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RESUMO 
 
 
O estresse causado por extremos nutricionais pode influenciar qualquer período do 
desenvolvimento de ratos. Restringindo-se ao controle nervoso gastrointestinal, estudos 
demonstram que estes extremos podem impactar neurônios entéricos. No entanto, a 
literatura é frágil quanto às consequências para neurônios de ratos expostos a extremos 
nutricionais durante a lactação e que chegam à fase adulta. Assim, este trabalho avaliou 
os efeitos da subnutrição e supernutrição, induzidas por modelo de programação de 
ninhadas, sobre aspectos morfoquantitativos dos plexos mientérico e submucoso do 
jejuno de ratos Wistar adultos. Dezoito ratos Wistar (Rattus norvegicus) machos foram 
distribuídos em três grupos: ninhada normal (NN), formado por animais oriundos de prole 
com 5 filhotes/matriz; ninhada reduzida (NR), formado por animais oriundos de prole com 
2 filhotes/matriz; e ninhada expandida (NE), formado por animais oriundos de prole com 
8 filhotes/matriz. O jejuno foi coletado, pesado e teve seu comprimento e largura 
mensurados. Multiplicou-se comprimento e a largura para obter a área jejunal. Anéis de 
1cm do jejuno foram microdissecados, visando obtenção de preparados totais contendo 
o plexo mientérico e a camada muscular e o plexo submucoso. Estes foram submetidos 
à técnica de imunofluorescência para marcação da população total de ambos plexos 
(HuC/D+) e as subpopulações nitrérgica (nNOS+) e colinérgica (HuC/D+/nNOS-) no plexo 
mientérico e, no plexo submucoso, as subpopulações foram marcadas com calretinina 
fortemente e fracamente (Calr+).Capturaram-se 32 imagens em fotomicroscópio de 
fluorescência na objetiva de 20x, resultando em uma área para análise de 0,0448 
cm2.Contou-se o número de neurônios da população total e subpopulações nesta área 
do jejuno e projetou-se esse número para toda a área do órgão, como fator de correção 
devido à variação nas dimensões provocada pelo experimento. Além disso, a área de 100 
corpos celulares de neurônios da população total e subpopulações de ambos os plexos 
foi mensurada. Utilizou-se o teste Shapiro-Wilk para avaliar a normalidade. O teste t de 
Student para amostras independentes foi utilizado para comparar dados com distribuição 
normal entre os grupos NRxNN e NExNN. Dados com distribuição livre, utilizou-se o teste 
Mann-Whitney. Para todos os testes o nível de significância considerado foi de 5%. Os 
resultados mostraram que ratos do grupo NR tinham massa corporal maior que a do 
controle. Não se observou diferença significativa na massa corporal entre os grupos NE 
e NN. A área do jejuno estava ampliada nos dois grupos experimentais quando 
comparados ao controle. Neurônios de ambos plexos entéricos não sofreram nenhuma 
alteração no número da população total e das subpopulações avaliadas. Quanto à 
morfometria, observou-se hipertrofia de neurônios mientéricos estimados como 
colinérgicos tanto no NR como no NE, quando comparados ao NN. Também houve 
hipertrofia de neurônios submucosos marcados fracamente em NR e NE e nos marcados 
fortemente com calretinina apenas em NE comparados a NN.Conclui-se que a 
subnutrição e supernutrição durante a lactação de ratos Wistar não provoca perda de 
neurônios entéricos no jejuno de animais adultos. No entanto, o estresse nutricional causa 
hipertrofia do corpo celular de neurônios mientéricos estimados como colinérgicos e 
também de neurônios submucosos marcados fracamente e fortemente com calretinina. 
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ABSTRACT 
 
 
Stress caused by nutritional extremes can influence any period of development in rats. 
Particularly inside gastrointestinal nervous control, studies show that these extremes 
can impact enteric neurons. However, the literature is fragile about the consequences 
for neurons in rats exposed to nutritional extremes during lactation and that reach 
adulthood. Therefore, this work aimed to evaluated the effects of malnutrition and 
overnutrition induced by a litter programming model on morphoquantitative aspects of 
the myenteric and submucosal plexuses of the jejunum of adult Wistar rats. Eighteen 
Wistar rats (Rattus norvegicus) were divided into three groups: normal litter (NL), 
formed by animals from offspring with 5 offspring/mother, reduced litter (SL), formed 
by animals from offspring with 2 pups/mother and expanded litter (LL), formed by 
animals from offspring with 8 pups/mother. The jejunum was collected, weighed and 
had its length and width measured. Length and width were multiplied to obtain the 
jejunal area. Rings of 1 cm from jejunum were microdissected to obtain total 
preparations containing the myenteric plexus with muscular layer and submucosal 
plexus. These were subjected to the immunofluorescence technique to label the total 
population of both plexuses (HuC/D+) and the nitrergic (nNOS+) and cholinergic 
(HuC/D+/nNOS-) subpopulations in the myenteric plexus and in the submucosal 
plexus the subpopulations were marked with calretinin strongly and weakly (Calr+). 
Thirty-two images were captured in a fluorescence photomicroscope on a 20x 
objective, resulting in an area for analysis of 0.0448 cm2. The number of neurons in 
the total population and subpopulations in this area of the jejunum and this number 
was projected for the entire area of the organ, as a correction factor due to the variation 
in dimensions caused by the experiment. In addition, the area of 100 cell bodies of 
neurons from the total population and subpopulations of both plexuses was measured. 
The Shapiro-Wilk test was used to assess normality. Student's t test for independent 
samples was used to compare normally distributed data between the SLxNL and 
LLxNL groups. Data with free distribution the Mann-Whitney test was used. For all 
tests, the significance level considered was 5%. The results showed that rats in the 
NR group had greater body mass than the control group. There was no significant 
difference in body mass between the LL and NL groups. The area of the jejunum was 
enlarged in both experimental groups when compared to the control. Neurons from 
both enteric plexuses did not suffer any change in the number of the total population 
and of the subpopulations evaluated. About the morphometry, hypertrophy of 
myenteric neurons estimated as cholinergic in both SL and LL when compared to NL 
was observed. There was also hypertrophy of submucosal neurons marked weakly in 
SL and LL and those marked strongly with calretinin only in LL compared to NL. 
However, nutritional stress causes hypertrophy of the cell body of myenteric neurons 
estimated as cholinergic and also of submucosal neurons marked weakly and strongly 
with calretinin. 
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1. INTRODUÇÃO 

A saúde pública do Brasil vive uma fase de transição nutricional crescente desde 

a deficiência de micronutrientes até o ganho de peso exagerado da população.  Porém, 

mesmo com as políticas públicas e melhorias no Sistema Único de Saúde (SUS) os 

extremos de condições socioeconômicas, embora reduzidos, ainda permanecem 

contrastantes (COUTINHO, 2008).  

Dados epidemiológicos demonstram que a obesidade no Brasil aumentou em 30% 

nas últimas décadas com prevalência maior entre as faixas etárias de 18 a 24 anos. 

Concomitantemente, a desnutrição permanece elevada em algumas regiões do país, 

sobretudo em municípios de pequeno porte e em grupos populacionais específicos, 

estando fortemente concentrada nas regiões norte e nordeste (BRASIL, 2011). De acordo 

com dados do DataSus, entre 2008 e 2017 (ano dos últimos dados consolidados) o Brasil 

registrou 63.712 óbitos por complicações decorrentes da desnutrição. Isso representa 

uma média de 6.371 mortes por ano e 17 mortes por dia (GARCIA, 2019). Tais problemas 

ocorrem por uma heterogeneidade de fatores que incluem genética, influência do 

ambiente, hábitos culturais e sedentarismo. 

Por uma diversidade de questões socioeconômicas, ainda há famílias brasileiras 

numerosas que conseguem arcar com apenas uma refeição por dia, podendo este 

empecilho desenrolar-se em problemas de tipos de DPE como a desnutrição energético-

calórica (marasmo) e/ou energético-protéico (kwashiorkor). Por outro lado, outra fração 

populacional, provida de melhor acesso ao alimento é, muitas vezes, inconscientemente 

mal nutrida por uma dieta desequilibrada com alimentos repletos de calorias vazias e alto 

valor energético, que não só podem contribuir para anemia, carência de vitaminas e 

outras doenças, mas também são responsáveis por induzir distúrbios metabólicos como 

diabetes e hipertensão ligados ao ganho de peso excessivo (FRAGA, 2012). 

A desnutrição protéico-energética (DPE) denominada de Síndrome de 

Kwashiorkor  ocorre quando há predominância na falta de proteína na dieta.  Quando há 

menor aporte de todos os macronutrientes, ou seja, proteínas, carboidratos e lipídeos, 

classifica-se como outro tipo de DPE denominada marasmo ou desnutrição marasmática. 

