FLAVIO SILVA TAMPELINI

Aspectos morfoquantitativos e ultraestruturais dos componentes do plexo
mioenterico do intestino grosso de ratos submetidos a subnutricédo (dieta

padrdo de Mocambique) e renutricdo nos periodos pré e pos-natal

Tese apresentada ao Programa de Pds-
Graduacdo em Anatomia dos Animais
Domésticos e Silvestres da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnhia da
Universidade de Sdo Paulo para obtencdo do
titulo de Doutor em Ciéncias

Departamento:
Cirurgia

Area de concentrac&o:
Anatomia dos Animais Domésticos e Silvestres

Orientador:
Prof. Dr. Edson Aparecido Liberti

Sao Paulo
2016



Autorizo a reproducéo parcial ou total desta obra, para fins académicos, desde que citada a fonte.

DADOS INTERNACIONAIS DE CATALOGAGAO NA PUBLICAGCAO

(Biblioteca Virginie Buff D’Apice da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo)

T.3400 Tampelini, Flavio Silva
FMVZ Aspectos morfoquantitativos e ultraestruturais dosnponentes do plexo mioentérico do
intestino grosso de ratos submetidos a subnutfitigéta padrdo de Mogambique) e renutricdo nos
periodos pré e po6s-natal / Flavio Silva Tampelin2016.
128 f.: il

Tese (Doutorado) - Universidade de Sdo Paubculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia. Departamento de Cirurgia, Sdo Pauld,620

Programa de P6s-Graduagdo: Anatomia dos AniDmisésticos e Silvestres.

Area de concentrag&o: Anatomia dos Animais Diicis e Silvestres.

Orientador: Prof. Dr. Edson Aparecido Liberti.

1. Proteina vegetal. 2. Proteina ani®aBubnutricdo. 4. Plexo mioentérico. 5. Intesgmosso
I. Titulo.




RESUMO

TAMPELINI, F. S. Aspectos morfoquantitativos e ultraestruturais dos componentes do
plexo mioentérico do intestino grosso de ratos submetidos a subnutricdo (dieta padréo de
Mocambique) e renutricdo nos periodos pré e p6s-natal. [Morphoquantitative aspects and
ultrastructural components of the myenteric plexus of the large intestine of rats submitted to
malnutrition (standard diet of Mozambique) and refeeding pre- and postnatal]. 2016. 128 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de
Séo Paulo, Séo Paulo, 2016.

A fome e a subnutricdo estdo entre os mais devastadores problemas sociais e de saude publica
nos paises em desenvolvimento, estando relacionadas a problemas socioecondmicos como
pobreza, miséria, baixo nivel educacional, auséncia de programas de salde, déficit no
saneamento basico e tabus alimentares. Assim, o presente estudo teve por objetivo avaliar os
efeitos da dieta basica da populacdo de Mocambique (DM) e da renutricdo proteica, nos
componentes do plexo mioentérico dos segmentos proximal e distal do intestino grosso de ratos
Wistar de 21 e 42 dias. Para tanto, os animais foram divididos em sete grupos: o controle, dieta
AIN-93G com adicdo de 20% de caseina (NN21 e NN42); Dieta de Mogcambique (DM21 e
DM42); Dieta Mogcambique suplementada, acrescida de 20% de caseina (NM21 e NM42) e o
grupo renutrido (RM42), animais do grupo DM21 que, a partir do 22° dia, receberam a dieta
NM até atingirem 42 dias de vida. As amostras dos segmentos proximal e distal do intestino
grosso, foram coletadas e submetidas as técnicas histoquimicas da NADH-diaforase e NADPH-
diaforase e imunohistoquimica (ChAT, Substancia P e VIP), para avaliacdo qualitativa e
quantitativa dos neurénios do plexo mioentérico. A estrutura, ultraestrutura e morfometria dos
componentes ganglionares e da parede e mucosa intestinal, foram avaliadas com o uso de
técnicas rotineiras de histologia (HE, Picro-sirius e Weigert) e de microscopia eletrénica de
varredura e de transmissdo. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e,
dependendo do parametro a ser avaliado, utilizados dois ou trés fatores (grupo, idade e
segmento do intestino). Quando necessario, comparacdes multiplas pelos métodos de
Bonferroni ou Tukey foram aplicadas, com nivel de significancia p<0,05. A analise qualitativa
mostrou que todos 0s grupos experimentais, independentemente da idade (21 e 42 dias) e
segmento intestinal (proximal e distal), apresentaram as camadas histoldgicas e seus
constituintes preservados. Os animais do grupo DM apresentaram 0s menores valores para:

peso e comprimento; dados metabolicos; area da parede e mucosa intestinal; comprimento e



