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RESUMO: A deficiéncia nutricional pode causar nas células a perda de sua capacidade de absor¢do, de gerar energia, bem como de mediar
o transporte de pequenas moléculas e de sintetizar macromoléculas. Objetivou-se quantificar os neurénios mioentéricos da curvatura gas-
trica menor do estdmago glandular de ratos controle e de ratos submetidos a caréncia protéica. Foram utilizados 10 ratos machos, com 90
dias de idade, divididos em grupos controle (GC) e experimental (GE). O GC recebeu, durante 120 dias, ragdo com 22% de proteina e agua,
enquanto GE recebeu ragdo com teor proteico de 4% e dgua. Apos os experimentos os animais foram submetidos a eutanasia, laparotomia
vertical e retirada do estdbmago. Realizou-se a microdissecagdo sob estereomicroscopico dos segmentos, com a retirada da tinica mucosa e
da tela submucosa. Foi utilizada a técnica de coloragdo de Giemsa para evidenciar os neurénios mientéricos. Os neurdnios foram contados
com auxilio de um microscopio de luz com aumento de 400 x, com 40 campos de cada animal. Os célculos estatisticos foram realizados
por meio do teste “t” de Student, na forma média + erro padrio da média, com nivel de significancia de 5%. No grupo controle foram
encontrados 23,51+2,7 neurdnios e no grupo experimental 21,38+1,7. Verificou-se que as diferengas ndo sdo estatisticamente significantes.
Podemos verificar que a dieta imposta ocasionou um quadro de desnutri¢do que néo provocou alteragdes quantitativas nos neurdnios mio-
entéricos da curvatura gastrica menor do estomago glandular.

PALAVRAS-CHAVE: Plexo mioentérico; Caréncia protéica; Estomago glandular; Técnica de Giemsa.

QUANTITATIVE ANALYSIS OF THE MYENTERIC NEURONS OF THE SMALLER GASTRIC CURVATURE OF THE
GLANDULAR STOMACH IN RATS SUBMITTED TO PROTEIN DEFICIENCY

ABSTRACT: nutritional deficiency creates conditions in which the cells lose their capability of absorption and energy generation, as well
as their capability to mediate the transport of small molecules and digest macromolecules. The objective of this study was to quantify the
myenteric neurons of the smaller gastric curvature of the glandular stomach of control rats and rats submitted to protein deficiency. Ten
90-day-old male rat were divided into control group (CG) and experimental group (EG). The CG received ration with 22% of protein and
water during 120 days, while the EG received ration with the protein percentage at 4% and water. After the experiment, the animals were
submitted to euthanasia, vertical laparotomy and each animal had its stomach removed. Micro-dissection was performed under stereomi-
croscopic of the segments with the removal of the mucosa and the tela submucosa. The Giemsa staining technique was used to evidence
the myenteric neurons. The neurons were counted, with the aid of a 400X optical microscope — 40 fields from each animal. The statistical
calculations were performed through the T-test, mean =+ standard deviation, with a 5% significance level. In the GC, 23.51 £ 2.7 neurons
were found, and 21.38 + 1.7 in the EG. Differences were not verified to be statistically significant. We can verify that the imposed diet
resulted in malnutrition which did not induce quantitative changes in the myenteric neurons of the smaller gastric curvature of the glandular
stomach.

KEYWORDS: Myenteric plexus; Malnutrition; Glandular stomach; Giemsa technique.

Introduciao

Segundo Nobrega et al. (1996), a desnutricao
atinge, tanto paises subdesenvolvidos, quanto em de-
senvolvimento e isto tende a piorar cada vez mais, pe-
las desigualdades sociais. A substituicdo de uma dieta
balanceada por uma alimentagao rica em amido é uma
realidade nos paises em desenvolvimento, ja que os
alimentos protéicos sdo normalmente os mais caros e,
portanto, inacessiveis para grande parte da populacao.

