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RESUMO: O século XX foi caracterizado pelo aumento na longevidade do ser humano, sendo que a expectativa de vida equivale a quase o
dobro da idade alcangada no inicio do século. O envelhecimento ¢ um processo progressivo e inevitavel que ocorre com o avango da idade,
independentemente de doenga, estilo de vida ou fatores ambientais. Estd acompanhado de modificagdes morfofisioldgicas que determinam
a perda gradual da capacidade de adaptag@o do individuo ao meio ambiente. No trato gastrointestinal (TGI), o processo de envelhecimento
pode provocar alteragdes morfofuncionais significativas nos plexos entéricos, ocasionando maior incidéncia de processos patologicos.
A regulag@o da motilidade do TGI ¢ controlada principalmente pelos neurénios mioentéricos e alteragdes na densidade destes neurdnios
podem resultar em modifica¢des na freqiiéncia e amplitude da contrag@o intestinal. Dessa forma, este trabalho teve como objetivo avaliar a
densidade dos neurdnios mioentéricos NADPH-diaforase positivos do duodeno de ratos Wistar durante o processo de envelhecimento. Para
tanto, foram utilizados 15 ratos machos da linhagem Wistar, divididos em trés grupos (n=5/grupo): C6 (animais com seis meses de idade);
C12 (animais com doze meses de idade); C18 (animais de dezoito meses). Os animais dos grupos C12 e C18 aos seis meses de idade foram
transferidos para o biotério setorial, onde permaneceram até aos 12 e 18 meses respectivamente, sob condi¢des ambientais controladas de
temperatura e de iluminagao e agua ad libitum. Ap6s o periodo experimental todos os animais foram submetidos a eutanésia e os duodenos
foram coletados e processados pela técnica histoquimica da NADPH-diaforase. Ao compararmos os grupos C6, C12 e C18 verificou-se
uma diminuigdo na densidade neuronal (nimero de neurénios/mm?) com o envelhecimento, entretanto esta diferenca so6 foi significativa
(p<0,05) nos animais com 18 meses de idade. Essa reducdo na densidade de neurdnio nitrérgicos também foi relatada na literatura no
duodeno e em outros segmentos intestinais, em diferentes espécies animais com o avango da idade. Tendo em vista tais alteragdes, se faz
necessario o desenvolvimento de intervengdes terapéuticas, que visem minimizar os efeitos do envelhecimento, melhorando desta forma a
qualidade de vida da populagdo idosa.
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INFLUENCE OF AGING ON THE DENSITY OF MYENTERIC NEURONS NADPH- DIAFORE POSITIVE

ABSTRACT: The twentieth century was characterized by increasing in human longevity, being life expectancy equivalent to practically
twice of the age reached at the beginning of the century. The aging is a progressive and inevitable process that occurs with age and does not
depend of diseases, lifestyle or environmental factors; it is accompanied by morph physiological changes that determine the progressive
loss of individuals ability to adapt to the environment. In the Gastrointestinal Tract (GIT), the aging process can provoke significant mor-
pho functional changes in the enteric plexuses causing higher incidence of pathological processes. The GIT motility is primarily controlled
by myenteric neurons, thus, changes in the density of these neurons may result in changes in the frequency and amplitude of intestinal
contraction. Therefore, the aim of this work to evaluate the density of myenteric neurons NADPH-diaforase positive in the duodenum of
Wistar rats during aging process. Fifteen male wistar rats were used in the experiment. The animals were divided in three groups of five
animals (n=5) as following: C6 (animals aged six months); C12 (animals aged twelve months); C18 (animals aged eighteen months). The
animals from the groups C12 and C18 were previously transferred to vivarium, under environmental conditions of controlled temperature
and light and water ad libitum, since have reached six months to twelve and eighteen months respectively. After experimental period, all
animals were euthanized and the duodenum were collected and processed for standard histochemical NADPH-diaforase technique. As a
result, a decrease in the neuronal density (mm?) at the time with aging was observed in the three groups, C6, C12 and C18, however, this
difference was remarkable (p>0,05) from twelve months old. This reduction in the density of nitrergic neurons was previously reported in
the duodenum and other intestinal segments of different animals under aging process. Based in such alterations, were believed that there is
a need of the development of therapies that minimize the effects of aging, thus, improving the quality of elderly life.
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Introducao

A populacao brasileira vem envelhecendo de forma
rapida desde o inicio da década de 60, quando a queda das
taxas de fecundidade comegou a alterar sua estrutura etaria
(CHAIMOWICZ, 1997). Segundo o IBGE (2010) o alarga-
mento do topo da piramide etdria pode ser observado pelo
crescimento da participagdo relativa da populacdo com 65
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anos ou mais, que era de 4,8% em 1991, passando a 5,9% em
2000 e chegando a 7,4% em 2010.

