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APRESENTAÇÃO

A coleção “Ciências Morfofuncionais” é uma obra que tem como foco principal a 
apresentação de trabalhos científicos diversos que compõe seus capítulos relacionados aos 
mecanismos envolvidos na estrutura e no funcionamento do corpo dos organismos vivos. 
O volume apresenta um compilado de 7 artigos distribuídos em temáticas que abordam de 
forma categorizada e interdisciplinar trabalhos, pesquisas, relatos de casos e/ou revisões 
que transitam nas diversas áreas de aplicação da Anatomia e Fisiologia.

O objetivo central desta coletânea é apresentar de forma categorizada e clara 
estudos desenvolvidos em diversas instituições de ensino e pesquisa do país. Em todos 
esses trabalhos a linha condutora foi o aspecto relacionado à Biologia Celular, Biologia 
Molecular, Bioquímica, Genética, Histologia, Embriologia, Imunologia, Anatomia, Fisiologia, 
Medicina, Medicina Veterinária, Saúde e áreas correlatas.

O avanço tecnológico e científico tem contribuído com inúmeras pesquisas que 
analisam a morfologia dos organismos e buscam entender o funcionamento e a interação 
das moléculas, células, tecidos, órgãos e dos sistemas do corpo. O estudo das Ciências 
Morfofuncionais pode auxiliar na prevenção e no combate a patologias/doenças que podem 
afetar a saúde humana e dos demais seres vivos, além de contribuir com o diagnóstico e 
tratamento de diversas doenças, como o câncer e a diabete.

Temas diversos e interessantes são deste modo, discutidos aqui com a proposta 
de fundamentar o conhecimento de Graduados, Mestres, Doutores e todos aqueles que 
de alguma forma se interessam pelas Ciências Biológicas e pelas Ciências da Saúde em 
seus aspectos anatômicos e fisiológicos. Possuir um material que demonstre a aplicação 
da Morfofisiologia em várias áreas do conhecimento, de forma temporal e com dados 
substanciais de regiões específicas do país tem sido relevante, bem como, abordar temas 
atuais e de interesse direto da sociedade.

Este livro “Ciências Morfofuncionais” apresenta uma teoria bem fundamentada 
nos resultados práticos obtidos por vários pesquisadores, professores e acadêmicos que 
arduamente desenvolveram seus estudos que aqui estão apresentados de maneira concisa 
e didática. Sabemos o quão importante é a divulgação científica, por isso evidenciamos 
também a estrutura da Atena Editora, que é capaz de oferecer uma plataforma consolidada 
e confiável, permitindo que esses pesquisadores exponham e divulguem seus trabalhos 
científicos.

Desejo a todos uma ótima leitura.

Renan Monteiro do Nascimento
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RESUMO: O envelhecimento está relacionado 
ao estresse oxidativo, podendo causar alterações 
morfofisiológicas na inervação intrínseca 
intestinal. O Agaricus blazei Murril (ABM) pode 
neutralizar espécies reativas de oxigênio (ERO) 
e prevenir alterações decorrentes da idade. O 
objetivo deste trabalho foi analisar os efeitos 
do extrato aquoso de ABM sobre os neurônios 
NADH diaforase positivos do plexo mioentérico 
de ratos Wistar velhos. Após aprovação do 
Comitê de Ética em Experimentação Animal, 
ratos Wistar com 7 meses de idade foram 
distribuídos em grupos controles de 7 e 23 
meses (C7 e C23) e grupo experimental de 23 
meses (CA23). Os ratos do grupo CA23 foram 
suplementados via gavagem diariamente com 
extrato aquoso de ABM (26mg/animal) por 16 
meses. Todos os animais foram alimentados ad 
libitum com ração padrão para roedores.  Após 
eutanásia dos animais, amostras do jejuno 
foram destinadas à obtenção de preparados de 
membrana e coloração pelo método histoquímico 
NADH-diaforase, para estudo quantitativo 
e morfométrico neuronal. Foram contados 
os neurônios em 80 campos microscópicos 
aleatórios por animal e mensuradas a área dos 
corpos celulares, núcleos e citoplasma de 100 
neurônios por animal. Os dados foram analisados 
por one-way ANOVA e Tukey, com significância 
de 5%. O envelhecimento causou prejuízo 
neuronal, registrado com aumento significativo 
na densidade de neurônios NADH-diaforase 
positivos, não havendo interferência do extrato 
de ABM. Nenhuma modificação na área do 
corpo celular, núcleo e citoplasma dos neurônios 
ocorreu com o envelhecimento e suplementação. 
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O extrato aquoso de ABM não protege os neurônios NADH-diaforase positivos do jejuno de 
ratos Wistar velhos contra o dano nervoso ocasionado pela disfunção e aumento de ERO.
PALAVRAS-CHAVE: Cogumelo do sol, envelhecimento, plexo mioentérico.