A quantidade de proteina para um organismo
deve ser sanada pela alimentagdo diaria, visto que es-

tas apresentam inumeras fungdes no organismo, como,
por exemplo; formagao de elementos estruturais e anti-
corpos. Para Oliveira (1999), a caréncia nutricional de
proteinas € um topico de relevancia cientifica, por com-
prometer importantes fungdes dos organimos.

As células do nosso organismo possuem uma
organizacao para utilizagdo de nutrientes, assim como a
eliminacgdo de excretas em condi¢des nutricionais nor-
mais. As células se encontram em equilibrio dinamico,
sendo que algumas substancias sdo continuamente sin-
tetizadas. Entre os nutrientes necessarios a manutengao
deste equilibrio dindmico destacam-se as proteinas,
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que constituem cerca de 50% do peso celular (GIACO-
MELLI; MARCAL- NATALL, 1999).

O sistema nervoso ¢ constituido por tecido de
baixo indice de renovagdo celular. Portanto, uma redu-
¢do no numero ou fungdo de suas células pode levar
a alteracdes drasticas no organismo (DEO, 1978), jus-
tificando o estudo da deficiéncia de proteinas sobre a
morfologia e fisiologia do sistema nervoso. A resposta
celular a desnutrigdo ¢ dependente do tempo, pois deve
ser determinado quando esta se iniciou e por quanto
tempo (WINICK; NOBLE, 1966).

Na divisdo propria do sistema nervoso auto-
nomo, além do sistema simpatico e parassimpatico,
atualmente ¢ reconhecido o Sistema Nervoso Entérico
(SNE) (STERNINI, 1988), como uma complexa rede
de fibras nervosas e corpos celulares neuronais, que se
localiza na parede gastrointestinal e ¢ diretamente res-
ponsavel pelo controle das fungdes do tubo digestorio,
incluindo motilidade, secrecdo e absorgdo (SOUZA;
FURLAN, 2001).

O estomago do rato ¢ um tubo dilatado, modi-
ficado, dividido em regido glandular e regido aglandu-
lar. A regido aglandular possui epitélio de revestimento
do tipo escamoso queratinizado (LUCIANO; REALE,
1992). Sua importancia funcional ndo esta totalmente
elucidada, sendo atribuida as func¢des de digestao ini-
cial dos alimentos, de armazenamento e de absor¢do de
ions por meio de atividade mecanica (BROWNING et
al., 1983; MARTENS et al., 1991). Em relagdo a re-
gido glandular do estomago, sua parede muscular induz
a mistura mecénica e a quebra dos alimentos. Devido
as ondas de contragdo peristaltica, a ingestao alimentar,
misturada e parcialmente digerida para o duodeno é im-
pedida (OLIVEIRA, 1999).

A curvatura gastrica menor da regido glandular
estende-se da cardia ao piloro e apresenta uma incisura
angular na sua parte inferior. Esta curvatura ¢ mais es-
pessa que a curvatura gastrica maior (LATARJET et al.,
1993; SAFFREY; BURNSTOCK, 1994; MOLINARI,
et al., 2002).

Os neuronios do SNE sdo sustentados por célu-
las denominadas gliais entéricas e estdo agrupados em
complexos microcircuitos (GERSHON et al., 1993). O
tubo digestivo ¢ inervado por fibras nervosas e neuro-
nios agrupados em plexos com localizacdo intramural
(GABELLA, 1979). As fibras musculares estio organi-
zadas, tanto circularmente, quanto longitudinalmente.
As células ganglionares ¢ as fibras nervosas formam o
plexo mientérico localizado entre a camada interna e
externa do musculo liso (OLIVEIRA, 1999).

No estdmago de ratos, a densidade de neur6-
nios mientéricos € muito superior na curvatura gastrica
menor, em relacdo a curvatura gastrica maior (FREGO-
NESI et al., 1998; MOLINARI et al., 2002; CLEBIS
et al., 2004).