Quando ambas ocorrem juntas recebem o nome de desnutrição mista. Logo, mesmo que 

um indivíduo esteja se alimentando diariamente, é possível que surja um quadro de 

desnutrição por falta total ou parcial, de um ou mais elementos da dieta (NHAMPOSSE, 

2012; VOLTARELLI, 2008; ACEVEDO, 2018). 

 

http://svs.aids.gov.br/dantps/centrais-de-conteudos/paineis-de-monitoramento/mortalidade/cid10/
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Esses efeitos nocivos à saúde associados com as desordens destes extremos 

nutricionais vêm instigando pesquisadores do mundo todo à melhor compreensão sobre 

a programação fetal e como as experiências nutricionais no início da vida podem 

contribuir com as desordens metabólicas na vida adulta (PLAGEMANN, 2006; LIU et al., 

2013). Diante os impasses apresentados, este trabalho será mediador para respostas 

futuras sobre o que a alimentação no início da vida pode influenciar o componente do 

Sistema Nervoso Entérico (SNE) de mamíferos que está diretamente envolvido no 

controle da motilidade e secreção de íons do intestino delgado, respectivamente: o plexo 

mientérico e o plexo submucoso. 

1.1 MODELO DE PROGRAMAÇÃO DE NINHADAS 

Tem-se sugerido que as primeiras experiências nutricionais do indivíduo podem 

afetar sua suscetibilidade para doenças crônicas na idade adulta, tais como obesidade, 

hipertensão, doença cardiovascular e diabetes tipo 2. O termo “imprinting metabólico” 

descreve um fenômeno através do qual uma experiência nutricional precoce, 

acontecendo durante um período crítico e específico do desenvolvimento (janela de 

oportunidade), acarretaria um efeito duradouro, persistente, ao longo da vida do indivíduo, 

podendo predispor o indivíduo a determinadas doenças caso o imprinting seja 

desfavorável à nutrição do organismo (BALABAN, 2004). 

O hipotálamo, órgão que comanda a regulação do apetite, permanece 

amadurecendo ao longo das primeiras semanas de vida enquanto os filhotes estão sendo 

amamentados. Sendo assim, este período é suscetível a estímulos nutricionais, 

intervenções e tratamentos na fisiologia do organismo que podem influenciar, por meio 

da expressão gênica, no desequilíbrio da homeostase metabólica e no desenvolvimento 

(BOURET, 2012; PATEL; SRINIVASAN; LAYCHOCK, 2009; PATEL; SRINIVASAN, 2011; 

HABBOUT et al., 2013).   

Em humanos, a formação do hipotálamo ocorre no período de desenvolvimento 

fetal, mais especificamente durante a etapa da organogênese que vai da 4ª a 8ª semana 

após a fecundação. Neste período, o diencéfalo se diferencia em hipotálamo, tálamo e 

epitálamo.  O hipotálamo conterá núcleos que regularão funções viscerais, como o sono, 

a homeostasia, a temperatura corporal, a atividade cardíaca, ingestão alimentar e de 

líquidos, bem como o comportamento emocional e sexual (MOORE, 2012).  

Os períodos mais prematuros e finais da gestação são caracterizados pelo 

amadurecimento do sistema do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal e, portanto, estes 

também são os momentos de maior susceptibilidade do concepto a alterações 
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endócrinas. Enquanto que, o amadurecimento do metabolismo glicídico ocorre nos 

períodos finais da gestação, sendo este mais susceptível a alterações na sensibilidade à 

insulina e tolerância à glicose.  

Existem três períodos críticos durante o desenvolvimento que irão determinar a 

formação do tecido adiposo em humanos. O primeiro ocorre durante o 3° trimestre da 

gravidez, no qual, a composição corporal do feto em desenvolvimento estará relacionada 

aos hábitos nutricionais maternos. O segundo acontece no primeiro ano de vida e recebe 

influência direta do aleitamento materno e o terceiro acontece durante o crescimento e 

adolescência, e está ligado aos hábitos alimentares e de atividade física. Esses são três 

períodos críticos relacionados à hiperplasia do tecido adiposo, o que dificulta a perda de 

peso, aumentando a tendência à obesidade em adultos (BALABAN, 2004). Ainda assim 

existe a obesidade hipertrófica, a qual está relacionada ao aumento do volume das células 

adiposas podendo se manifestar ao longo de qualquer fase da vida adulta (GABELA, 

1971).  

É válido considerar que o período crítico de desenvolvimento e amadurecimento 

do hipotálamo é diferente para roedores e humanos.  Nestes, no terceiro trimestre da 

gestação é onde há formação e amadurecimento do sistema do eixo hipotálamo-hipófise-

adrenal e, portanto, momentos de maior susceptibilidade do concepto a alterações 

endócrinas. Já em ratos e camundongos, o hipotálamo é relativamente imaturo no 

nascimento e continua a se desenvolver durante as primeiras 2 semanas de vida pós-

natal. Logo, a importância considerável do desenvolvimento hipotalâmico pós-natal em 

roedores difere daquela em humanos, onde o hipotálamo se desenvolve quase 

inteiramente durante a vida fetal (BOURET, 2012; PATEL; SRINIVASAN; LAYCHOCK, 

2009; PATEL; SRINIVASAN, 2011; HABBOUT et al., 2013) 

Para melhor compreensão dos efeitos do excesso ou falta nutricional em recém-

nascidos durante determinado período, utilizam-se modelos de programação de ninhadas 

(RODRIGUES et al., 2009; PLAGEMANN et al., 2009). Dentre os modelos existentes, 

destaca-se o de manipulação de tamanho de ninhadas, no qual a expansão consiste em 

alocar mais animais que o habitual para uma mesma matriz, enquanto que a redução 

implica em deixar menos filhotes em uma prole (PLAGEMANN, 2006; PLAGEMANN et 

al., 2012; HABBOUT et al., 2012, BOURET, 2012). 

Com o modelo de manipulação de ninhadas, originaram-se os grupos controles, 

também denominados de Ninhadas Normais (NN) que contêm o número habitual de 10 a 

12 filhotes por matriz (HABBOUT et al., 2012) e grupos experimentais denominados de 
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Ninhadas Reduzidas (NR), alocando-se de 2 a 4 filhotes a fim de que os nutrientes do 

aleitamento materno disponibilizem-se em demasia, e Ninhadas Expandidas (NE) com 

um número de 16 filhotes por matriz para que o aporte nutritivo seja escasso, resultando 

em uma prole subnutrida (CHERNOFF et al., 2009). 

Nas NR a quantidade do leite materno é mais que suficiente para os recém-

nascidos e por haver abundância de alimento ocasiona supernutrição com aumento do 

peso dos animais, da quantidade de massa magra e tecido adiposo acompanhada de 

retenção hídrica (GIACOMELLI,1999). Nas NE a quantidade de leite produzido pela mãe 

não é condizente com o número de filhotes, em função desta menor disponibilidade de 

alimento por indivíduo é gerada uma subnutrição resultando em um desenvolvimento 

retardado dos filhotes, menor tamanho e peso corporal comparado ao grupo controle (NN) 

(BOURET, 2012). 

No pós-desmame, em animais desnutridos observa-se um aumento de vias 

orexigênicas o que implica em aumento do consumo alimentar, puberdade precoce e 

infertilidade, além de afetar também projeções neuronais e a cognição. Os animais que 

eventualmente se tornaram obesos pós-desmame, apresentaram constipação e 

facilidade de ganhar gordura e peso (SOLIS et al., 2016). 

 

1.2 TRATO GASTROINTESTINAL (TGI) E SISTEMA NERVOSO ENTÉRICO (SNE) 

1.2.1 Formação embrionária do intestino e do SNE 

A formação do intestino em humanos inicia-se em meados da quarta semana após 

a fertilização, na qual como consequência dos dobramentos laterais e longitudinais forma-

se o intestino primitivo. Este é formado por três segmentos: anterior, médio e posterior. O 

intestino anterior origina o início do tubo digestório (faringe e esôfago), estômago, a 

primeira porção do intestino delgado (duodeno) e também os órgãos anexos: pâncreas, 

fígado e vesícula biliar. Já o intestino médio deriva o resto do intestino delgado, jejuno e 

íleo, bem como parte do intestino grosso, ceco, apêndice, cólon ascendente e metade do 

cólon transverso. O intestino posterior, por sua vez, forma a última porção do intestino 

grosso, a outra parte do cólon transverso, cólon descendente, sigmoide, reto e a porção 

superior do canal anal (MOORE, 2010)  

 O tubo intestinal primitivo é formado por uma única camada de epitélio colunar 

circundado por uma fina camada de mesoderma esplâncnico. Conforme o mesoderma 

cresce e se diferencia em músculo liso, o tubo digestivo altera sua morfologia, resultando 
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em claras demarcações entre as porções anterior, média e posterior do intestino (ORIÁ, 

2016) 

A gravidez de humanos consiste em três trimestres e logo no primeiro trimestre, 

durante a quarta e sétima semanas ocorre a colonização das células da crista neural (CN) 

por todo o TGI. Nas semanas 8 e 9 o plexo mioentérico se organiza e o submucoso, na 

semana 12. Marcadores neurais, primeiramente, NOS e depois colina acetiltransferase, 

5-HT, CGRP, encefalinas, e VIP aparecem na vida fetal na transição do primeiro para o 

segundo trimestre (ORIÁ, 2016; VRIES et al, 2010). Já o período entre a 10ª e 18ª 

semanas é de grande importância na maturação do SNE no qual foi observada a 

presença de neurônios diferenciados, neuroblastos e inervação noradrenérgica inibitória 

extrínseca e os contatos neuromusculares, ou seja, as funcionalidades do SNE 

(HITCHCOCK et al., 1992). 