NADH-DIAPHORASE POSITIVE NEURONS OF THE JEJUNUM OF OLD RATS 
SUPPLEMENTED WITH AGARICUS BLAZEI MURRILL

ABSTRACT: Aging is related to oxidative stress and may cause morphophysiological changes 
in the intestinal intrinsic innervation. The Agaricus blazei Murril (ABM) can neutralize reactive 
oxygen species (ROS) and prevent alterations due to age. The objective of this work was to 
analyse the effects of the aqueous extract of ABM on the NADH-diaphorase positive myenteric 
neurons of old rats. After approval by Ethics Committee Animal Experimentation, 7-month-old 
Wistar rats were distributed into groups control groups of 7 and 23 months (C7 and C23) 
and experimental group of 23 months (CA23). The CA23 group rats were supplemented by 
gavage daily of aqueous extract of ABM (26mg/animal) for 16 months. All animals were fed ad 
libitum with standard rodent feed.  After euthanasia, samples of jejunum were destined to the 
whole-mount preparations stained with NADH-diaphorase histochemical method for neuronal 
morphoquantitative study. For neuronal analysis, myenteric neurons present in 80 randomic 
microscopic fields per animal were counted and the cell body area, nucleus and cytoplasm 
of 100 neurons per animal were measured. The data were submitted to analysis of one-way 
ANOVA and Tukey tests with 5% significance. The aging caused neuronal damage, registering 
significant increase of NADH-diaphorase positive neurons density, with no interference from 
the ABM extract. No modification occurred in the cell body, nucleus and cytoplasm of neurons 
after aging and supplementation. The aqueous extract of ABM did not protect the NADH-
diaphorase positive neurons of jejunum of old Wistar rats against nerve damage caused by 
dysfunction and increase of ROS.
KEYWORDS: Sun mushroom, aging, myenteric plexus.

1 |  INTRODUÇÃO
O processo de envelhecimento promove alterações morfoquantitativas na 

população de neurônios entéricos, na expressão de neurotransmissores e organização dos 
plexos nervosos (PHILLIPS; POWLEY, 2001), podendo levar a sintomas como redução 
do tempo de esvaziamento gástrico e dos movimentos peristálticos (HALL, 2002; WADE, 
2002), atividades estas moduladas pela inervação intrínseca do trato gastrointestinal. 
Estas alterações estão relacionadas principalmente à produção de radicais livres, pelo 
metabolismo energético mitocondrial, redução dos antioxidantes intracelulares e depleção 
de fatores neurotróficos, provocando danos neuronais cumulativos e irreversíveis causando 
a morte celular (THRASIVOULOU et al., 2006; KORSAK et al., 2012; SCHOFFEN et al., 
2014). 

Existem inúmeras rotas que levam à produção de espécies reativas de oxigênio 
(ERO), mas o metabolismo energético mitocondrial é geralmente reconhecido como o mais 
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importante na maioria das células eucarióticas (CARVAJAL et al., 2012). Por ser a fonte 
intracelular direta de ERO, as mitocôndrias também estão sujeitas ao ataque direto dessas 
moléculas (SOARES et al., 2009). Já foi constatado que os danos induzidos por moléculas 
oxidantes, incluindo mutações no DNA mitocondrial, pode resultar em perda progressiva 
da capacidade celular de produzir ATP, degeneração e, eventualmente, morte da célula 
(FIRENZUOLI et al., 2008).

