Arg. Ciénc. Sande Unipar, 5(1): jan./abr., 2001

DENSIDADE DOS NEURONIOS MIOENTERICOS NADH-DIAFORASE
POSITIVOS DO JEJUNO DE RATOS (Rattus norvegicus)
Sénia M. Tranin Zanin*, **
Sonia Lucy Molinari**
Débora de Mello Gongales Sant’ Ana*, **
Marcilio Hubner de Miranda Neto**

ZANIN, S6nia M. Tranin; MOLINARI, Sonia Lucy; SANT’ANA, Débora de Mello Gongales; MIRANDA-
NETO, Marcilio Hubner. Densidade dos Neurdnios Mioentéricos Nadh-Diaforase Positivos do Jejuno de Ratos
(Rattus norvegicus). Arg. Ciénc. Saude Unipar, 5(1): 03-08., 2001.

RESUMO: Considerando a importancia do conhecimento de particularidades do plexo mioentérico em cada
segmento intestinal para subsidiar estudos anatémicos, fisioldgicos e condigdes experimentais, realizamos a presente
pesquisa como o objetivo de estudar a densidade de neurénios mioentéricos NADH-diaforase positivos nas regides
mesentérica e antimesentérica do jejuno de ratos. Cinco ratos adultos com 120 dias de idade (= 394.4 g) foram
sacrificados através de inalacio de éter etilico. Segmentos do jejuno foram submetidos a técnica histoquimica de
evidenciagdo de células nervosas através da atividade da enzima NADH-diaforase (GABELLA, 1969), para
verificar a disposicao, formato dos ganglios e contagem dos neurénios. Para a quantificacdo dos neurdnios
mioentéricos, os preparados de membrana foram divididos em 2 regides: mesentérica e antimesentérica. Em cada
regido considerada, contou-se os neurdnios presentes em 40 campos (6,64mm?), através de microscépio com
objetiva de 40 X. Amostras do jejuno de 5 animais foram fixadas em formol a 10% e submetidas a rotina histologica
e corados com hematoxilina-eosina. Os ganglios sdo, na maioria, paralelos entre si e orientados transversalmente
em relag@io ao maior eixo do intestino em ambas regides estudadas, porém na regiio mesentérica os ganglios sio
mais numerosos. Verificou-se em média 265.8 e 408.8 neurdnios/6,64mm? nas regides antimesentérica e mesentérica,
respectivamente. Constatou-se que a densidade dos neurénios € heterogénea. variando conforme o local da
circunferéncia intestinal considerada, proximo a inserg3o do mesentério observa-se maior densidade neuronal em
relagdo 4 regido antimesentérica.
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ABSTRACT: Given the importance of knowing the features of the myenteric plexus in each intestinal portion to
give support to anatomical, physiological and experimental investigations, the present research was carried out
with the purpose of studying the density of NADH-diaphorase positive myenteric neurons in the mesenteric and
antimesenteric regions of the rat jejunum. Five adult rats, aging 120 days (£ 394.4 g) were killed through inhalation
of ethylic ether. Jejunal segments were subjected to the histochemical technique for evidentiation of nerve cells
showing activity of the NADH-diaphorase enzyme (GABELLA, 1969) to verify arrangement and shape of the
ganglia and to allow neuronal countings. For this last procedure the whole-mounts were divided into two regions,
mesenteric and antimesenteric. In each region, all the neurons of 40 fields (6.64 mm?*) were counted under
microscope using 40X objective. Samples of jejunum of five animals were fixed in 10% formol solution, subjected
to histoltological routine and stained with hematoxilin-eosin. In both regions, most of the ganglia were paralle] to
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each other and oriented transversally relative to the intestinal length, but in the mesenteric region the ganglia were

maore numerous. Means of 265.8 and 408.8 neurons/6.64 mm?® were observed in the antimesenteric and mesenteric

regions. respectively. It was verified that the density of neurons is heterogeneous, varying according to the site in

the intestinal circumference; near the mesenteric attachment the neuronal density is greater than that in the

antimesenteric region.
KEY WORDS: jejunum; myenteric neurons; rats.

Introducio

O jejuno constitui-se em segmento intestinal
onde a digestdo ainda encontra-se em curso, sendo
que também a absorcdo de nutrientes € intensa. Para
que estas fungdes sejam executadas de maneira ideal,
a velocidade do transito do bolo alimentar deve
compatibilizar-se com a realizagio de ambas.

A condugdo do bolo alimentar ¢ realizada
pelos movimentos peristalticos, movimentos estes que
sdo controlados principalmente pelos elementos que
provém a inervacdo intestinal.