Os neurônios entéricos e glia já estão organizados em gânglios e presentes nos 

plexos na 14° semana. Portanto, este período é equivalente com a formação das sinapses 

e portanto, crítico, não só pelo que a mãe consome, mas também por outros fatores 

exógenos.  No terceiro trimestre, o SNE já está formado, mas continua sua maturação 

após o nascimento, sendo a lactação também um período impactante no futuro do 

lactente (BURTI, 2006; CAMPOS, 2017).   

 

 O SNE começa a se formar durante o período embriológico e continua sua 

formação após o nascimento. Isto é verdadeiro para humanos e para roedores. Estes 

sofrem modificações importantes na morfologia intestinal e funções, em particular a 

motilidade colônica. Estas alterações foram associadas a um aumento na proporção de 

neurônios mientéricos nNOS e ChAT e suas organizações em gânglios após o 

nascimento (KAPUR et al. 1992; YOUNG et al. 1998). 

  Em ratos, as células progenitoras levam de 3 a 6 dias para migrarem e chegam  

em seus respectivos destinos no 16° dia embrionário (FOONG, 2016). Na primeira 

semana pós-natal, tem-se um aumento populacional de nNOS enquanto os neurônios 

ChAT têm um aumento ao fim do período embrionário, mas estes já são presentes no 

nascimento (VRIES et al., 2010). Foi visto que os fatores de transcrição Hand2 e HIPK2 

regulam esta diferenciação neuronal, mas especula-se que outros genes estejam também 

envolvidos como é o caso de Mash1 (ORIÁ; BRITO, 2017).  

Em humanos, as células derivadas da crista neural iniciam a colonização na 

semana 4 e a finalizam na semana 7 de gestação, sendo assim, após 14 semanas 

neurônios e glia estão presentes nos plexos (VRIES et al., 2010). Quando não há 
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colonização correta dos intestinos pelas células da CN, resulta-se em doenças congênitas 

como é o caso da doença de Hirschsprung (KAPUR, 2000). Também foi observado que 

os problemas de motilidade e constipação em recém-nascidos estão ligados à ausência 

de neurônios ChAT, portanto a terapia para a motilidade prejudicada de recém-nascidos 

visa a aumentar o fenótipo colinérgico e a microbiota por abordagens nutricionais, como 

por exemplo, a dietoterapia com butirato (BURNS, 2009).  

 

1.2.2. Período crítico de plasticidade para o SNE 

 

 O intestino pós-natal ainda em formação sofre alterações fisiológicas, já 

explanadas no tópico anterior, que podem ser comprometidas facilmente por fatores 

exógenos, induzindo alterações neuroplásticas (GIARONI, 1999). Estresse e dieta 

oferecida são bons exemplos disso (STENKAMP-STRAHM, 2013; GIROTTI; MISAWA, 

2007). A segunda e terceira semana de vida pós-natal de ratos, as quais antecedem o 

desmame, é o principal período em que as sinapses estão se estabelecendo e os 

estímulos recebidos fazem-nas preparadas para o que virá ao longo da vida (BURNS, 

2009). Os neurônios ChAT são os mais afetados pelo estresse nutricional gerado na 

lactação porque o aumento e diferenciação destes neurônios ocorre principalmente neste 

período . A falta e o excesso de nutrientes pode ter impacto direto sobre suas sinapses e 

interferir em sua plasticidade (GIARONI,1999).  

Deve-se considerar então que o controle neural do funcionamento do intestino, 

exercido principalmente pelo Sistema Nervoso Entérico (SNE), não está totalmente 

amadurecido logo após o nascimento (DASGUPTA, 2016; NEU, 2007). Na verdade, os 

neurônios entéricos ainda passam por significativas mudanças durante as primeiras 

semanas de vida pós-natal de roedores (FRIESEN E BOLEY, 1956). 

Ao final da gestação, e até mesmo após o desmame, ocorrem modificações 

importantes na estrutura do SNE. Estas processos refletem na organização dos padrões 

de motilidade, amadurecimento funcional dos neurônios e o aprimoramento das sinapses 

e dos neurotransmissores e formação dos plexos em gânglios (FOONG, 2016).  Além dos 

fatores genéticos, o impacto de fatores ambientais, como a dieta, pode estar envolvido 

em alterações neuroplásticas durante o período pós-natal (LIM, 2014), mas esta 

influência é pouco explorada. 

 A literatura é deficiente de informações sobre o SNE de ratos adultos que 

ingeriram menor ou maior quantidade de leite durante a lactação. Logo, este trabalho 

explicita o que o estresse gerado pela falta e pelo excesso nutricional causam em ratos 
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neste período neuroplástico e portanto crítico, porque os animais podem levar estas 

consequências geradas para a vida adulta.   

 

1.2.3. Intestino maduro 

 

O TGI é composto pela boca, faringe, esôfago, estômago, intestino delgado e 

intestino grosso. Trata-se de um tubo oco com lúmen de diâmetro variado que apresenta 

quatro camadas em sua parede, denominadas de mucosa, submucosa, muscular e 

serosa (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). O TGI conta com uma grande quantidade de 

tecido nervoso presente intrinsecamente ao longo de sua parede denominado de Sistema 

Nervoso Entérico (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). 

As diversas células constituintes recebem suas respectivas funções e contribuem 

para o controle de músculo liso, do epitélio secretório e de vasos sanguíneos do TGI, 

além também de contribuírem para regular o funcionamento do sistema biliar e do 

pâncreas. Desta forma, ele comanda autonomicamente as funções involuntárias de 

digestão e absorção de nutrientes do organismo dos mamíferos. O SNE é composto por 

dois plexos ganglionados: o plexo mientérico também chamado plexo de Auerbach e o 

plexo submucoso ou plexo de Meissner (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). 

O plexo mientérico está localizado entre os estratos circular e longitudinal da 

camada muscular seguindo contínuo por toda a parede do TGI. Ele apresenta gânglios 

maiores quando comparado ao plexo submucoso, e encontra-se dividido em plexo 

primário, secundário e terciário. Estes se diferem pela espessura, disposição e 

composição de suas fibras nervosas as quais são responsáveis pelo controle da 

motilidade realizada pelo músculo liso entérico (FURNESS, 2012). 

O plexo submucoso está localizado na camada submucosa sendo caracterizado 

por gânglios menores cujos neurônios inervam principalmente a mucosa onde regulam a 

secreção de íons, iniciam vias sensoriais intrínsecas locais e medeiam o suprimento 

sanguíneo da mucosa (BREHMER et al.1999; FURNESS, 2012).  

Para a marcação e posterior discriminação de classes funcionais dos neurônios 

dos plexos mientérico e submucoso, utilizam-se as próprias estruturas celulares 

(receptores, enzimas e proteínas do citoesqueleto), como marcadores moleculares os 

quais compõem o chamado código químico de cada neurônio 1. Mais de 20 tipos de 

neurotransmissores já foram identificados no SNE e muitos neurônios podem expressar 

mais de um deles. A proteína HuC/D+, por exemplo, está presente especificamente em 

neurônios e por este motivo é utilizada como marcador pan-neuronal  (FURNESS, 2006). 
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Dentre os neurotransmissores identificados, no plexo mientérico os excitatórios, 

acetilcolina (ACh) e taquicininas, são os principais (FURNESS, 2006, SANDERS et al, 

2012). Já o óxido nítrico e o peptídeo intestinal vasoativo têm função inibitória, sendo o 

primeiro mais proeminente. Eles reduzem a excitabilidade e contração da musculatura 

lisa, modulando os canais de K+ e diminuindo a sensibilidade ao cálcio (SANDERS et al, 

2012) promovendo os reflexos de relaxamento na região distal da parede muscular 

visando facilitar propulsão do quimo em direção ao ânus (LECCI, SANTICIOLI e MAGGI, 

2002). 