Desta forma, as analises quantitativas dos neu-
ronios mioentéricos servem de ferramentas para a ana-
lise das alteracdes neuronais no organismo devido a
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caréncia proteica estabelecida. O corante Giemsa, t€ém
afinidade pelas organelas acidas presentes no citoplas-
ma e tém se revelado eficiente para (NATALI; MIRAN-
DA-NETO, 1996; SCHAFER et al., 1999; NATALI et
al., 2003; MARESE, 2006).

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo
quantificar os neuroénios mioentéricos da curvatura gas-
trica menor do estdbmago glandular de ratos submetidos
a caréncia proteica, corados pela técnica de Giemsa e
analisar os possiveis efeitos da desnutri¢do protéica em
relacdo a distribuicdo dos neurdnios mioentéricos neste
orgao.

Material e Método

Os procedimentos realizados neste estudo en-
volvendo o uso de animais estdo de acordo com os
principios éticos adotados pelo Comité de Etica em
Pesquisa Envolvendo Experimentagdo Animal (CEPE-
EA) da Universidade Paranaense — UNIPAR, protoco-
lo 10699/2007. Para a execucdo deste trabalho foram
utilizados 10 ratos machos Wistar (Rattus norvegicus),
procedentes do Biotério da Universidade Paranaense,
campus Umuarama. Cada animal foi mantido em gaiola
individual sob temperatura constante e alternincia de
ciclos de claro e escuro de 12/12 horas. Apds 90 dias, o
grupo controle (n=5) recebeu racdo NUVILAB (reco-
mendada pela National Research Council & National
Health Institute — USA), com teor proteico de 22% e
agua “ad libitum”, o grupo experimental (n=5), recebeu
racdo com nivel proteico reduzido a 4% (desnutrigdo
protéica severa) e agua “ad libitum”, conforme proto-
colo de ARAUIJO et al. (2005).

O sacrificio dos animais ocorreu aos 210 dias
de idade. Todos os ratos ficaram 12 horas de jejum e
foram submetidos a eutanasia segundo protocolo de Pa-
chaly et al., 2003: Acepromazina 2% (1,26 ml/kg) + Ce-
tamina 10% (1,2 ml/kg) + Cloridrato de xilazina 2,5%
(0,42 ml/kg) e sulfato de atropina 1% (0,22 ml/kg), por
via intramuscular. Retirou-se o estomago de cada ani-
mal, pesou-se em balanca de precisdo e mediram-se a
largura e o comprimento com auxilio de paquimetro.
Apds, foi preenchido com solugdo fixadora contendo
formaldeido, acido acético glacial, cloreto de sodio e
agua destilada, (Fixador de Giemsa) durante 24 horas.

O estomago glandular foi dividido em regides:
curvatura gastrica maior, curvatura gastrica menor e re-
gido central, conforme demonstrado na FIGURA 1.

Na sequéncia, houve a retirada da porgdo de in-
teresse (estobmago glandular curvatura gastrica menor).
Microdissecagao sob estereomicroscdopico, retirando-se
a tunica mucosa e submucosa e preservando-se a mus-
cular e serosa para elaboragdo do preparado de mem-
brana.
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Figura 1: Foto ilustrativa da anatomia interna de umas das faces
do estomago de ratos, evidenciando o estdmago aglandular e o es-
tomago glandular, onde a) curvatura gastrica menor, b) curvatura
gastrica maior.

Os preparados de membrana foram deixados
imersos em solugdo corante de Giemsa com tampao fos-
fato de Sorensen (PBS) 0,1IN, pH 6,9, durante 24 horas
a temperatura ambiente. Em seguida, os preparados de

membrana foram desidratados em concentragdes cres-
centes de etanol, diafanizados em xilol e montados en-
tre lamina e laminula com resina Sintética Permount.