area do intestino. A renutri¢do néo foi capaz de recuperar esses parametros. As fibras colagenas
do tipo | predominaram no grupo DM e as do tipo Il no grupo RM. As fibras elésticas ndo
foram detectadas na capsula dos ganglios mioentéricos do grupo DM aos 21 e 42 dias. A
imunorreatividade dos neurénios mioentéricos a ChAT, SP e VIP, mostrou-se fraca no grupo
DM. Sob o aspecto ultraestrutural, o grupo DM exibiu um atraso no desenvolvimento celular.
A densidade de neurdnios reativos a NADH-d e NADPH-d foi maior em todos os grupos de 21
em comparacdo aos grupos de 42 dias, independente do segmento. O grupo DM apresentou
uma densidade numérica neuronal maior em relacdo aos outros grupos, independente do
segmento e idade. Por outro lado, quando se avaliou a area do perfil neuronal, os grupos de 42
dias exibiram uma &rea maior em relacéo aos animais de 21 dias, independente do segmento.
Entre os grupos da mesma faixa etaria, independente do segmento, a area neuronal dos animais
foi maior no grupo NN, e menor no grupo DM. O grupo RM néo recuperou esse parametro. A
estimativa do ndmero total de neurénios da NADH-d aumentou com a idade em todos 0s
grupos. Considerando a mesma faixa etéria, ndo foram detectadas diferencas entre os grupos.

Ja a estimativa neuronal paraa NADPH-d foi maior no grupo DM, independentemente da idade.

Palavras-chave: Proteina vegetal. Proteina animal. Subnutricdo. Plexo mientérico. Intestino

grosso.



ABSTRACT

TAMPELINI, F. S. Morphoquantitative aspects and ultrastructural components of the
myenteric plexus of the large intestine of rats submitted to malnutrition (standard diet of
Mozambique) and refeeding pre- and postnatal. [Aspectos morfogquantitativos e
ultraestruturais dos componentes do plexo mioentérico do intestino grosso de ratos submetidos
a subnutricdo (dieta padrdo de Mogambique) e renutricdo nos periodos pré e pds-natal].
2016.128 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2016.

Hunger and malnutrition are among the most devastating social and public health problems in
developing countries, being related to socioeconomic problems such as poverty, misery, poor
education, absence of health programs, deficit in basics sanitation and food taboos. The aim of
the present study was to evaluate the effects of Mozambique population’s regular diet (DM)
and the protein refeeding in the components of the myenteric plexus of proximal and distal
segments of the large intestine of Wistar rats 21 and 42 days old. Animals were divided into
seven groups: control, AIN-93G diet with 20% casein addition (NN21 and NN42); Diet
Mozambique (DM21 and DM42) and Diet Mozambique supplemented with 20% casein (NM21
and NM42) and re-nourished group (RM42), animals from DM21 group, 22 days old, that
received the NM diet until they reach 42 days old. Proximal and distal segments samples of the
large intestine were collected and submitted to NADH-diaforase and NADPH-diaforase
histochemical techniques and to immunohistochemistry (ChAT, Substance P and VIP), in order
to demonstrate myenteric neurons. The structure and ultra-structure of ganglion components
and intestinal wall were assessed using routine histology techniques (HE, Picrosirius and
Weigert) and scanning and transmission electron microscopy. Data was analyzed by the
analysis of variance (ANOVA) and, depending on the parameter to be assessed, two or three
factors were used (group, age and bowel segment). When necessary, multiple comparisons by
Bonferroni or Tukey methods were applied, considering p <0.05 as significance level.
Qualitative analysis showed that all groups, regardless of age (21 and 42 days), and intestinal
segments (proximal and distal) showed histological layers and their constituents preserved. RM
group did not recovered this parameter. DM group animals showed the smallest values for the
following parameters: weight and length; metabolic data; intestinal mucosa and wall area;
intestine length and area. Refeeding did not recovered these parameters. Type | collagen fibers

were most frequent in DM group, whereas type |11 prevailed in RM group. Elastic fibers were



not detected in the capsule of myenteric ganglion of DM group at 21 and 42 days. DM group
showed low immune reactivity of myenteric neurons to ChAT, SP and VIP. As regards to
ultrastructural aspects, DM group showed slow cellular development. Besides, NADH-d and
NADPH-d analysis exhibited increased numeric neuronal density in 21 days old animals
compared to 42 days old animals, despite segments. DM group showed higher neuronal numeric
density than other groups, regardless of segment and age. On the other hand, when evaluating
the neuronal profile area, 42 days groups showed greater area than 21 days animals, with both
techniques and regardless of segment. Furthermore, DM group showed significantly lower
neuronal area compared to the other groups, regardless of intestinal segment. RM group did not
recovered this parameter. Total number of neurons directly increased according to age in all
groups. No difference was found between groups of same age. NADPH-d neuronal estimative

was higher in DM group, regardless of age.