Neurônios colinérgicos são classificados funcionalmente como neurônios motores 

excitatórios ou interneurônios, enquanto que os nitrérgicos, em sua grande maioria, são 

neurônios motores inibitórios.  (BECK et al., 2009; BREHMER, et al., 2005). Danos no 

plexo mientérico resultam em perda da coordenação contrátil no trato gastrointestinal, 

levando a retenção do conteúdo luminal obstrução do órgão e distensão das fibras 

musculares com consequente hipertrofia 4,5 como também pode aumentar a velocidade 

do trânsito gastrointestinal, ocasionando diarreia (GOMEZ, 2009). 

O plexo submucoso contém neurônios vasodilatadores/secretomotores 

colinérgicos e não-colinérgicos, neurônios secretomotores (não-vasodilatador) 

colinérgico e IPANs (neurônios aferentes primários intrínsecos submucosos), os quais, 

em sua maioria, contêm calbindina (proteína ligante ao cálcio), comumente utilizada como 

código químico neuronal para imunomarcação (FURNESS, 2006) 

 

1.3 IMPACTO DA DESNUTRIÇÃO E DA OBESIDADE SOBRE O SISTEMA NERVOSO 

ENTÉRICO  

Atualmente, os indivíduos se alimentam principalmente de carboidratos em 

detrimento às proteínas (MEZAROBA, 2015). Cada vez mais a geração atual é adepta a 

este tipo de dieta por inúmeros motivos, desde a preocupação com os animais e o meio 

ambiente até mesmo com os próprios efeitos que a proteína de origem animal causa ao 

organismo, o que também é muito comum nos últimos anos com a advinda do veganismo 

que quando não acompanhado e suplementado corretamente leva à desnutrição por falta 

de proteína (FERRIGNO, 2012).  

A  ingestão  reduzida  de  proteínas  resulta, consequentemente, em uma menor 

biodisponibilidade de aminoácidos, causando uma redução geral na síntese de 

compostos nitrogenados, sobretudo as proteínas. Considerando este quadro clínico de 

subnutrição proteica, contempla-se a diminuição de albumina plasmática, podendo evoluir 

a um edema. O fígado também diminui a produção de apolipoproteínas, as quais são 

necessárias para o trânsito de colesterol e  outros lipídios  no  sangue;  por  esse  motivo,  
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lipídios  se  acumulam  no  fígado  causando  esteatose hepática.  A massa adiposa 

subcutânea  é  geralmente conservada, porém mascarada pelo edema. Tanto o marasmo 

como o kwashiorkor, no período crônico, alteraram gradualmente a estrutura  e  o  

funcionamento  dos  diversos  órgãos,  dentre  esses,  os  que  compõem  o  sistema  

digestório,  o que pode  agravar  ainda  mais  estas doenças (MOLINA, 2009; VANUCCHI, 

1996) 

A DPE afeta o TGI em sua integridade causando um aumento no tamanho do 

estômago por consequência da hiperplasia de suas células, lesões ulceradas, diminuição 

na produção de ácido clorídrico e enfraquecimento da barreira gástrica. No intestino 

observa-se  diminuição no tamanho das criptas, vilosidades e microvilosidades, e na área 

dos enterócitos. Além disso, também há lentificação do trânsito intestinal a causar 

constipação e repressão do sistema imunológico fazendo com que haja maior 

suscetibilidade a infecções e comprometimento da absorção de nutrientes (MOLINA, 

2009).  A nível celular, a carência nutricional faz com que o mecanismo de reparo das 

organelas seja ineficaz devido a falta de nutrientes, gerando inicialmente atrofia celular 

seguida de descompactamento do material genético e apoptose (FREITAS, 2014).  No 

SNE, tais alterações podem resultar em mudanças no número de neurônios na morfologia 

do corpo neuronal. As principais alterações causadas pela desnutrição no SNE estão 

detalhadas na tabela 1. 

 

Tabela 1. Principais alterações no TGI do grupo de roedores desnutridos em relação ao grupo 
controle (GC: grupo controle; GD: grupo desnutrido; TP: teor proteico; ↑: aumento; ↔: manutenção; 
↓: redução). 

Protocolo 
Experimental 

Espécie/Segmentos Alterações  Referência 

 
GC: NN  
GD: NE 

 

 
Ratos/Intestino 

Delgado 
 

 
DPE tipo Marasmática 
↓ Peso intestinal total;  

↓Comprimento e diâmetro 
total.  

 
AMORIM, 

1984. 
 

 
GC: Ração TP normal 
22% com vitaminas e  

minerais; 
 

GD:  ração TP 8% e 
sem suplementação de 

vitaminas 

 
Ratos/Duodeno 

 
DPE tipo Kwashiorkor 

↔ Número de NM; 
↑ Área do corpo celular nos 

neurônios NADH-d  
positivos. 

 

 
MELLO, 2008. 

 
GC:  Ração TP normal 

(22%) 
 

GD1: ração 
hipoprotéica (8%) na 

 
Ratos/Duodeno 

 
DPE tipo Kwashiorkor 
Neurônios pequenos, 

médios e grandes; 
↔ Organização do plexo 

mientérico; 

 
NATALI, 

1996. 
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gestação e ração 
normal na lactação. 

 
GD2: dieta normal na 

gestação e 
hipoprotéica na 

lactação 
 

GD3: dieta 
hipoprotéica na 

gestação e lactação 

DD: neurônios com 
citoplasma fortemente 

basofílico e maiores que o 
controle. 

 
GC: Ração comercial 

TP normal 26% 
 

GD: Ração teor 
proteico 4% 

 
Ratos/Íleo 

 
DPE tipo Kwashiorkor 
↓ Área do pericário da 

população neuronal total e 
da subpopulação NADH-

diaforase positiva. 

 
MOREIRA, 

2012 

 
GC: Ração normal TP 

22% 
GD: Ração TP 8%  

 

 
Ratos /Cólon 

proximal 
 

 
DPE tipo Kwashiorkor 
↓ Número de neurônios 
corados por Giemsa. 

 

 
SANT'ANA et 

al., 1997. 

 
GC: Dieta com TP 
normal 22% em 

gestação e lactação; 
  

GD1: Dieta TP normal 
na gestação e 
hipoprotéica na 

lactação; 
  

GD2: Dieta 
hipoprotéica na 

gestação e 
normoprotéica na 

lactação.  
GD3: hipoprotéica na 
gestação e lactação. 

 
Ratos/ 
jejuno 

 

 
DPE tipo Kwashiorkor 
A desnutrição protéica 

materna; 
↔ Número de neurônios 

mientéricos por área; 
- Acúmulo de material 
protéico no neurônios. 

 
MIRANDA 

NETO, 1999. 
 
 

 
GC: Ninhada Controle; 

 
GN: Ninhada com 
restrição alimentar 
(RA) 

 

 
Ratos/ Cólon 

proximal 

 
DPE tipo marasmática 
↑ Densidade NM em RA; 

↓ Área do perfil celular em 
RA. 

 
 

 
SCHOFFEN, 

2014. 

 
GC: Dieta com TP 
normal 22% em 

gestação a lactação; 
 

GD1: Ração 
hipoprotéica na 

gestação e normal na 
lactação; 

 
GD2: Ração normal na 

gestação e 

 
Ratos/ Cólon 

proximal 

 
DPE tipo Kwashiorkor 

Desnutridos nos períodos 
de gestação e lactação; 
↑ Neurônios mientericos 

totais. 
 
 
 

 
LEITE-

MELLO, 1997. 
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hipoprotéica na 
lactação; 

 
GD3: Ração 

hipoprotéica na 
gestação e lactação 

 
GC: Ração normal TP 

22%; 
 

GD: ração TP 8% e 
sem complexo B 

 
 

Ratos/ Cólon distal 

 
DPE tipo Kwashiorkor 

↓ Peso órgão; 
↓ Área neurônios corados 
por Giemsa, dos NADH- 

diaforase positivos e dos 
neurônios NADPH 

diaforase. 

 
ARAÚJO, 

E.J.A., 2002. 