Compostos com propriedades antioxidantes como o basidiomiceto Agaricus 
blazei Murril (ABM) tem sido amplamente estudado com objetivo de amenizar os 
efeitos do estresse oxidativo sobre as células. ABM, conhecido como cogumelo do sol, 
possui atividades preventivas popularmente conhecidas para doenças como diabetes, 
hiperlipidemia, arteriosclerose, hepatite e câncer (TAKAKU et al., 2001; NASO, 2010), 
além de ações antimutagênicas, imunoestimulatórias, neuroprotetora e antioxidantes 
comprovadas cientificamente (TAKAKU et al., 2001; BARBISAN et al., 2002; OLIVEIRA et 
al., 2007; SANTI-RAMPAZZO et al., 2015), podendo contribuir significativamente para a 
melhoria dos sintomas gastrointestinais e a qualidade de vida de idosos.

Neste contexto, vários métodos são utilizados para estudo dos neurônios do 
sistema nervoso entérico em animais e humanos, todavia a técnica histoquímica para 
NADH-diaforase (NADH-d) permite comparar o grau de atividade metabólica dos neurônios 
entéricos em diferentes tratamentos experimentais (SOUSA; MIRANDA-NETO, 2009). A 
técnica baseia-se na formação de um precipitado de formazana que ocorre na medida em 
que o Nitro Blue Tetrazolium (NBT) é reduzido às custas da oxidação do NADH em uma 
reação catalisada pelo complexo I da cadeia transportadora de elétrons das mitocôndrias 
(BERRIDGE et al., 2005). Investigações dos efeitos do ABM sobre a inervação intrínseca 
intestinal de ratos envelhecidos evidenciada por esta técnica não são encontradas na 
literatura.

Este trabalho teve por objetivo analisar os efeitos do extrato aquoso de ABM sobre 
os neurônios NADH-diaforase positivos do plexo mioentérico de ratos Wistar velhos.

2 |  MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 Obtenção do extrato de Agaricus blazei Murril (ABM)
O presente estudo utilizou basidiomas desidratados de ABM produzidos em Ibema, 

PR, Brasil (25°6’50”sul, 53°0’53”oeste). Os basidiomas foram moídos para formar um pó 
fino e então submetido à extração aquosa, modificada da metodologia de Soares et al. 
(2009). Água destilada (100 mL) foi adicionada a cada 10 g de basidioma moído, que 
permaneceu sob agitação a 28° C por 3 horas. Os sólidos residuais foram removidos por 
filtração a vácuo usando papel de filtro Whatman tamanho 1 e novamente submetido à 
extração, que foi repetida três vezes. Os filtrados foram liofilizados e mantidos em freezer 
a -20° C.
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2.2 Animais e tratamento
Foram utilizados 15 ratos Wistar (Rattus novergicus) com 7 meses, mantidos em 

caixas de polipropileno com iluminação de claro e escuro de 12 horas e temperatura de 22 
± 2 ºC, os quais foram distribuídos em grupos denominados controles de 7 meses (C7) e 
23 meses (C23), e grupo experimental de 23 meses (CA23).

Os animais foram alimentados ad libitum com ração padrão NUVILAB-NUVITAL® para 
roedores durante todo período experimental. A partir dos 7 meses, os ratos pertencentes 
ao grupo CA foram suplementados diariamente, via gavagem, com 1 ml de solução aquosa 
contendo 26 miligramas do liofilizado de ABM por 16 meses. 

Aos 7 e 23 meses os animais foram anestesiados intraperitonealmente com tiopental 
sódico (Thionembutal®) na concentração de 40 mg/kg do peso corporal. Após laparotomia, 
amostras do jejuno foram retiradas e destinadas ao método histoquímico da NADH-d 
(GABELLA, 1969) para estudo morfoquantitativo dos neurônios mioentéricos. 

Os procedimentos deste estudo foram aprovados pelo Comitê de Ética em 
Experimentação Animal da Universidade Estadual de Maringá (Protocolo N° 033/2010).
2.3 Técnica histoquímica para NADH-diaforase neuronal

As amostras coletadas foram lavadas e preenchidas com solução de Krebs, 
permanecendo 20 minutos imersas nesta mesma solução; seguido por permeabilização 
em Triton X-100 a 0,3% de Krebs por 5 minutos. Em seguida, realizaram-se 4 imersões em 
solução de Krebs (10 minutos cada) e, por último, as amostras ficaram por 45 minutos em 
meio de incubação contendo 50 ml de solução estoque de NBT, 50ml de tampão fosfato de 
sódio 0,1M pH 7,3, 100ml de água destilada e 0,1g de β-NADH. A reação foi interrompida 
através da imersão dos segmentos em formol a 10% tamponado.