Os neuronios da curvatura gastrica menor da
regido glandular do estomago foram quantificados em
40 campos microscopicos, equivalentes a uma area de
8,4 mm?, com auxilio de um microscépio de luz (MO-
TIC) com aumento de 400 x e com a utilizagdo de filtro
azul.

Os calculos estatisticos foram realizados utili-
zando o software Prisma, por meio do teste t de Student,
com nivel de significancia de 5% e expressos como mé-
dia + erro padrdo da média.

A documentacdo fotografica foi realizada com
auxilio de maquina digital SONY 7.2 mega pixels e mi-
croscopio de luz MOTIC com aumento de 400 x.

Resultados

No final do experimento, os animais do grupo
controle pesavam 378, 22+25,22 g e os animais do gru-
po experimental 215,03 +£25,99¢g (p< 0,001).

Na tabela 1, sdo apresentados o peso, a largura
e o comprimento do estobmago dos animais.

Tabela 1: Peso (g), largura (cm) e comprimento (cm) do estobmago de ratos (Rattus norvegicus) do grupo controle

(GC) e experimental (GE).

[ g Comprimento ; (o
Peso médio (g) Larg ’;;‘:J’ed’“ médio A’e”(g’f’ ;’g o
(cm)
GC 1,91 £ 0.05 1,93 £0,02 3,7£0,06 7,09+ 0,03
GE 1,40 £ 0,04 * 2,17+£0,03 * 3,8+£0,2 8,31+ 0,17

O peso estomacal médio dos ratos controles
foram estatisticamente maiores que o do grupo expe-
rimental. Os animais do grupo experimental tiveram a
largura estomacal maior que os do grupo controle. Com
relacdo a area do orgdo, observou-se que o experimen-
tal apresentou estatisticamente medidas maiores, quan-

Numero de neurénios na
curvatura gastrica menor
glandular
30+
R Controle
[ Experimental
—
20
10
0’
Grupos

Figura 02- Demonstrativo da nimero médio de neurdnios do es-
tomago glandular da regido da curvatura gastrica menor de ratos
controle e desnutridos.
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do comparados ao grupo controle.

Através dos calculos estatisticos realiza-
dos, foram encontrados no grupo controle 23,514+2,7
neurdénios/8,4mm? e no grupo experimental 21,38+1,7
neurdnios/8,4mm?, sem diferenca estatistica. Conforme
ilustra a Figura 02.

Discussao

O estdbmago do rato apresenta semelhanca
morfologica externa, quando comparado com o esto-
mago do homem, porém internamente, na superficie
da mucosa de ambas as faces do estomago do rato,
evidencia-se uma prega, que ¢ denominada de “prega
limitante”. Esta prega separa o estobmago em duas re-
gides distintas: estdmago aglandular e estdmago glan-
dular (LUCIANO; REALE, 1992). A regido aglandu-
lar, caracteristica do estdomago do rato, representa 1/3
do orgdo (KUNSTYR etal., 1976), os restantes 2/3 do
orgdo representam o estdmago glandular.

Os animais do grupo experimental, que rece-
beram dieta com teor de 4% de proteina, apresenta-
ram um reducdo de 43,14% de peso corporal em rela-
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¢do ao grupo controle, que recebeu dieta com 22% de
proteina, isso sugere que o excesso de amido na dieta
interferiu no desenvolvimento normal destes animais.
Estudos com teor de proteina a 8% demonstraram um
menor comprometimento do peso, 35,1% (SANT’ANA
et al., 1997), 37,9 % (FIORINI et al., 1999) ¢ 35%
(BRANDAO et al., 2003).

Através dos dados obtidos verificamos que ndo
houve diferengas significativas na densidade de neu-
ronios mioentéricos da curvatura gastrica menor. Este
fato pode estar associado a uma possivel relagdo entre a
area do estomago estudado e sua atividade metabdlica
ou até mesmo a dieta imposta para indugdo da caréncia
protéica ndo tenha sido suficiente para alterar os neu-
ronios mioentéricos da curvatura gastrica menor, uma
vez que, de acordo ARAUJO et al. (2003); ARAUJO et
al. (2006), os efeitos da desnutri¢ao protéica na popula-
¢do de neurdnios podem ser proporcionais ao déficit de
proteina na dieta.