 
GC: Ração normal TP 

22%  
 
 

GDRN: grupo 
desnutrido TP 4% e 

posteriormente 
renutrido 

Ratos / Cólon distal 
 

Plexo submucoso 

DPE tipo Kwashiorkor 
 

↑ densidade populacional 
NS  

29 a 75% no GDRN 
 

↓ área NS ChAT e Calr-ir  
19% a 47% 

 
GIROTTI, 

2007 

 
GC: Ração normal TP 

22%  
 
 

GDRN: grupo 
desnutrido TP 4% e 

posteriormente 
renutrido 

Ratos / Íleo 
 

Plexo submucoso 

DPE tipo Kwashiorkor 
 
 

↑ densidade populacional 
de NS em 25% ChAT e 

Calr-ir 
 

↓ área de Calr-ir 

 
MISAWA, 

2007 

 
GC: filhos de grávidas 

com ração TP 22% 
 

GDRN: filhos de 
grávidas desnutridas 

TP 4% e 
posteriormente 

renutrido 

Ratos/ intestino 
grosso 

 
Plexo submucoso 

DPE tipo Kwashiorkor 
 

↑ densidade populacional 
de NS em GDRN 

 
↓ área de NS em GDRN 

GIROTTI, 
2013 

 

Disfunções na motilidade intestinal e alterações gastrointestinais importantes são 

presentes em indivíduos obesos. Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), a 

obesidade acomete a população de todo o mundo influenciando diretamente na qualidade 

de vida dos indivíduos uma vez que, pode evoluir para uma síndrome metabólica, câncer 

e/ou até mesmo a morte. Um estudo de revisão destaca que sintomas gastrointestinais 

como constipação, diarreia, distensão, dor abdominal, doença do refluxo gastroesofágico, 

síndrome do intestino irritável, vômito, azia, inchaço, diarreia, aumento no volume das 

fezes e perda de água nas fezes predominam majoritariamente conforme o índice de 

massa corpórea (IMC) aumentava (ESLICK, 2010).     
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Evidências experimentais têm demonstrado que ratos obesos por dieta 

hiperlipídica podem apresentar perda neuronal no plexo mientérico promovendo redução 

da espessura muscular e consequentemente reduzir a motilidade intestinal (KUNZ et al., 

2019). Spangéus e El-Salhy (2001) verificaram que camundongos obesos diabéticos 

tiveram diminuição na população neuronal do plexo mientérico duodenal e colônico o que 

pode ter influência nas disfunções gastrointestinais de indivíduos obesos diabéticos. 

Especulações sugerem que o controle da motilidade gastrointestinal pode ser 

alterado em obesos, afetando o controle da saciedade e a absorção de nutrientes no 

intestino delgado (PIERAMICO et al., 1992). Por fim, diversos autores apontaram 

modificações neuronais que possam estar atuando na motilidade do TGI e também 

podem ser fatores contribuintes para o desenvolvimento e manutenção da obesidade 

(KIELY et al., 2005a,b; XING e CHEN, 2004; SPANGÉUS e EL-SALHY, 2001; WISEN e 

JOHANSSON, 1992). As principais alterações causadas pela obesidade no SNE estão 

detalhadas na tabela 2. 

Tabela 2. Principais alterações no TGI do grupo de roedores obesos em relação ao grupo controle 
(GC – grupo controle; GOB- grupo obeso; ↑: aumento; ↔: manutenção; ↓: redução). 

Protocolo 
Experimental 

 

Espécie/Segmento Alterações 
 

Referência 

 
GC: ração padrão para 

roedores; 
 

GOB: dieta hiperlipídica. 
 

 
Ratos/ Duodeno 

 
↑ subpopulação 

nitrérgica; ↓ área e 
varicosidades do 

peptídeo intestinal 
vasoativo (VIP). 

 

 
SOARES,  

2015. 

 
GC: ração padrão para 

roedores; 
 

GOB: dieta hiperlipídica. 
 

 
Ratos/ Jejuno 

 
↑ subpopulação 

nitrérgica; 
↓ áreas neuronais da 

população geral, 
subpopulação nitrérgica 
e varicosidades (VIP). 

 

 
SOARES, 

2015. 

 
GC: Grupos Sedentário 
(GS) e Exercício (GE);  

 
GOB: GS e GE com 

sobrecarga de frutose 
10% ou 20%.  

 
Ratos/ Jejuno 

 
↓ Pericário dos NM em 
GS20, GE10 e GE20. 

 
 

 
DA LUZ, 2013. 
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GC: Dieta de Cafeteria 

(hipercalórica, 
hipoproteica, 

hiperlipídica) com fibras 
hidrossolúveis; 

 
GOB: Sedentários (S) 
Sedentários Cafeteria 

(SCa) Sedentários 
Fibras (SF), Sedentários 
Cafeteria Fibras (SCaF). 

 
Ratos/ Jejuno 

 
↔ População NM 

HuC/D, nNOS e ChAT; 
 

↑ Subpopulação 
nitrérgica nNOS, que 

apresentaram maior área 
nos grupos SF e SCaF; 

 
↔ Área do corpo celular 

em todas populações 
neuronais exceto para 

nNOS. 

 
CIRILO, 2015. 

 
GC: ração padrão para 

roedores; 
 

GOB: dieta hiperlipídica. 
 

 
Ratos/ Íleo   

 
↑ população geral 

nitrérgica; 
↓ áreas neuronais da 
geral da nitrérgica e 
varicosidades (VIP). 

 
SOARES,  

2015. 

 
GC: Ração normal; 

 
GOB tratado com 

Glutamato Monossódico 
(MSG). 

 
Ratos/ Íleo 

 
↔ população 

mioentérica total 
↑ a subpopulação NADH-

diaforase-positiva; 
   ↔ Função intestinal. 

 
SOARES, 

2006. 

 
GC e GOB: 

Machos e fêmeas  
 
 

 
Camundongos/ Íleo 

 
↑ população de 

neurônios colinérgicos e 
nitrérgicos. 

 
 

 
MIZUNO, 

2010. 

 
GC: Dieta purificada 

para roedores; 
 

GOB: Dieta hiperlipídica. 

 
Camundongos/ 
Intestino grosso 

 
↓ NM em todas as 
subpopulações; 

 
↓ Motilidade colônica. 

 
BERALDI et 

al., 2016 
 

 
 

GC: Ração normal; 
 

GOB: Dieta hiperlipídica. 

 
Ratos/ Cólon total  

 
↓ Comprimento e 
diâmetro do CT; 

 
↓ População total de NM 

no CT; 
 

↓Tempo de trânsito 
diminuído 

 

 
 

BERALDI et 
al., 2016 

 
GC e GOB: 

Machos e fêmeas  
 
 

GC: Ração normal; 
 

GOB: Dieta hiperlipídica. 
 
 

 
Camundongos/ Íleo 

 
Plexo Submucoso 

 

 
 

↓ neurônios Calr-ir e  ↑  
pop ChAT-ir em machos 

obesos 
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Uma vez compreendidas as alterações celulares geradas pelos extremos 

nutricionais durante as primeiras semanas de vida são possíveis serem feitas 

intervenções a fim de tratamento e regressão destes distúrbios metabólicos. Ainda não 

há na literatura estudos realizados por modelo de manipulação de ninhadas, relacionando 

os extremos nutricionais e possíveis alterações no sistema nervoso entérico dos animais 

quando ficam adultos. Portanto, a importância deste trabalho está em demonstrar como 

a vulnerabilidade que ratos desnutridos e obesos estão submetidos pode afetar neurônios 

do plexo mientérico.  

 

2. OBJETIVOS 

Geral 

Avaliar os efeitos da subnutrição e supernutrição durante o aleitamento, induzidas 

por modelo de programação de ninhadas, sobre parâmetros morfoquantitativos do plexo 

mientérico e submucoso do jejuno de ratos Wistar machos adultos.  

Específicos 

o  Verificar parâmetros biométricos de ratos expostos a estresse nutricional.  

o  Analisar a densidade populacional e a morfometria do corpo celular de neuronios 

totais do plexo mientérico visando estabelecer as alterações causadas pela indução de 

estresse nutricional. 

o  Avaliar a densidade populacional e a morfometria do corpo celular de neurônios 

nitrérgicos do plexo mioenterico e submucoso buscando identificar as mudanças 

causadas pela indução de extremos nutricionais. 
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o  Com base no número de neuronios totais e nitrergicos, estimar o número de 

neuronios colinergicos para identificar as possiveis alterações que a indução de extremos 

nutrionais podem causar no numero de neuronios desta subpopulação. 

o  Em neurônios calretinina positivos e totais do plexo submucoso, avaliar a 

densidade populacional e morfometria do corpo celular destes neurônios com o intuito de 

identificar alterações causada pelo estresse nutricional.   

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comissão de Ética no Uso de 

Animais da Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL), conforme ofícios 164/2019 

e 44/2020. Foram utilizados 18 ratos Wistar (Rattus norvegicus) machos provenientes do 

Biotério Central do Centro de Ciências Biológicas da UEL e mantidos no Biotério Setorial 

do Departamento de Ciências Fisiológicas da UEL. Durante e após o período de lactação, 

os animais foram mantidos em ambiente com controle de temperatura (21-24°C) e 

alternância de ciclos claro-escuros de 12 horas. Todos os animais receberam água e 

ração ad libitum, após o desmame. 

