,77
Peixe 4 1321 8,69
Peixe 5 1226 727
Média 13974 + 216,62

Discussao

A localizagio do plexo mientérico entre 0s
estratos longitudinal e circular da tinica muscular do
segmento intestinal médio de Cyprinus carpio foi
descrita para outras espécies de peixes por BURNS-
TOCK (1959), SOUZA et al.(1982) e KOBEGE-
NOVA & VERIGINA (1988).

Os feixes coldgenos que foram observados
circundando o plexo mientérico, segundo GABELLA
& HALASY (1987) e MOLINARI et al. (1994),
fornecem sustentacdo e protegio ao referido plexo
€ aos vasos sangiiineos localizados na tiinica muscu-
lar dos segmentos do trato gastrointestinal.

O plexo mientérico possui ganglios que apre-
sentam variagdes no tamanho e no nimero de neu-
ronios de acordo com a espécie animal e 0 segmen-
to do tubo digestério analisados (TAFURI, 1958;
GABELLA, 1971; GABELLA, 1987; GABELLA
& HALASY, 1987). Variacdes foram observadas
na formacao e na distribuicao dos ginglios mientéri-
cos do segmento intestinal médio de Cyprinus car-
pio. Encontramos neurdnios isolados entre os es-
tratos da tiinica muscular, ginglios com trés neur6ni-
os e também constituido por varios. Variagdes simi-
lares foram mencionadas por STABILLE et al.
(1998a) no intestino posterior da mesma espécie de
peixe, no estdmago do pato (MOLINARI et al.,
1994) e em diferentes segmentos intestinais de ratos
(NATALI & MIRANDA-NETO, 1996; ROMA-
NO et al., 1996; LEITE-MELLO et al., 1997).
Contudo, BURNSTOCK (1959) e SOUZA et al.
(1982) mencionaram que no plexo mientérico do in-
testino de Salmo trutta e de Pimelodus macula-
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fus, respectivamente, nio existem ganglios.

A exemplo do relatado por SOUZA et al.
(1982) em Pimelodus maculatus, a distribuigao dos
neurdnios e dos ginglios mientéricos entre os estra-
tos musculares ndo foi homogénea. SOUZA et al.
(1982) comentaram que a falta de uniformidade in-
dica a tendéncia para a formacdo de ginglios na es-
cala zooldgica, ja que na espécie de peixe estudada
por eles o plexo mientérico ndo € ganglionado.

No segmento intestinal analisado, classifica-
mos 08 neurdnios mientéricos em pequenos, médios
e grandes, considerando as somas das mensuracoes
dos maiores eixos longitudinal e transversal do peri-
cario dos mesmos. Estes procedimentos foram utili-
zados com a mesma finalidade no segmento intesti-
nal terminal de Cyprinus carpio por STABILLE et
al. (1998a), e no intestino de ratos por NATALI &
MIRANDA-NETO (1996), ROMANO et al.
(1996) e LEITE-MELLO et al. (1997).

Em nossa classificacio, independente do for-
mato variado dos neur6nios, predominaram os de
tamanho médio, diferentemente do observado por
STABILLE et al. (1998a) no segmento intestinal
terminal de Cyprinus carpio, onde as incidéncias
de neurbnios médios e pequenos foram equivalentes
e a de neurdnios grandes foi menor. SOUZA et al.
(1982) descreveram o plexo mientérico contendo
neurdnios pequenos em Pimelodus maculatus, com
a presenca de neurdnios grandes apenas nas jun-
¢oes gastroduodenal e fleoretal. Em Salmo trutta,
BURNSTOCK (1959) relatou que o plexo mienté-
rico € formado por trés tipos de neurénios com dié-
metros variando entre 10-15pum, 30-60pm e 30-
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70um, sendo o dltimo tipo encontrado apenas no
estdmago da referida espécie de peixe.

Quanto a presenca de neurdnios de diferentes
tamanhos no plexo mientérico, GABELLA (1971)
afirmou que os neurdnios pequenos representam a
porgio intrinseca do plexo, responsavel pela ativi-
dade motora, enquanto, de acordo com BURNS-
TOCK (1959), os neurdnios grandes sdo sensitivos
e estdo relacionados com os arcos reflexos peristél-
ticos.

A intensidade da basofilia citoplasmatica dos
neurdnios pequenos, médios e grandes foi predomi-
nantemente intermedidria. Esta caracteristica difere
daquela observada por STABILLE et al. (1998a)
no segmento intestinal posterior de Cyprinus car-
pio onde predominou neurénios mientéricos cora-
dos intensamente. Para as demais espécies de pei-
xes estudadas ndo sdo relatadas as caracteristicas
da coloragio citoplasmética dos neur6nios mientéri-
cos, a excegdo das descrigdes de SOUZA et al.
(1982) sobre neurdnios grandes e fortemente cora-
dos nas jun¢des gastroduodenal e fleoretal de Pinze-
lodus maculatus. Nos diferentes segmentos intesti-
nais de ratos, NATALI & MIRANDA-NETO
(1996) e LEITE-MELLO et al. (1997) menciona-
ram variag¢oes na intensidade de coloragio citoplas-
madtica, quando utilizaram o método de Giemsa para
coloragiio de neurdnios mientéricos. Segundo JUN-
QUEIRA & CARNEIRO (1999), neurdnios com
grande atividade de sintese possuem maior quanti-
dade de reticulo endoplasmético rugoso e de polirri-
bossomos livres, estruturas estas com afinidade por
corantes bésicos e, portanto, responsaveis pela co-
loragdio do citoplasma. LLEWELLYN-SMITH et
al. (1993) comentaram que as diferentes intensida-
des de coloracio citoplasmdtica dos neurdnios sdo
decorrentes de alteragdes tempordrias dependentes
do estado de atividade dos mesmos.