Demais autores, como Mello et al. (2004), que
pesquisaram duodeno de ratos com caréncia protéica,
Clebis et al. (2004), com estdbmago aglandular de ratos
diabéticos, e Braga et al. (2007), com colo descenden-
te de ratos submetidos a desnutricdo proteica, também
nao encontraram diferencas significativas quanto a den-
sidade neuronal.

Dados relacionados a um possivel delgamento
da parede estomacal sdo também evidenciados nas pes-
quisas com duodeno de ratos com desnutrigdo proteica,
em que houve reducdo do peso do 6rgdo sem alteracao
do comprimento do duodeno de ratos submetidos a des-
nutri¢do proteica-energética. Isto pode ser indicativo de
que provavelmente houve uma redugao da espessura da
parede do orgdo.

Gabella (1979) relata uma possivel relagdo en-
tre a densidade neuronal e espessura das camadas mus-
culares. Essas afirmag¢des confirmam a necessidade de
se avaliar cada regido do trato digestorio, individual-
mente, para ndo ocorrer erro interpretativo (MIRAN-
DA- NETO et al., 2001). No estdmago de ratos, a den-
sidade neuronal € muito superior na curvatura gastrica
menor em relacdo a curvatura gastrica maior (FREGO-
NESI et al., 1998).

Diversos autores tém relatado uma maior den-
sidade de neurdnios mioentéricos em areas onde as ca-
madas de musculo liso sdo mais espessas (SAFFREY;
BURNSTOCK, 1994; FREGONESI et al, 2004).

Nos resultados, entretanto, verificamos um au-
mento total da largura e comprimento do estomago, ndo
podendo inferir que a regido da curvatura menor tenha
sofrido este delgamento.

As diversas pesquisas relatam que, no estdma-
g0, a densidade neuronal estd diretamente relacionada
a espessura da camada gastrica. Fregonesi et al. (2004)
relatam que, no corpo do estdmago de ratos diabéticos,
o aumento de neurdnios na regido da curvatura menor,
quando comparada com a maior, pode estar relacionada
a menor densidade de fibras musculares lisas nessa re-
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gido. O mesmo relatam Saffrey; Burnstock (1994).

Neurdnios mioentéricos, geralmente agrupa-
dos, formando ganglios, corroboram a localizagdo dos
neurdnios entéricos estudados no estomago em diferen-
tes espécies de animais (MATSUO, 1934; GABELLA;
HALASY, 1987; FREGONESI et al., 1998).

O arranjo dos neur6nios analisados através do
preparado de membrana, evidenciados pela técnica de
Giemsa, mostraram que a distribuicdo dos mesmos ¢
heterogénea. Descricdo semelhante foi encontrada no
corpo do estdmago glandular do rato (FREGONESI et
al., 1998).

Analisando a regido glandular do estdomago
observa-se que a tinica muscular da regido proxima a
curvatura gastrica menor € mais espessa em relagdo a
tunica muscular proxima a regifio da curvatura gastrica
maior (OLIVEIRA et al., 2000).

Quando comparamos o numero estimado to-
tal de neurdnios dos animais controles e desnutridos,
verificamos que as diferengas ndo s@o estatisticamente
significantes, pois as proteinas devem ter permaneci-
do em concentracdes suficientes, com a finalidade de
proporcionar condi¢des estdveis de funcionamento
para essas subpopulagdes de neuronios (MELLO et al.,
2004). Como a area média dos animais experimentais
se apresentou maior que a dos controles, possivelmente
a curvatura gastrica menor do estomago glandular te-
nha se adaptado com a caréncia proteica, distendendo
sua parede, na tentativa de ndo sofrer alteragdes fisio-
logicas.