3.1 Grupos Experimentais            

Os animais foram distribuídos em três grupos: ninhada normal (NN) - animais 

oriundos de prole com 10 filhotes/matriz; ninhada reduzida (NR) - animais oriundos de 

prole com 5 filhotes/matriz; e ninhada expandida (NE) – animais oriundos de prole com 

16 filhotes/matriz. Os animais foram escolhidos aleatoriamente resultando em n de 6 ratos 

por grupo. Todos os filhotes foram desmamados com 21 dias de vida e passaram a ingerir 

ração comercial para roedores (Nuvilab ®).  

 No 120º dia de vida, os animais foram submetidos à eutanásia por decapitação e 

o jejuno foi coletado e pesado em uma balança digital com precisão de 0,005 gramas. 

Seu comprimento e largura foram mensurados, os quais foram multiplicados entre si 

visando cálculo da área jejunal. Cerca de 15 cm da parte proximal do jejuno foram fixados 

em paraformaldeído 4% por 4 horas e armazenado em PBS 0,1M pH 7,4 com azida 

sódica 0,08% a 4°C. As gorduras retroperitoneal e perigonadal foram retiradas e pesadas.  

 

3.2 Análise de fenótipo de pellets fecais 

Durante a última semana do experimento, os animais foram separados durante a 

noite individualmente, retornando a gaiolas coletivas durante o período diurno. Todos os 
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pellets fecais de uma mesma caixa eram pesados após secagem em estufa a 60 oC 

durante 24 horas, com o intuito de avaliar a massa seca dos pellets fecais.   

3.3 Imunofluorescência  

O jejuno foi dividido em anéis de 1cm de comprimento, os quais foram 

microdissecados com o auxílio de microscópio esteroscópico e pinças de cirurgia 

oftálmica, para remoção das camadas mucosa e submucosa e obtenção de preparados 

totais contendo a camada muscular e os plexos mientérico e submucoso. 

Os preparados totais foram lavados três vezes por 5 minutos, sob agitação, com 

PBS 0,1 M. Em seguida, foi realizado o bloqueio antigênico com solução contendo PBS 

0,1M, 3% BSA e 0,5% de Triton X-100 por 1 hora. Após essa etapa, foram novamente 

lavados com PBS 0,1 M três vezes de 5 minutos, sob agitação, para incubar com dois 

anticorpos simultaneamente: anti-HuC/D (Invintrogen, A21271, 1:500) para marcar toda 

a população de neurônios, anti-nNOS (Santa Cruz, AB8189, 1:1000) para a marcação da 

subpopulação nitrérgica e anti-Calr (Merck Millipore AB1550, 1:1000) para a marcação 

de neurônios potencialmente vipérgicos e colinérgicos, segundo Furness (1988). 

Considerando que a literatura assume que o plexo mientérico contém basicamente duas 

subpopulações: nitrérgica e colinérgica (FURNESS, 2006), estimou-se os neurônios 

HuC/D+/nNOS- como colinérgicos. Ainda segundo Furness (1988), para o plexo 

submucoso, é possível considerar neurônios marcados fortemente com calretinina como 

potencialmente colinérgicos e marcados fracamente com calretinina como 

potencialmente vipérgicos. 

3.4 Análises quantitativa e morfométrica dos plexos mientérico e submucoso 

Utilizando-se um fotomicroscópio (ZEISS AXIO IMAGER.A1), foram capturadas 

32 imagens dos preparado totais obtidos de cada rato, com auxílio da objetiva de 20x, 

resultando numa área total para análise de 0,0448 cm2. Nesta área, contou-se no plexo 

mientérico o número total de neurônios totais (HuC/D+), nitrérgicos (nNOS+) e colinérgicos 

(HuC/D+/nNOS-), e no plexo submucoso o número total de neurônios totais (HuC/D+) e 

fortemente e fracamente marcados para calretinina (Calr+). Além disso, foram 

mensuradas as áreas do corpo celular de 100 neurônios por animal considerando cada 

marcação (HuC/D+, nNOS+ , HuC/D+/nNOS-  e Calr+ forte e fracamente marcados). 

 O número de neurônios entéricos encontrado em ambos os plexos foram 

projetados para área total do jejuno, como fator de correção devido a possíveis variações 

nas dimensões do órgão em função da exposição aos extremos nutricionais. 
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3.5 Tratamento estatístico  

Os resultados obtidos foram analisados utilizando o software GraphPad Prism 4.0. 

A normalidade dos dados foi avaliada utilizando o teste de Shapiro-Wilk. O teste t de 

Student para amostras independentes foi utilizado para avaliar as diferenças entre os 

grupos de extremos nutricionais em relação ao controle, quando os dados apresentavam 

distribuição normal. O teste Mann-Whitney foi aplicado quando os dados apresentavam 

distribuição livre. Para todos os testes, o nível de significância considerado foi de 5%. 
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NUTRITIONAL EXTREMES DURING LACTATION CAUSE HYPERTROPHY OF 

ENTERIC NEURONS IN THE JEJUNUM OF ADULT RATS 

Background: Litter size manipulation models have been used in order to understand the 

consequences of excess or lack of nutrients during lactation. Changes caused by these 

nutritional extremes can be evaluated soon after weaning or at any other time in the 

animal's development. Restricting itself to nervous control of the gastrointestinal tract, 

there are several studies showing that nutritional extremes can cause structural changes 

in enteric neurons. However, the literature is fragile as to the consequences for enteric 

neurons of rats exposed to nutritional extremes during lactation and when they reach 

adulthood. Objective: To evaluate the effects of undernutrition and overnutrition during 

lactation  on morphoquantitative parameters of the submucosal and myenteric plexus of 

the jejunum of adult Wistar rats. Methods: Eighteen male Wistar rats (Rattus norvegicus) 

were assigned into three groups: normal litter (NL) - animals from offspring with 10 

pups/mother; short litter (SL) - animals from offspring with 5 pups/mother; and large litter 

(LL) – animals from offspring with 16 pups/mother. The animals were randomly selected 

to obtain six rats per group. After euthanasia, the total jejunum was weighed and 

measured in its dimensions. Whole-mount preparations containing the myenteric plexus 

or submucosal plexus were subjected to the immunofluorescence technique to label the 

total population (HuC/D+) and the nitrergic (nNOS+) and estimated cholinergic 

(HuC/D+/nNOS-) subpopulations. The number of neurons present in an area of 0.0448 cm2 

of the jejunum was counted and this number was projected to the entire area of the organ. 

The area of a hundred neuron cell bodies of each rat labelled by each technique was 

measured. Key results: Rats in the SL group had greater body mass, especially fat mass. 

The jejunum area of the SL and LL rats was increased in relation to NL. No loss of 

myenteric neurons was observed due to nutritional stress during lactation. However, rats 

from SL and LL had hypertrophied cholinergic myenteric neurons. In the submucosal 

plexus, no neuronal loss was found either, but neurons from LL rats were hypertrophy in 

strongly and weakly immunoreactive calretinin neurons, while neuronal hypertrophy in LL 

rats was found only in weakly immunoreactive calretinin neurons. Conclusion & 

inferences: Undernutrition and overnutrition during lactation in Wistar rats does not cause 

loss of myenteric and submucosal neurons in the jejunum of adult animals. However, this 

nutritional stress causes cell body hypertrophy of cholinergic myenteric neurons as well 

as calretinin immunoreactive submucosal neurons. 

Key words: Undernourishment, obesity, jejunum, enteric nervous system, myenteric 
plexus, submucous plexus; 
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1 INTRODUCTION 

Metabolic programming or “metabolic imprinting” 1 is a mechanism that defines the 

possible physiological changes in fetal organs or structures, both in humans and rodents, 

during the period of intrauterine development and the first nutritional experiences after the 

birth, when the organs are still in formation, which can result in metabolic disorders in adult 

life, as is the case of obesity 2,3 

Among the existing experimental models for evaluating “metabolic imprinting”, the 

litter size manipulation is largely used. In this case, the control group, also called Normal 

Litter (NL), consists of rats from litters sized as usual number of 10 to 12 pups per matrix. 

The extreme nutritional groups are constituted by: 1) Short litter (SL), which is formed by 

animals from litters sized by 2 to 4 pups, so that they have access to greater amounts of 

breast milk, resulting in an overnourished offspring; and 2) Large litter (LL), which consists 

of animals from litters sized by 16 pups per matrix so that the nutritive supply is scarce, 

resulting in an undernourished offspring4 . 

In SL, the amount of breast milk is beyond what is necessary for newborns, and 

due to that the food is abundant, causing overnutrition with an increase in the lean and fat 

mass of these animals, often accompanied by water retention5-8. In LL, the amount of milk 

produced by the mother does not meet the nutritional requirements of the puppies, a 

problem which generates malnutrition resulting in a delay in their development, reflecting 

in smaller size and body mass when compared to the control group (NL)9-11. 