O tubo digestivo ¢ inervado por fibras
nervosas e neurénios agrupados em plexos com
localiza¢io intramural. Estes plexos constituem o
sistema nervoso entérico que apresenta um
funcionamento relativamente independente do sistema
nervoso central, realizando fungdes complexas como:
controle da motilidade gastrointestinal, da secregéo
de glandulas exodcrinas ¢ endocrinas e do fluxo
sangiiineo local (GABELLA, 1979; WOOD. 1981;
STERNINI, 1988).

Em uma mesma espécie, diferentes
densidades neuronais podem ser encontradas no
mesmo segmento do trato digestivo de animais de
diferentes idades (ALI & McLELLAND, 1979;
SANTER & BAKER, 1988; SANTER, 1994) ou
submetidos a diferentes condi¢des experimentais
(TORREJAIS et al., 1995; NATALI &
MIRANDA-NETO, 1996; ROMANO et al.. 1996;
MELLO et al. 1997; SANT'ANA er al., 1997,

"ZANONI ef al., 1997). Véarios autores chamam
atengdo que a densidade neuronal pode variar em
um mesmo segmento do intestino quando diferentes
regides da circunferéncia intestinal sio comparadas
(IRWIN, 1931; ALI & McLELLAND. 1979;
SANTER, 1994; SANT ANA et al., 1997).

Considerando a importancia do
conhecimento de particularidades do plexo
mioentérico em cada segmento intestinal para
subsidiar estudos anatdémicos, fisiologicos e
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condig¢des experimentais, realizamos a presente
pesquisa como o objetivo de estudar a densidade de
neurénios mioentéricoss NADH- diaforase positivos
nas regides mesentérica e antimesentérica do jejuno
de ratos.

Material e Métodos

Utilizou-se o jejuno de 05 animais de
laboratdrio. Rattus norvegicus da linhagem Wistar,
provenientes do Biotério Central da Universidade
Estadual de Maringa.

Cinco ratos adultos com 120 dias de idade,
pesando em média + 394,4 g, foram sacrificados
através de inalagdo de éter etilico. O jejuno foi retirado
e submetido a técnica histoquimica de evidenciagdo
de células nervosas através da atividade da enzima
NADH-diaforase utilizando como aceptor artificial de
elétrons o Nitro Blue Tetrazolium (NBT) (GABELLA,
1969), para verificar a disposic¢do dos ganglios do
plexo mioentérico, bem como para realizar a contagem
dos neurdnios NADH-diaforase positivos. Em seguida,
segmentos do jejuno foram microdissecados ao
estereomicroscopio com transiluminagao, retirando-
se a tiinica mucosa ¢ a tela submucosa, para obtengao
dos preparados de membranas, que posteriormente
foram desidratados, diafanizados e distendido entre
ldmina e laminula com resina sintética Permount.

Para a quantificagdo dos neurdnios
mioentéricos, os preparados de membrana do jejuno
foram divididos em 2 regides: mesentérica e
antimesentérica. Foram contados os neurdnios de
40 campos microscopicos (6,64mm2) em cada regido
considerada. Para a contagem foi utilizado
microscopio com objetiva de 40 X,

A média, o desvio padriio e o coeficiente de
variagdo do niimero de neurdnios encontrados foram
calculados. O teste “T de Student” foi aplicado para
comparar as diferengas entre as médias obtidas nas
regides mesentérica e antimesentérica. O nivel de
significancia utilizado foi de 5%.
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Resultados

Os neurdnios mioentéricos NADH-diaforase
positivos, no jejuno, raramente apresentam-se
1solados, predominando o agrupamento com formagao
de ganglios. Os ganglios sdo, na maioria, paralelos
entre si e orientados transversalmente em relagéo ao
maior eixo do intestino, em ambas regides estudadas,
porém na regiao mesentérica os ginglios sdo mais
volumosos e numerosos (Figura 1-aeb).

A densidade dos neurdnios é heterogénea,
variando conforme o local da circunferéncia intestinal
considerada, proximo a inser¢do do mesentério
observa-se maior densidade neuronal (Figura 1- a)
em relacdo aregido antimesentérica (Figura 1-b).

Verificou-se em média 265.8 ¢ 408.8
neurdnios/ 6,64mm?’ nas regides antimesentérica
e mesentérica, respectivamente, conforme
TABELA 1.

Figura 1 - Preparado de membrana mostrando a morfologia e disposi¢a@o do plexo mioentérico nas regioes
mesantérica (a) e antimesentérica, (b). NADH, 60x.
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TABELA 1 —Densidade de neurénios NADH-diaforase positivos encontrados em uma drea de 6,64mm?,
nas regides mesentérica e antimesentérica do jejuno de ratos.