Keywords: Vegetable protein. Animal protein. Malnutrition. Myenteric plexus. Intestine,
large.
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1 INTRODUCAO

A subnutricdo pode ser definida como um estado de deficiéncia de energia, proteina
e/lou outro nutriente especifico, acarretando alteracbes na funcdo corporal, podendo ser
revertida com suporte nutricional adequado (ALLISON, 2000). Apresenta uma alta prevaléncia
em paises subdesenvolvidos, estando relacionada a problemas socioecondmicos, educacionais,
de saude e de saneamento basico (MULLER; KRAWINKEL, 2005). Subnutricdo é o maior
problema de saude publica em paises em desenvolvimento no mundo, sendo responsavel por
mais de 2 milhdes de mortes em criangas com menos de 5 anos de idade (MULLER;
KRAWINKEL, 2005; COLLINS et al., 2006; BLACK et al., 2008; FAO, 2012). Estima-se que
13-19 milhdes de criancas sdo afetadas pela subnutri¢do aguda em todo o mundo. Essas criancas
tém aproximadamente 9x mais chances de morte quando comparadas aquelas sem esse fator de
risco. A combinagao de pobreza, falta de saneamento basico, acesso a comida, falha no sistema
de saude, desmame precoce e regides de conflito, associada a doencas como HIV/AIDS,
diarreias e infecgdes respiratdrias sdo os fatores responsaveis por esse alto indice de mortalidade
(ONISetal., 1993; BHUTTA, 2009). Ainda, Levitsky e Strupp (1995) e Monte (2000) afirmam
que a subnutri¢do, além de ser um problema de satde publica, € um grave problema social, uma
vez que sua natureza multifatorial e ocorréncia em periodos criticos de desenvolvimento, podem
levar a alteragdes morfoldgicas, comportamentais e cognitivas.

Esta claro que uma deficiéncia no estado nutricional, é o principal fator para diminuicéo
das funcoes fisioldgicas, aumento no risco de complicagdes e morte. Com isso, uma significante
relagcdo entre nutricdo e alteragcdes nas mais diversas fungdes e sistemas corporais, tém sido
observadas (WANDEN-BERGHE et al., 2009), principalmente no controle intrinseco do TGl
(CONBOY; SANTER; SWIFT, 1987; SANTER; CONBOY, 1990; MIRANDA-NETO, 1999;
CASTELUCCI et al., 2002; BRANDAO, 2003; SCHOFFEN et al., 2005; GOMES et al., 2006;
LIBERTI et al., 2007; GREGGIO et al., 2010; CIRINO et al., 2013; SCHOFFEN et al., 2014a;
SCHOFFEN et al., 2014b).

Os componentes do trato gastrintestinal (TGI), do es6fago ao anus, apresentam certas
caracteristicas estruturais em comum. Trata-se de um tubo oco, composto por uma luz, cujo
diametro é variavel, circundado por uma parede formada por quatro camadas distintas: mucosa,
submucosa, muscular e serosa (adventicia), cada qual com suas respectivas constituigdes,
fungdes e adaptacdes para cada 6rgdo (GARTNER; HIATT, 2007; ROSS; PAWLINA, 2012;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).
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A inervagdo dos orgdos do TGI é extremamente complexa, e difere de outros 6rgédos
periféricos por apresentar um extenso sistema nervoso intrinseco, que controla suas fungdes
mesmo quando esta completamente separado do controle central (FURNESS, 2012). De fato,
para que desempenhe suas funcdes de digestdo, absorcdo e excrecdo, o TGI recebe uma
inervacdo intrinseca, conferida por uma ampla rede nervosa organizada em plexos ganglionares
dispostos entre suas tlnicas — o sistema nervoso entérico (SNE), e também uma inervagéo
extrinseca, conferida por fibras nervosas colinérgicas parassimpaticas que estimulam a
musculatura lisa do intestino, fibras nervosas adrenérgicas simpaticas que deprimem a atividade
da musculatura lisa intestinal e por neurdnios viscerais aferentes (FURNESS, 2006; PHILLIPS;
POWLEY, 2007).