The lack or excess availability of nutrients during postnatal development can lead 

to morphophysiological changes in several organs7,12-15. When the small intestine is 

altered, changes can occur in the process of digestion and absorption of nutrients that 

have the potential to affect the individual’s entire life14-16It should also be considered that 

the neural control of the functioning of the small intestine, exercised mainly by the Enteric 

Nervous System (ENS), is not fully matured soon after birth17-19. Enteric neurons still 

undergo significant changes during the first weeks of postnatal life in rodents20,21. 

After birth and even after weaning, important changes in the structure of the ENS 

occur. These changes reflect in the motility patterns, functional maturation of neurons, and 

the improvement of synapses and neurotransmitters, and the formation of plexuses in 

ganglia19. In this sense, it is natural to observe an increase in the number of enteric 

nitrergic neurons in the first week after the birth of the rat, while a progressive increase in 

the number of cholinergic neurons is observed after the 14th day after birth17. In addition 
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to genetic factors, the impact of environmental factors, such as diet, may be involved in 

neuroplasticity alterations during the postnatal period22, but this influence is little explored 

in the scientific literature. 

Several studies evaluated the structural organization of the ENS of offspring whose 

mother was subjected to nutritionally modified diets, especially low-protein ones. In the 

jejunum, it has been observing maintenance of the number of myenteric neurons per area 

and accumulation of protein material in their cytoplasm23-25. 

Despite the existence of these investigations, the literature lacks information about 

the ENS of adult rats that ingested less or more milk during lactation. Thus, the objective 

of this work was to evaluate the effects of undernutrition and overnutrition during lactation, 

induced by a litter programming model, on morphoquantitative parameters of enteric 

neurons in the jejunum of adult Wistar rats. 

 

2 MATERIAL AND METHODS 

All procedures were approved by the Ethics Committee on the Use of Animals at 

the State University of Londrina (CEUA/UEL) documented by 164/2019 and 44/2020 

protocolos. Eighteen male Wistar rats (Rattus norvegicus) from the Central Animal Facility 

of the Center for Biological Sciences of UEL were kept in the Sector Animal Facility of the 

Department of Physiological Sciences of UEL. During and after the lactation period, the 

animals were kept in an environment with temperature control (21-24°C) and alternating 

light-dark cycles of 12 hours. All animals received water and feed ad libitum. 

2.1 Experimental Groups 

The animals were assigned into three groups: normal litter (NL) - animals from 

offspring with 10 pups/mother; short litter (SL) - animals from offspring with 5 pups/mother; 

and large litter (LL) – animals from offspring with 16 pups/mother. Animals were randomly 

chosen resulting in n of 6 rats per group. All puppies were weaned at 21 days old, when 

they were feed with commercial rodent chow (Nuvilab ®). 

On the 120th day of age, the animals were euthanized by decapitation, and the 

total jejunum was collected and weighed. Besides its length and width were measured, 

which were multiplied by each other to calculate the jejunal area. About 15 cm from the 

proximal part was fixed in 4% paraformaldehyde for 4 hours and stored in 0.1M PBS pH 

7.4 with 0.08% sodium azide at 4°C. The retroperitoneal and perigonadal fats were 

removed and weighed.The total preparations were washed three times for 5 minutes, 
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under agitation, with PBS 0.1 M. Then, antigen blocking was performed with a solution 

containing PBS 0.1M, 3% BSA and 0.5% Triton X-100 for 1 hour. After this step, they were 

again washed with PBS 0.1 M three times for 5 minutes, under agitation, to incubate with 

two antibodies simultaneously: anti-HuC/D (Invintrogen, A21271, 1:500) to mark the entire 

population of neurons , anti-nNOS (Santa Cruz, AB8189, 1:1000) for marking the nitrergic 

subpopulation and anti-Calr (Merck Millipore AB1550, 1:1000) for marking potentially 

viperergic and cholinergic neurons, according to Furness 26 Considering that the literature 

assumes that the myenteric plexus basically contains two subpopulations: nitrergic and 

cholinergic, the HuC/D+/nNOS- neurons were estimated as cholinergic. Also according to 

Furness26f or the submucosal plexus, it is possible to consider neurons strongly labeled 

with calretinin as potentially cholinergic and weakly labeled with calretinin as potentially 

VIPergic.  

2.2 Statistical treatment 

The results obtained were analyzed using the GraphPad Prism 4.0 software. Data 

normality was assessed using the Shapiro-Wilk test. Student's t test for independent 

samples was used to assess differences between groups of extreme nutritional values in 

relation to the control when data were normally distributed. The Mann-Whitney test was 

applied when data were freely distributed. For all tests, the significance level considered 

was 5%.  

3 RESULTS 

3.1 The litter manipulation model caused an increase in body mass and jejunum 

area. 

When investigated whether rats belonging to LL and SL would present alterations 

in biometric parameters in relation to the NL group (Table 1), it was observed that rats 

from SL had a significant increase in their body mass in relation to NL (p<0.05). These 

same animals accumulated more retroperitoneal and perigonadal fats (p<0.05). As for the 

absolute and relative mass of the jejunum, no significant changes were observed in the 

LL and SL groups when compared to the control (NL) (p>0.05). Although an increase in 

the dimensions of the jejunum was observed in the two nutritionally altered groups, a 

significant increase was observed only in the width of the jejunum of the animals in the LL 

(p<0.05;). The jejunal area was larger in the SL and LL groups compared to the NL group 

(p<0.05). Changes in the dry mass of fecal pellets were not observed (p>0.05). 
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3.2 Nutritional changes during lactation caused hypertrophy of estimated 

cholinergic myenteric neurons  

When the number of myenteric neurons in the area of 0.0448 cm2 of the jejunum 

(population density) was evaluated, there was no significant difference between the 

experimental groups for the total population (HuC/D+; p>0.05; Fig.1A), as for the nitrergic 

subpopulations (nNOS+; p>0.05; Fig.2A) and estimated cholinergic (HuC/D+/nNOS-; 

p>0.05; Fig.3A). However, when the number of neurons was projected to the total area of 

the jejunum, it was observed more myenteric neurons in both groups exposed to nutritional 

stress in relation no NL (p<0.05), except for the estimated number of cholinergic neurons 

from the LL group (Figs. 1B, 2B and 3C). The area of the cell bodies of myenteric neurons 

from the total population and the nitrergic subpopulation did not differ significantly when 

the SL and LL groups were compared to the control (p>0.05; Fig. 2B and 3B), while the 

estimated cholinergic cell body area was increased in both groups submitted to nutritional 

changes (SL and LL) when compared to the control group (NL) (p<0.05; Fig.3B). 

3.3 Nutritional extremes during lactation caused hypertrophy of submucosal plexus 

calretinin strongly labelled neurons. 

No significant difference was observed when evaluating the number of submucosal 

plexus neurons in the 0.0448 cm2 area of the jejunum (population density) of rats from SL 

and LL groups in relation to NL, both for the total population (HuC/D+; p>0,05; Fig.4A) 

and for the subpopulations strongly labeled for calretinin (p>0.05; Fig. 5A) and weakly 

labeled for calretinin (p>0.05; Fig. 6A. No alteration was found in the number of 

submucosal neurons when it was projected to the total area of the jejunum in both 

nutritionally altered groups (p>0,05; Figs. 4B, 5B e 6B). The cell body area of neurons 

strongly labelled for calretinin was increased in rats from the LL (p>0,05; Fig. 5C) group, 

and they weakly marked hypertrophied in rats from the SL and LL groups when compared 

to the control group (NL) (p<0,05; Fig.6C). 

 

4 DISCUSSION 

At the end of the 80’s, the world population reached its peak of growth with more 

than 90 million people born each year and remained high until recently27. During this 

period, several researchers have indicated that the amount of food produced in the world 

is not enough to support this population growth28. Furthermore, the distribution of wealth 

is not equitable between different regions of the planet and even within the same country. 

This economic scenario, together with the different cultures that exist in the world, 
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contributes to a great variable of the nutritional intake between different individuals. This 

can be harmful since both under and overnutrition can lead to developmental disorders 

and various types of diseases29-30. 

All animals need to ingest food containing an adequate amount of macro and 

micronutrients in relation to their metabolic needs. Even among individuals of the same 

species, nutritional requirements vary according to body structure, sex, and age31. There 

are periods of animal life that are extremely critical for development, which, therefore, are 

phases of great dependence on an adequate nutritional intake, such as the lactation 

period6,8,10,11.  

The postnatal period is particularly sensitive to various environmental factors. This 

is true both for rodents21 and for humans32. It is a period characterized by the maturation 

of various organs, especially the intestine. Animals that receive more or less milk during 

the postnatal period can develop disorders that will often be noticed in adulthood6,3,33. 