Este crescimento da populagdo idosa no Brasil
acontece em um cenario marcado pela pobreza e pela falta de
recursos socioecondmicos (FERREIRA 2006). O atendimen-
to da populagdo brasileira com 60 anos ou mais, corresponde
23% dos gastos publicos com interna¢des hospitalares, va-
riando pouco entre regides do pais (LIMA; COSTA et al.,
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2003).

O envelhecimento ¢ um processo progressivo e
inevitavel que ocorre com o avango da idade, independen-
temente de doenga, estilo de vida ou fatores ambientais
(HOLLOSZY; FONTANA, 2007). Estd acompanhado de
modificagdes morfologicas, fisiologicas, bioquimicas e psi-
coldgicas, que determinam a perda gradual da capacidade
de adaptacdo do individuo ao meio ambiente, ocasionando
maior vulnerabilidade e consequentemente maior incidéncia
de processos patologicos (PAPALEO-NETO, 2006).

No trato gastrintestinal (TGI), o processo de enve-
lhecimento manifesta-se, clinicamente, como retardo na mo-
tilidade esofagica (WADE, 2002) e no esvaziamento gastrico
(CLARKSTON et al., 1996), aceleracdo do transito intestinal
(WADE, 2002), assim como, diminui¢do da fungdo absorti-
va (SANTER; BAKER, 1993). Esses fendmenos estio re-
lacionados a alteragdes no funcionamento do plexo mioen-
térico, o principal componente do sistema nervoso entérico
responsavel pelo controle da motilidade do tubo digestorio
(GUYTON;HALL, 2002).

Embora neurdnios sejam relativamente resistentes,
durante o processo de envelhecimento ¢é natural que parte do
numero dessas células seja perdida (FURLAN, 2000). Pes-
quisas tém sido realizadas para compreender os efeitos do
envelhecimento sobre os neurdnios entéricos, € observou-
-se que ha alteragdes no nimero de diferentes populacdes de
neurdnios mioentéricos tanto em ratos (GABELLA, 1979;
SANTER; BAKER, 1988), como também em humanos
(MECIANQO, et al., 1995; SOUZA et al, 1993), cobaias (GA-
BELLA, 1989) e camundongos (EL-SALHY et al., 1999).
Estudos com envelhecimento tém utilizado principalmente
ratos por possuem vida média de 24 meses, sendo que aos
seis anos de idade ja sdo considerados adultos, com 12 meses
s80 denominados meia-vida e a partir de 18 meses sdo con-
siderados idosos (PHILLIPS et al., 2003; SAFFREY, 2004).

O comprometimento da populagdo neuronal mio-
entérica pode acarretar disfungdes gastrointestinais que
comprometem a qualidade de vida dos idosos. Assim, se
faz necessario compreender as alteragdes morfofuncionais
ocorridas nas diferentes populagdes neuronais entéricas, a
fim de que se possa contribuir para o desenvolvimento de
novas terapias, que visem contribuir para a promogdo da
saude durante o processo de envelhecimento. Neste sentido,
destacam-se os neurdnios mioentéricos nitrérgicos, pois sao
responsaveis pela inibi¢do da musculatura lisa do tubo diges-
torio e, portanto, estdo diretamente relacionados a velocidade
de transito do alimento no estomago e intestinos (FURNESS,
2000). Desta forma, o presente estudo teve por objetivo ana-
lisar a densidade de neurdnios mioentéricos NADPH-diafo-
rase positivo (nitrérgicos) do duodeno de ratos Wistar (Rattus
norvergicos) durante o processo de envelhecimento.

Material e Método

Foram utilizados 15 ratos machos (Rattus norvegi-
cus), da linhagem Wistar, distribuidos aleatoriamente em trés
grupos (n=5/grupo):

¢ C6: animais de 06 meses;

¢ Cl12: animais de 12 meses;

e Cl18: animais de 18 meses.

Os animais dos grupos C12 e C18, aos seis meses
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de idade foram transferidos para o Biotério Setorial, onde
permaneceram até os 12 e 18 meses, respectivamente. Todos
foram alojados em caixas de polipropileno providas de bebe-
douro e comedouro, mantidas em condi¢gdes ambientais con-
troladas de temperatura (24+2°C) e de iluminagéo (ciclo de
12 horas claro/ 12 horas escuro) e agua ad libitum. No inicio
do experimento e mensalmente os animais foram pesados.