O grau de participacao entre o controle intrinseco e o controle extrinseco na coordenacao
da funcdo muscular, varia de acordo com a regido do TGI e também com circunstancias
fisiologicas. Em termos gerais, 0 movimento do eséfago é amplamente determinado por um
padrdo neural gerado no sistema nervoso central (SNC), ao passo que uma extensa parte do
SNE tem um papel secundario. Os movimentos de propulsdo gastrica séo miogénicos, mas o
SNC atraves do tronco cerebral e de reflexos esofagogastricos, apresenta um papel importante
no controle do volume, forca de contracdo e secrecdo acida. Por outro lado, 0 SNE domina o
controle da motilidade do intestino delgado e grosso (FURNESS, 2006), com excecdo da
defecacédo, onde 0 SNC exerce controle por meio dos centros de defecacdo na medula espinal
lombar e sacral (FURNESS, 2012).

De maneira geral, o SNE consiste em numerosos tipos de neurdnios e células gliais
agrupadas em ganglios e distribuidos em dois plexos maiores: o plexo mioentérico (ou de
Auerbach), responsavel pelo controle da motilidade intestinal, e localizado entre as camadas
longitudinal e circular da tunica muscular do es6fago o anus, e o plexo submucoso (ou de
Meissner), localizado na camada submucosa dos intestinos delgado e grosso, ficando
encarregado de controlar as atividades das tlnicas submucosa e mucosa, € regular o ténus
vascular e a absorcdo/secrecdo de substancias (SCHEMANN; NEULIST, 2004; FURNESS,
2006).

Considerando que muitos estudos tém sido realizados com a finalidade de entender os
efeitos da subnutricdo em diversos Orgaos, as repercussdes sobre o intestino grosso - um
importante 6rgao responsavel pela absorcdo de &gua e de alguns eletrdlitos, necessarios a

manuten¢do da homeostase do organismo, ainda é tema a ser explorado.
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7 CONCLUSOES

De acordo com as proposi¢des da presente pesquisa, € com nos resultados obtidos face a

metodologia empregada, é licito concluir-se que:

1. Os animais submetidos a Dieta de Mocambique (DM), além de exibirem dados
metabolicos menores, foram também os que apresentaram o menor peso e comprimento.
Embora, no geral, o comprimento e a area do intestino, bem como da area intestinal e
da mucosa, independente do segmento estudado aumentaram de 21 para 42 dias, 0s
menores parametros foram evidenciados no grupo DM, caracterizando um estado de

subnutricdo. A renutricdo ndo foi capaz de recuperar esses parametros.

2. Sob o aspecto qualitativo, independentemente do tipo de dieta, idade, do segmento e do
grupo experimental, ndo ocorreram alteracBes nas caracteristicas morfologicas das

camadas musculares, submucosa e mucosa.

3. Aos 42 dias, as fibras coldgenas do tipo | predominaram no grupo DM e as do tipo Il
no grupo RM, o que demonstra, mesmo com baixo teor, a capacidade da proteina vegetal
de maturar de forma precoce esse tipo tecido. As fibras elésticas ndo foram detectadas
na cdpsula dos ganglios mioentéricos do grupo DM aos 21 e 42 dias, indicativo do

comprometimento da mobilidade dessa estrutura.

4. A fraca imunorreatividade dos neurénios mioentéricos a ChAT, SP e VIP nos animais

do grupo DM sugere a presenca alteracdes na motilidade do intestino grosso.

5. Sob o aspecto ultraestrutural, mormente aos 42 dias, os nucléolos com material fibrilar
exibindo baixa eletrodensidade, cisternas do reticulo endoplasmatico pouco evidentes e
com aglomerados de ribossomos, e cromatina nuclear irregularmente distribuida nos

neurdnios do grupo DM permite inferir um atraso no desenvolvimento celular.
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10.

Em todos os grupos estudados, independentemente do segmento intestinal e idade dos
animais, ndo existem diferencas significativas no que diz respeito & morfologia dos

ganglios do plexo mioentérico reativos a NADH-d e NADPH-d.

A densidade de neurdnios reativos a NADH-d e NADPH-d foi maior em todos 0s grupos
de 21 dias relativamente aos grupos correspondentes de 42 dias, independente do
segmento intestinal. A maior densidade, tanto aos 21 como aso 42 dias, foi observada

no grupo subnutrido (DM), independentemente do segmento.

Em todos os grupos, a area do perfil neuronal evidenciada pelas técnicas de NADH-d e
NADPH-d aumentou de 21 para 42 dias, independente do segmento. Entre 0s grupos da
mesma faixa etéria, independente do segmento, a area neuronal foi maior no grupo NN,

e menor no grupo DM. O grupo RM ndo recuperou esse parametro.

O numero estimado neurénios reativos a NADH-d aumentou com a idade em todos os

grupos. Na mesma faixa etéria, ndo foram detectadas diferencas entre 0s grupos.

Em ambas as faixas etarias, o nimero estimado de neurdnios reativos a NADPH-d foi

maior no grupo DM.
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