Após fixação, preparados totais da túnica muscular foram obtidos através da 
remoção das túnicas mucosa, submucosa e túnica muscular circular do jejuno, por meio de 
dissecção sob estereomicroscópio. Posteriormente, estes foram desidratados em etanol, 
diafanizados em xilol e montados entre lâmina e lamínula com resina sintética Permount®.

2.4 Análise morfoquantitativa neuronal
Através de imagens microscópicas capturadas em objetiva de 40X, nas regiões 

intermediária e antimesentérica da circunferência intestinal, foram realizadas contagens 
das células nervosas em 80 campos microscópicos aleatórios por animal (40 campos/
região) e mensuração da área (µm2) dos corpos celulares e núcleos de 100 neurônios/
animal (50 neurônios/região). A área do citoplasma neuronal foi estimada pela subtração 
da área do núcleo da área do perfil do corpo celular. 

A captura de imagens dos neurônios mioentéricos foi efetuada em microscópio de 
luz Motic BA410® e a análise morfoquantitativa foi realizada com auxílio do software Image-
Pro Plus® 4.5.
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2.5 Análise estatística
O software GraphPad Prism® 5.0 foi utilizado para análise estatística de todos os 

dados obtidos, aplicando-se o teste Kolmogorov-Smirnov (para verificar a normalidade) 
e Análise de Variância (one-way ANOVA) seguido pelo teste de Tukey, com nível de 
significância de 5%, sendo os resultados expressos como média ± erro padrão.

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO
O envelhecimento causou aumento significativo (35,29%) na densidade de neurônios 

mioentéricos NADH-d positivos do jejuno no grupo C23 em relação ao grupo C7 (Fig. 1 e 
Fig. 2). Este resultado diverge da literatura para o intestino delgado e grosso de ratos, 
uma vez que registra-se redução quantitativa desta população neuronal aos 24 meses 
(SANTER; BAKER, 1988; JOHNSON et al., 1998; COWEN et al., 2000). 

Figura 1 – Densidade de neurônios mioentéricos NADH-d positivos do jejuno de ratos controles 
de 7 e 23 meses (C7 e C23) e suplementados com extrato aquoso de ABM dos 7 aos 23 meses 

(CA23). Média ± erro padrão (n=5). (*) p<0,05 comparado com C7. 

A maior quantidade de células nervosas NADH-d evidenciadas aos 23 meses 
neste estudo está relacionada ao intenso metabolismo mitocondrial, o qual aumentaria a 
quantidade de agentes oxidantes e a probabilidade de disfunção desta organela, conduzindo 
os neurônios à morte com o passar do tempo. Disfunção mitocondrial e aumento do estresse 
oxidativo é um fenômeno encontrado no cérebro de ratos velhos (SA-NAKAMISHI et al., 
2014b), podendo resultar em perda progressiva na capacidade celular de produzir ATP, 
degeneração celular e, eventualmente, morte (FIRENZUOLI et al., 2008).
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Figura 2 - Fotomicrografias de neurônios do plexo mioentérico evidenciados pelo método 
histoquímico NADH-d no jejuno de ratos controles com grupo controle de 7 (A) e 23 (B) meses 

(C7 e C23). 

O aumento na densidade de neurônios entéricos no jejuno dos animais dessa 
pesquisa indica, portanto, dano no sistema nervoso entérico (SOARES et al., 2015; 
STENKAMP-STRAHM et al., 2015) ocasionado pela elevação de espécies reativas de 
oxigênio (ERO) mitocondrial (SA-NAKAMISHI et al., 2014b), que resultará em apoptose 
neuronal a partir dos 24 meses (THARASIVOULOU et al., 2006). Cabe destacar que 
manutenção na quantidade destes neurônios dos 6 aos 12 meses é verificada no duodeno 
e colo de ratos Wistar (GAGLIARDO et al., 2008; MARI et al., 2008), todavia, estudo dessa 
população neuronal entre 12 e 24 meses não são encontrados atualmente. A investigação 
neste intervalo etário possibilitaria maior entendimento sobre o comportamento e a 
capacidade plástica dos neurônios mioentéricos NADH-d com o avançar da idade.