Eutanasia dos animais

Ao final do periodo experimental (12 ¢ 18 meses) os
animais foram mantidos em jejum de 12 horas e submetidos
a eutanasia com dose letal de anestésico (Tiopental® 40mg/
kg de peso corpodreo) pela veia peniana. Posteriormente, fo-
ram submetidos a laparotomia, por meio de incisdo mediana
na parede abdominal, para retirada do duodeno (limite cra-
nial: a por¢ao caudal da regido pildrica do estdmago ¢ li-
mite caudal: a flexura duodeno-jejunal). O segmento obtido,
ainda fechado, foi inicialmente mensurado e decalcado em
papel para determinagdo da sua area (mm?), em seguida os
desenhos foram escaneados, juntamente com uma régua, ¢ a
area do segmento foi determinada por meio do analisador de
imagem Image Pro-Plus 3.0.1%. Posteriormente, os duodenos
foram submetidos a técnica histoquimica, para evidenciagdo
de neurénios NADPH-diaforase positivos.

Detec¢do dos neurdonios mioentéricos NADPH-diaforase
positivos (SCHERER-SINGLER et al., 1983)

Os segmentos foram lavados e preenchidos com
solugdo de Krebs pH 7,3 (1,3 g de NaHCO,, 0,24 g de
MgCl, 6H,0, 0,44 g de KCl, 0,165 g de NaH,PO,, 7,05 g de
NaCl ¢ 0,27 g de CaCl, em um litro de dgua destilada). Para
o preenchimento, as extremidades foram fechadas com fio
de sutura. A seguir, os segmentos foram submetidos a duas
lavagens em solucdo de Krebs (10 minutos cada), seguidas
de permeabilizagdo em Krebs contendo Triton X-100 a 0,3%
dissolvido em tampao fosfato de sodio (pH 7,3) durante 10
minutos. Depois, mais duas lavagens em PBS durante dez
minutos cada foram necessarias para posterior incubagio
em meio de reagdo constituido por 50mg de NBT, 100 mg
de B-NADPH e 0,3% de Triton X-100 em tampao Tris-HCl
(0,1M pH 7,6) por duas horas, para evidenciar os neurdnios
mioentéricos NADPH-diaforase positivos. Posteriormente,
os duodenos tiveram suas extremidades liberadas e foram
imersos em solugdo de paraformoldeido a 4% para a fixagdo
¢ armazenagem.

Obtencio dos preparados de membrana

Apos periodo de 48 horas de fixacdo, foram elabo-
rados preparados de membrana por meio de sec¢des ao longo
do eixo longitudinal na margem mesentérica dos duodenos.
Em seguida, foram microdissecados sob estereomicroscopio,
para retirada das tinicas mucosa e submucosa e preservagio
das tinicas muscular e serosa. Estes preparados de membra-
na obtidos foram montados entre lamina e laminula com Per-
mount (Synth®).

Quantificagdo neuronal (mm?)
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Densidade de neurdnios mioentéricos de ratos

A quantificagdo neuronal por area (mm?) foi reali-
zada por meio dos preparados de membrana obtidos de cada
duodeno. Para tanto, em cada preparado de membrana foi
adaptado um sistema teste constituido por 60 campos equi-
distantes, distribuidos em dez colunas com seis linhas cada,
amostrando todas as regides (mesentérica, intermediaria e
antimesentérica) do duodeno.

Os campos visualizados ao microscopio, com au-
mento de 400X, foram capturados por meio de uma a ca-
mera digital de alta resolugdo acoplada ao microscopio. As
imagens capturadas foram transferidas para o computador, a
partir do qual foram delimitadas por um sistema teste cons-
tituido por linhas de inclusdo (margem superior ¢ margem
direita) e de exclusdo (margem inferior € margem esquerda).
Desta maneira, os neurdnios contidos dentro dos limites da
area teste e os que tocaram as margens superior ¢ direita fo-
ram contados e os neurdnios que tocaram as margens inferior
e esquerda do campo foram excluidos.

A area calculada de cada campo foi de 0,056mm?,

sendo que a area total analisada por preparado de membrana
foi de 3,36 mm?.

Analise estatistica

A analise estatistica foi feita pelo programa Sisvar.
Os dados referentes a quantificacdo dos neurénios mioentéri-
cos NADPH-diaforase positivos foram analisadas pelo teste
Scott Knott e os resultados descritos como média + desvio
padrdo. O nivel de significancia adotado foi de P<0,05.