Ratos N° de neur6nios nas regioes
Mesentérica Antimesentérica

1 420

2 324 229

3 427 287

4 346 260

5 527 346

X 408,8+79.94* 265.8 + 54,15°

Médias seguidas de letras diferentes, na mesma linha, diferem estatisticamente pelo teste t de Student (p< 0,05).

Discussao

A organizagdo dos neurdnios formando
ganglios, por nos observada no jejuno de rato,
assemelha-se as descri¢des feitas para mamiferos,
roedores e aves (GABELLA, 1971; MOLINARI
el al., 1994; NATALI & MIRANDA-NETO,
1996; SANT"ANA er al.,1997), porém a presencga
de neurdnios isolados faz lembrar a disposi¢do do
sistema nervoso entérico difuso encontrado em peixe
como a truta (BURNSTOCK., 1959) € no mandi
(SOUZA et al., 1982).

Verificamos que a densidade dos neurdnios
¢ heterogénea variando conforme a drea da
circunferéncia intestinal analisada. Apresenta um
maior numero de neurdnios na regiao proxima a
inser¢do do mesentério do que na regido
antimesentérica. A distribui¢ao heterogénea dos
neurdnios na parede do intestino, conforme a regiao
considerada, foi anteriormente verificada em estudos
realizados nas regides mesentérica e antimesentérica
do jejuno de gato (LEAMING & CAUNA, 1961),
corroborando os resultados por nds obtidos.
Diferengas regionais em outros segmentos intestinais
foram também relatadas em estudos realizados no
colo ascendente de ratos, onde constatou-se uma
maior densidade de neurénios NADH-diaforase
positivos na regido antimesocolica do que na
intermedidria (SANT ANA ef al., 1997), no colo
de cobaia (IRWIN, 1931; GABELLA, 1979), no
rato,
cachorro, gato e coelho (IRWIN, 1931). Em
estudos realizados com estomago de ratos
(FREGONESI et al., 1997) e cobaias (GABELLA,
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1979) encontraram-se diferengas regionais
semelhantes as ocorridas no intestino, evidenciando
maior densidade neuronal proximo & curvatura gastrica
menor quando comparado a regido proxima a
curvatura gastrica maior.

E interessante notar que tanto no intestino,
quanto no estdmago, as menores densidades neuronais
foram verificadas nos locais em que o componente
muscular era menos significativo. Segundo dados da
literatura, a diferenga na densidade neuronal pode estar
relacionada a espessura da tinica muscular. Nesse
sentido, SAFFREY & BURNSTOCK (1994)
mencionaram que o nimero de neurdénios do plexo
mioentérico ¢ maior onde as camadas de musculo liso
s30 mais espessas.

A média do nimero de neurdnios em uma area
de 6.64 mm?® na regido mesentérica foi de 408.8
neurdnios, enquanto que na regifio antimesentérica
265,8 neurdnios. Aplicando o teste T de Student
verificamos diferengas significativas entre as regides
estudadas do grupo controle (t=3.33, valor critico=
1.86). MIRANDA-NETO et al. (2001) também
encontraram diferengas significativas ao comparar a
densidade de neurdnios NADH, NADPH ¢
acetilcolinesterase positivos nas regides mesentérica,
intermedidria e antimesentérica do ileo de ratos.

Argumentam que a variagio na densidade
verificada ao redor da circunferéncia intestinal
independe da técnica usada para evidenciar os
neuronios, deixando claro a necessidade de estar alerta
para o local onde as quantificacdes sdo realizadas.
Complementam que, quando se realiza um estudo com
grupos controle e experimental, a inobservancia destes
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aspectos pode comprometer os resultados da pesquisa.
Numa situagdo hipotética, em que um grupo de animais
recebeu um tratamento que poderia alterar o nimero
de neurdnios mas ndo o féz, se o pesquisador, durante
a obtencdo das amostras ou contagens, por
desconhecimento privilegiasse, no grupo controle,
quantificagdes na regido mesentérica € no grupo
experimental, na antimesentérica, possivelmente
concluiria erroneamente que a condi¢do imposta levou
a uma reducdo significante no nimero de neurdnios.

Outro problema que poderia surgir seria a
analise do material de alguns animais do mesmo grupo
na regido mesentérica e de outros na regido
antimesentérica, o que daria uma falsa idéia de que os
dados sofreram grande dispersdo comprometendo a
significancia do tratamento estatistico.

Conclusio
Este estudo demonstrou que o plexo
mioentérico do jejuno de ratos, conforme a regido
analisada, apresenta diferencas na distribui¢éo dos
neurdnios, verificando-se na regido proxima ao
mesentério maior densidade de neurénios NADH
diaforase positivos.
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