Nos animais tratados com ABM (grupo CA23) também se registrou aumento 
(45,36%) na evidenciação dos neurônios NADH-d em relação a C7, todavia sem diferir 
de C23 (Fig. 1). Este resultado demonstra que a suplementação com ABM por 16 meses 
não foi capaz de alterar os efeitos do envelhecimento sobre o metabolismo neuronal (com 
intensa atividade mitocondrial), assim aumentando o estresse oxidativo e a possibilidade 
de morte celular.  O extrato aquoso de ABM não se mostrou efetivo na diminuição de ERO e 
nem capaz de melhorar a capacidade antioxidante total no cérebro de ratos com 23 meses 
(SA-NAKAMISHI et al., 2014a). Também não elevou a capacidade antioxidante plasmática 
(SANTI-RAMPAZZO et al., 2015), tampouco diminuiu os níveis de ERO mitocondrial (SA-
NAKAMISHI et al., 2014b) e hepática em ratos velhos (SA-NAKAMISHI et al., 2014a). De 
acordo com Sa-Nakamishi et al. (2014a), o longo e constante tratamento com ABM (200 
mg/kg/dia) apresenta a tendência de se tornar menos efetivo acima dos 12 meses.

Com relação a análise morfométrica, nenhuma modificação significativa na área 
do corpo celular, núcleo e citoplasma dos neurônios ocorreu com o envelhecimento e a 
suplementação com ABM (Fig. 3). Comparando animais com 6 e 24 meses de idade, Santer 
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e Baker (1988) não encontraram diferença na área média dos neurônios NADH-d positivos 
do jejuno de ratos Wistar. Manutenção na morfologia neuronal também foi observada no 
colo de animais entre 6 e 12 meses (GAGLIARDO et al., 2008). De acordo com Romano et 
al. (2010), a partir dos 3 meses, a tendência é de que o tamanho dos neurônios NADH-d 
no jejuno permaneça constante até o fim da vida do animal. Assim, nossos resultados 
morfométricos no envelhecimento estão de acordo com a literatura, não havendo efeito do 
ABM sobre os parâmetros analisados. 

Vale ainda destacar que análises quantitativas de populações neuronais realizadas 
por amostragem da área intestinal (como executada nesta pesquisa), se faz necessário 
que o tamanho do órgão inervado por estas células seja considerado para correções, já 
que alterações no comprimento e/ou largura podem ocorrer. Frequentemente no processo 
de envelhecimento registra-se aumento no tamanho intestinal (JOHNSON et al., 1998; 
COWEN et al., 2000), o que pode levar a uma falsa redução no número de neurônios 
mioentéricos por área, já que estas células estariam mais dispersas no tecido (PECK et al., 
2009; GAMAGE et al., 2013), 

Ressalta-se que neste estudo verificou-se aumento estatisticamente significativo na 
área do intestino delgado dos grupos C23 e CA23 (66,67% e 48,24%) quando comparados 
ao grupo C7, com maior densidade de neurônios NADH-d ativos no jejuno de ratos velhos 
suplementados ou não com ABM (Fig. 4). Este dado corrobora com a hipótese de aumento 
na atividade metabólica mitocondrial na idade de 23 meses, antecedendo a apoptose 
neuronal. 

Figura 3 – Área média do corpo celular, núcleo e citoplasma dos neurônios mioentéricos 
NADH-d positivos do jejuno de ratos controles de 7 e 23 meses (C7 e C23) e suplementados 

com extrato aquoso de ABM dos 7 aos 23 meses (CA23). Média ± erro padrão (n=5). Diferença 
não significativa (p>0,05)
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Figura 4 – Área intestinal do jejuno de ratos controles de 7 e 23 meses (C7 e C23) e 
suplementados com extrato aquoso de ABM dos 7 aos 23 meses (CA23). Média ± erro padrão 

(n=5). (*) p<0,05 comparado com C7.

4 |  CONCLUSÕES
O extrato aquoso de Agaricus blazei Murril não protege os neurônios NADH-

diaforase positivos do jejuno de ratos Wistar velhos contra o dano nervoso ocasionado pela 
disfunção e aumento de espécies reativas de oxigênio mitocondrial.
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