Resultados

Durante todo o periodo experimental (12 e 18 me-
ses) ndo foram observadas alteragdes no comportamento dos
animais dos grupos estudados (consumo de agua e ragéo,
urina e fezes). Os dados referentes ao peso corporeo dos ani-
mais durante todo o periodo experimental estdo apresentados
na tabela 1.

Tabela 1: Média de peso (gramas) dos animais dos grupos C6, C12 ¢ C18 durante o periodo experimental

Jul Ago Set Out Nov De Jan Fev Mar  Abr Mai Jun Jul
Cé 398 - - - - - - - - - - - -
C12 397 493 483 484 490 490 497 - - - - - -
C18 496 482 463 471 483 486 506 510 512 514 512 514 512

Ao analisarmos os preparados de membrana, ndo
foram verificadas diferengas morfoldgicas com o envelheci-
mento. Em todos os grupos estudados (C6, C12 ¢ C18), os
neurdnios mioentéricos, foram localizados na tinica muscu-
lar, reunidos em génglios, com numero variado de neurdnios
por ganglio e normalmente os neurdnios apresentaram corpo
celular alongado e nticleo oval. Neurdnios isolados, especial-
mente no trajeto das fibras nervosas, foram também encon-
trados (Figura 1).

Figura 1: Fotomicrografia do plexo mioentérico do duodeno de
ratos dos grupos C6, C12 e C18, evidenciando neurénios NADPH-
-diaforase agrupados em ganglios (*) com presenga de neurdnios
isolados no trajeto das fibras nervosas (seta) (barra:100pm).

Nao foram observadas diferencas significativas
(p>0,05) na area do duodeno (mm?) com o envelhecimento,
ao compararmos os trés grupos estudados (C6, C12 e C18)
(tabela 2).

Tabela 2: Média da area do duodeno (mm?) dos animais dos
grupos C6, C12 e C18

Grupos Area do duodeno (mm?)
C6 136,56 +2,56a

C12 137,55 £ 4,55a

C18 1382 +2.91a

* letras iguais na mesma coluna nao diferem pelo teste de Scott
Knott

A densidade neuronal foi obtida por meio da média
de neurdnios por mm? do duodeno dos grupos estudados. Os
animais do grupo C6 apresentaram média neuronal de 78,78
+ 0,98, no grupo C12 a média foi de 74,36 + 2,95, enquanto
que no grupo C18 foi de 56,67 + 5,86 (tabela 3).

Tabela 3: Médiatdesvio padrdo do niimero de neurdnios
(mm?) NADPH-diaforase positivos do duodeno de ratos do
grupo C6, C12 e C18

Grupos Densidade de Neurdonios (mm?)
C6 78,78 +0,98a
Cl12 74,36 +2.95a
C18 56,67 + 5,86b

*letras diferentes na mesma coluna diferem pelo Teste de Scott
Knott

Ao compararmos os grupos C6, C12 e C18 verifi-
cou-se uma diminui¢@o na densidade neuronal (mm?) com
envelhecimento, entretanto esta diferenca so6 foi significativa
(p>0,05) entre os seis e dezoito meses (grupos C6 ¢ C18),
onde a diminui¢do na densidade neuronal foi de 28 % e entre
os doze e dezoito meses (C12 e C18), com diminuigdo de
24%.

Discussiao

A analise quantitativa realizada neste trabalho se
deu mediante preparados de membrana do duodeno. Segun-
do Saffrey (2004), a utilizagdo de preparados de membrana
¢ uma maneira eficiente para estudo da densidade neuronal,
assim como, torna possivel uma rapida amostragem do gran-
de nimero de ganglios em apenas um tUnico preparado de
tecido.
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Alteragoes na area dos segmentos do trato gastroin-
testinal sdo verificadas durante as etapas de desenvolvimento
do animal. Desta forma, se tais altera¢des ndo forem mensu-
radas podem levar a analises equivocadas da densidade neu-
ronal, provocada por uma reducdo ou aumento aparente da
densidade de neurdnios por area (GABELLA, 1971, 1989).

E descrito na literatura a utilizagio de fator de cor-
recdo para evitar erros na interpretagdo de dados referentes
a densidade neuronal, em que este fator ¢ derivado da razdo
entre a area do intestino de um animal jovem pela area de
um animal senil (GABELLA, 1971, 1989; PHILLIPS et al.,
2003).

Assim como observado em nosso trabalho, Gagliar-
do et al. (2008) e Mari et al. (2008) também ndo verificaram
alteragdes nas dimensdes do colo e duodeno, respectivamen-
te, com o envelhecimento. Desta forma, neste estudo nao se
fez necessario a utilizag@o do fator de corregdo, uma vez que
ndo foram verificadas diferencas significativas (p>0,05) na
area do duodeno entre os grupos estudados.