Quanto 4 forma e posigéio do niicleo dos neu-
ronios mientéricos, nossas observagdes corrobora-
ram as descricdes de NATALI & MIRANDA-
NETO (1996), ROMANO et al. (1996) e LEITE-
MELLO et al. (1997) de nicleos com formato ar-
redondado, situados em posicio excéntrica, polar
ou central nos neurdnios mientéricos de ratos. No
segmento intestinal médio de Cyprinus carpio, ain-
cidéncia de neurbnios com niicleos em posigiio cen-
tral foi maior do que a observada por STABILLE et
al. (1998a) no segmento intestinal terminal da mes-
ma espécie de peixe. Os referidos autores constata-
ram que niicleos em posi¢ao central predominaram

apenas nos neurdnios pequenos, sendo que nos de-
mais prevaleceram niicleos em posigéo periférica.

Na maioria dos neurdnios mientéricos, encon-
tramos um nucléolo e, as vezes, dois. Segundo JUN-
QUEIRA & CARNEIRO (1999), o niimero de nu-
cléolos ¢ proporcional a intensidade de sintese pro-
téica dos neurdnios. A duplicidade de nucléolos nos
neurdnios mientéricos de ratos foi ressaltada por
NATALI & MIRANDA-NETO (1996) e LEITE-
MELLO et al. (1997). Em nenhum dos neurdnios
analisados, observamos a presenca de trés nucléo-
los como mencionado por TAFURI (1958) que co-
mentou, inclusive, que a presencga de um nucléolo é
rara no plexo mientérico.

Em relac@o ao niimero de neur6nios presen-
tes no segmento intestinal médio de Cyprinus car-
pio, observamos a média de 1.397,4 neurdnios em
uma area de 6,92mm?’, significando a presenca de
20.193,6 neurdnios/cm? de segmento intestinal ou
201,93 neurénios/mm?. Este ndimero é menor do
que o citado por STABILLE et al. (1998a) no seg-
mento intestinal terminal de peixes da mesma espé-
cie e do que o relatado por SOUZA er al. (1982)
para os diferentes segmentos gastrointestinais de
Pimelodus maculatus, BURNSTOCK (1959) afir-
mou que a densidade neuronal nio é a mesma nos
diversos segmentos gastrointestinais de Salmo trut-
ta, podendo variar entre 100 a 200 neurdnios/mm?.

A diversidade de habitos alimentares dos pei-
Xes coexiste com variacoes morfolégicas e funcio-
nais no aparelho digestério dos mesmos (KOBE-
GENOVA & VERIGINA, 1988). As descrigdes
mencionadas por BURNSTOCK (1959) e por
SOUZA et al. (1982) sobre o plexo mientérico de
Salmo trutta e Pimelodus maculatus, respectiva-
mente, revelaram que estas espécies de peixes pos-
suem segmentos gastrointestinais distintos, sendo
possivel diferenciar estdbmago, duodeno, ileo e reto.
Em Cyprinus carpio esta diferenciagiio € prejudi-
cada pela falta de estomago e auséncia de diferen-
cas histol6gicas na estratigrafia dos demais segmen-
tos intestinais (CURRY, 1939; JUNGER et al., 1989;
STABILLE et al., 1998b). Portanto, esses fatos tor-
nam dificil a comparagio de nossos resultados com
os de outras espécies e sugerem que para melhor
caracterizar o plexo mientérico de Cyprinus carpio
se faz necessdria a extensio deste estudo aos seus
demais segmentos intestinais.

Conclusdes
Podemos concluir que no segmento intestinal
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médio de Cyprinus carpio:

o plexo mientérico localiza-se entre os estra-
tos longitudinal e circular da tiinica muscular;

o plexo mientérico possui neurdnios isolados
e agrupados em ganglios de distribuigdo heterogé-
nea entre os estratos da tinica muscular;

no plexo mientérico predominam neurdnios de
tamanho médio, com basofilia citoplasmatica de in-
tensidade intermedidria e nicleo central contendo
um nucléolo;

a densidade neuronal média em 6,92mm- de
segmento intestinal € 1397.4 neurdnios.
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Figural. Segmento intestinal médio de Cyprinus carpio em corte transversal de 6LLm evidenciando: plexo mientérico
(setas), localizado entre os estratos longitudinal (L) e circular (C) da tinica muscular. Hematoxilina-eosina. 310,2x.
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Figura2. Segmento intestinal médio de Cyprinus carpio em corte transversal de 12lum evidenciando: feixes de fibras

coldgenas (seta), circundando o plexo mientérico localizado entre os estratos longitudinal (L) e circular (C) da
tiinica muscular, Van Gieson.588x

Figura3. Preparado de membrana do segmento intestinal médio de Cyprinus carpio evidenciando neurdnios mientéricos
isolados (setas). Giemsa. 310,4x

Figurad. Preparado de membrana do segmento intestinal médio de Cyprinus carpio evidenciando neurénio mientérico
isolado (a) e ganglio mientérico contendo: neurénio grande com basofilia citoplasmadtica intensa e niicleo em
posiciio polar (b); neurdnio pequeno com basofilia citoplasmética fraca e nicleo central (c); e neurdnio médio
com basofilia citoplasmdtica intermedidria e nicleo em posigio periférica (d). Giemsa. 812,8x.
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