Entretanto, em outros experimentos, foram
encontradas redugdes significantes no niimero de neu-
ronios mioentéricos de ratos do grupo experimental
(TORREJALIS et al., 1995; MEILUS et al., 1998; GO-
MES, 1999; BRANDAO et al., 2003), podendo esta di-
ferenca estar relacionada ao tipo de desnutrigdo empre-
gado, ao periodo de vida do animal que foi submetido
ao processo o desnutricdo (MELLO et al., 2004) e até
mesmo a técnica utilizada (MARESE, 2006).

Segundo Giacomelli; Marcal (1999) ha uma
grande variabilidade nas condigdes experimentais no
periodo em que foi provocada a condi¢do de caréncia e,
principalmente, o tempo de duragdo desta condigao.

A célula adapta o seu metabolismo em fungao
da reducdo de nutrientes ou de estimulos necessarios
para o seu funcionamento, que pode levar a redugdo na
sintese necessaria a renovacgdo das proprias estruturas,
provocando, com isso, redugdo no volume celular (BO-
GLIOLO et al.,1981).

Oliveira (2002) analisou o estdbmago de ratos
adultos desnutridos com marcagdo neuronal NADH-
diaforase (sub-populacdo) e verificou que os neurdnios
se distribuem de forma heterogénea na parede do fundo
do estdmago e que a dieta hipoproteica levou a uma
diminuig¢do do peso corporal e estomacal, influenciando
uma maior densidade dos neurdnios por mm?,

Além das varia¢des numéricas, de acordo com
aregido do estdbmago da qual se obteve a amostra, tam-
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bém sdo relatadas variagdes na densidade neuronal,
decorrentes das técnicas empregadas. Os métodos de
coloragdo por Giemsa (populagdo total) e a técnica de
evidenciagdo de células nervosas através da atividade
da enzima NADH-diaforase (atividade do neurdnio) es-
tao entre as mais empregadas para a analise quantitativa
dos neurdnios.

Pode ser que esta diferenca quanto a técnica a
se utilizar decorra do fato de que as estruturas celula-
res acidas, encontradas em grande quantidade no corpo
celular neuronal, como o reticulo endoplasmatico rugo-
so e ribossomos livres, apresentam afinidade pelo azul
de metileno empregado na técnica de Giemsa (BOR-
SENG-SHU et al., 1994; LIBERTI et al., 1994; NATA-
LI; MIRANDA-NETO, 1996; BUTTOW et al., 1997;
NATALI et al., 2003; MARESE, 2006).

Criticas a esta técnica sdo feitas no sentido de
que poderia haver uma dificuldade do observador em
quantificar apenas neurdnios, ¢ que possiveis células
gliais poderiam ser somadas, comprometendo o resul-
tado (HEINICKE et al., 1987; YOUNG et al., 1993).

De modo geral, verifica-se que, independente-
mente da regido considerada, o numero de neurdnios
encontrados com técnica de Giemsa, em pesquisas com
intestino, ¢ maior que o encontrado com a técnica da
NADH-diaforase (SOUZA et al., 2001). Sant’Ana et
al. (1997), trabalhando com o colo ascendente de ratos,
também verificaram que o nimero de neurdnios encon-
trados com a técnica de Giemsa foi maior do que o en-
contrado com a técnica da NADH-diaforase. Entretanto
ndo verificamos nenhum trabalho na literatura com es-
tomago corados pela técnica de Giemsa, provavelmente
em funcido da dificuldade de dissecacdo do o6rgdo quan-
do corado pela técnica.

Conclusio

Através do experimento, verificamos que a
dieta imposta ocasionou um quadro de desnutrigdo que
nao provocou alteragdes quantitativas significantes nos
neurdnios mioentéricos da curvatura gastrica menor do
estomago glandular de ratos.
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