A técnica histoquimica NADPH-diaforase que evi-
dencia uma subpopulagido de neurénios que sintetizam 6xido
nitrico (NO), um neutransmissor inibitoério da musculatura
intestinal (FURNESS, 2000; FURNESS et al, 1992; SAN-
DERS; WARD, 1992).

Foi possivel observar com o envelhecimento uma
perda de 28% de neurdnios mioentérico NADPH-diaforase,
ao compararmos os animais dos grupos C6 e C18, inferin-
do uma redugdo significativa na densidade neuronal. O NO
apresenta capacidade inibitdria sob a musculatura do TGI,
0o NO contribui de maneira secundaria no processo de ab-
sor¢do, uma vez que aumenta o tempo de contato para di-
gestdo ¢ absor¢do da ingesta (MARTINEZ-CUESTA et al.,
1997). Desta forma, esta diminui¢ao na populacdo nitrérgica
poderia acarretar disfungdes intestinais, com diminui¢ao na
taxa absortiva e consequentemente na condigdo nutricional
do idoso. Entre os mecanismos neurais, que envolvem altera-
¢oes na producdo de neurotransmissores, sdo relatados casos
de constipagdo idiopatica cronica, doenga comumente relata-
da em pacientes idosos (FIRTH; PRATHER, 2002).

Entretanto, entre os animais adultos e de meia idade
(grupos C6 para C12, respectivamente) a redugdo na densi-
dade neuronal ndo se mostrou significativa, sendo de apenas
6%, sugerindo que a diminui¢do na popula¢do neuronal ni-
trérgica se inicia a partir da meia idade.

A perda no niimero total de neurdnios mioentéri-
cos com o envelhecimento tardio foi verificada no intestino
delgado de ratos (SANTER; BAKER,1988) e cobaias (GA-
BELLA, 1989) e no colo de ratos (PHILLIPS et al., 2003).
No ileo e colo de ratos, Johnson et al. (1998) e Takahashi et
al. (2000), respectivamente, verificaram diminui¢ao signifi-
cativa no numero de neurdnios nitrérgicos com o envelhe-
cimento. Souza et al. (1993) relatam a diminui¢do de 34%
no nimero de neurénios mioentérico do intestino delgado
de humanos, sendo que no duodeno a redugéo na densidade
mostrou-se maior que nos demais segmentos intestinais.

Phillips et al. (2003) néo verificaram diminuigdo na
densidade da subpopulagdo nitrérgica neuronal no intestino
grosso (colo e reto) quando comparado ratos jovens (3 me-
ses) com ratos velhos (24 meses). Por outro lado, Takahashi
et al. (2000), verificaram uma diminui¢do significativa no
nimero de neurdnios nitrérgico do colo por ganglio quando
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comparados ratos jovens, com idade entre 4 e 8§ meses com
ratos senis com idade variando entre 22 e 28.

Dados na literatura a respeito da populagdo nitrér-
gica sdo bastante conflitantes. A perda neuronal verificada
ao longo da vida promove um rearranjo entre os neurdnios
remanescentes que assumem as fun¢des dos neuronios perdi-
dos, refletindo em aumento compensatdrio de subpopulagdes
neuronais. Cserni et al. (2007) ¢ Beck et al. (2009) eviden-
ciaram colocaliza¢do da atividade nitrérgica e colinérgica
em neurdnios entéricos, que podem apresentar alteragcdes em
seu codigo quimico com o avango da idade ou em diferentes
condigdes experimentais, o que poderia justificar as diferen-
tes observagdes na densidade de neurdnios nitrérgicos nos
segmentos do TGI.

Alteragdes no codigo quimico para expressdo de
neurotransmissores foram observadas em casos de colite ul-
cerativa (NEUNLIST et al., 2003) e colocalizacdo nitrérgica
e colinérgica foi descrita no reto de sujeitos portadores de
doenga de Crohn assintomatica, indicando uma resposta re-
generativa do plexo mioentérico nesses casos (SCHNEIDER
et al., 2001).

Neste trabalho foram observadas redu¢ao na densi-
dade dos neur6nios nitrérgicos com o envelhecimento, sendo
esta significativa em idade mais avangada. Tendo em vista
0 aumento expressivo da populagdo idosa no Brasil, se faz
necessario melhor compreender os mecanismos celulares e
moleculares envolvidos no processo de envelhecimento des-
tes neurdnios, assim como o desenvolvimento de interven-
¢des terapéuticas, que visem minimizar os efeitos do enve-
lhecimento, melhorando desta forma a qualidade de vida da
populagio idosa.
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