Therefore, despite the biological programming for proper development, the lack or excess 

of a set (or all) of the nutrients can interfere with the morphophysiology of various organs 

and, when it affects the intestine, the condition can even be worsened21,34. 

In this context, the present work demonstrated that nutritional extremes during the 

lactation period can cause different impacts on the body mass of adult rats. It was 

observed that offspring submitted to less milk intake (group of rats from the LL) became 

adults with body mass similar to that of normal-nourished animals. Manipulation studies 

of rat litters have already shown that SL offspring have smaller body size and weight than 

NL during lactation5. Besides, they consume more food and reach the body mass of control 

rats after weaning. This mass gain is supported, in part, by the greater activity of pathways 

that stimulate appetite in the post-weaning period11. 

On the other hand, it was observed in this study that offspring submitted to greater 

milk intake (group of rats from SL) became adults with greater body mass when compared 

to those from NL. In addition, they were animals that accumulated more fat mass, which 

indicates that they had metabolic changes that remained in adulthood. In this sense, it is 

important to highlight that increased energy reserve accumulation can lead to obesity, and 

this is an important risk factor for the development of various metabolic disorders as 

diabetes, hypertension and cardiovascular diseases both in rodents29 and in humans35. 

In both groups exposed to nutritional extremes during lactation, an increase in the 

area of the jejunum was observed when the rats became adults. This indicates that both 

the scarcity and the excess of nutrients induce an increase in the contact surface of the 
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jejunum with food. As the jejunum is the region of the digestive tube responsible for most 

of the digestion and absorption of nutrients, the increase in its area suggests more 

efficiency of using the food being ingested 36. Newborn rat pups develop marasmatic-type 

malnutrition, which was caused by a deficiency of several macronutrients in the diet. This 

type of malnutrition usually leads to a reduction in the jejunal structures participating in the 

digestion and absorption process of nutrients24,37.As mentioned earlier, rats from LL 

ingested more food after weaning.  

In this sense, were demonstrated that, after 12 days of normal feeding, the 

offspring that received less food during lactation recover their cell proliferation capacity, 

which indicates the resumption of the organism's development program. Our results do 

not allow us to identify when the jejunal area, became hypertrophied. In any case, it should 

be considered that nutritional deficiency during lactation in rats leads to the development 

of jejunum with an expanded structure and, therefore, potentially better able to digest and 

absorb nutrients38. 

It is also important to consider that, for the SL rats, the better use of an amount of 

food that was already being ingested in excess may have contributed to the accumulation 

of energy reserve and, finally, to the greater body mass observed in this animal group. 

These are characteristics often observed in obese individuals, who tend to have a longer 

and wider small intestine, implying an increase in the nutrient absorption area beyond what 

is necessary36. 

The ENS of rats begins its development during the intrauterine period and 

completes its maturation after birth39. Therefore, during pregnancy, lactation, and even 

after weaning, important changes occur in the structure and functioning of ENS cells. 

During this period, there is an improvement in synapses, start and intensification in the 

production of neurotransmitters and receptors in target cells, with the consequent 

organization of motility patterns, especially the 36th day after birth 17,40-42. 

Nitrergic and cholinergic myenteric neurons develop in a time-dependent manner. 

In rats, the proportion of nNOS-IR neurons progressively increases during the first 

postnatal week and remains constant thereafter. In contrast, the proportion of cholinergic 

neurons does not change significantly during the first postnatal week but increases 

significantly after 14 days of birth17,39,43. 

The mechanisms responsible for these neurochemical phenotypes and plasticity 

remain poorly understood. However, it is already known that, in addition to genetic factors, 

impact of environmental factors, such as diet, are intimately involved in this process and 
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can induce plastic alterations in enteric neurons. For example, butyrate, a short-chain fatty 

acid produced by bacterial fermentation and whose concentration increases during the 

early postnatal period44-46, has been shown to directly increase the proportion of ChAT-IR, 

but not nNOS-IR in adults42,47,48. 

In this sense, the present study demonstrated that undernutrition or overnutrition 

during lactation did not change the population density of total myenteric neurons and their 

subpopulations when considering the sampling of the evaluated intestinal area. On the 

other hand, due to the increase in the total area of the jejunum in the LL and SL groups, 

an estimated number of myenteric neurons for the total jejunal area was greater in these 

groups when compared to the NL group. To explain this result, it is necessary to consider 

that after birth, the number of myenteric neurons naturally decreases over time49. 

Therefore, from birth to adulthood it is natural to have a loss of enteric neurons50.  

  Considering that the neurons evaluated in this study were from adult rats which 

were same age, it would be expected that the number of neurons found in the three 

experimental groups would be similar. However, the higher estimated number of myenteric 

neurons observed in the LL and SL groups suggests that rats subjected to nutritional 

stress during lactation trigger mechanisms to improve survival and recude neuronal 

apoptosis in a different way compared to nourished rats. Thus, it is suggested that the 

natural loss of neurons, during the period between the end of lactation and adulthood, may 

have been slower to maintain neuronal control of target cells that were probably in greater 

number or greater extent in the jejunum of LL and SL since they presented an enlarged 

colonic area. Another explanation could be the possibility of neurogenesis in the enteric 

nervous system after birth51-53, but this is a controversial topic that deserves further 

investigation. 

In addition to the numerical changes, neurons estimated as cholinergic were 

hypertrophied in both groups exposed to nutritional stress. Cholinergic neurons in the 

myenteric plexus can assume the function of interneurons or excitatory motor neurons59. 

The observed hypertrophy may indicate greater accumulation of cytoplasmic organelles 

in the cell body, which may result in greater metabolic activity of these cells23,25. This might 

be a compensation mechanism due to the increase in the jejunal area and, therefore, an 

adaptation to meet a greater need for nervous control of a greater extension of the muscle 

layer. Some authors also consider that neuron cell body hypertrophy is the result of 

edema54,55, or failure in the traffic of organelles in axons56. 
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 Possibly, these last two alternatives do not apply to our results, since there was 

no perceived delay in body development, which we could consider resulting from a lower 

capacity for digestion and absorption of nutrients. This suggestion is also supported by 

the absence of significant difference in the dry mass of the fecal pellets between the SL 

and LL groups when compared to the control group (NL). 

Unlike the myenteric plexus, the number of submucosal neurons was not altered 

both in the sampling of the jejunal area evaluated and in the numerical projection 

calculated for the total jejunal area. Anyway, nutritional stress during lactation probably 

did not interfere with the neuronal survival mechanism in the submucosal plexus. 

Following the same approach discussed for the myenteric plexus, that the increased 

jejunal area in SL and LL rats suggests an increase in the number and/or extension of 

target cells of these neurons, a greater survival of submucosal neurons would also be 

expected to maintain the functions performed by the submucosal plexus. 

Our antagonistic result regarding the number of submucosal neurons points to at 

least two mutually exclusive possibilities: 1) deficiency in the process of the nervous 

regulation of blood flow and secretions of the jejunal epithelium or; 2) increased neuronal 

activity to compensate for the smaller number of submucosal neurons in relation to the 

enlarged jejunal area. The hypertrophy of submucosal neurons observed in this study 

supports the second hypothesis, since the increase in the area of the cell body may have 

been due to an increase in the number of organelles involved in the production of 

neurotransmitters, as well as structures involved in the process of neuronal secretion. This 

relationship between hypertrophy and increased function has been assumed by several 

authors26,27,63-65,,but it should be analyzed with caution since other factors, many of which 

are deleterious, can also cause hypertrophy of the cell body of neurons. 

Another result that deserves to be highlighted is that the both nutritional extremes 

during lactation provokes different responses from the neuronal subpopulations evaluated 

in the submucosal plexus. In the SL group, hypertrophy was observed only in neurons 

weakly labelled for the presence of calretinin. In the LL group, the two subpopulations 

evaluated were hypertrophied. To discuss this result, we consider that submucosal 

neurons weakly labeled for calretinin are potentially VIPergic, while those strongly labeled 

are potentially cholinergic, as suggested by some authors26. In this sense, it is known that 

the VIP secreted on the lining epithelium of the intestine triggers a cellular response 

mediated by the activation of adenyl cyclase, resulting in an increase in cAMP, which 

promotes chloride secretion in a more rapid, intense, but short-lived, way57,58. 

Acetylcholine activates the opening of calcium channels, also leading to chloride 
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secretion, but with a longer-lasting effect59,60. Hypertrophy of potentially VIPergic neurons 

was observed in both the SL and LL groups, indicating that a greater amount of VIP is 

possibly needed to maintain fluid control between the mucosa and the intestinal lumen in 

adult rats exposed to nutritional stress during the lactation. The hypertrophy of potentially 

cholinergic neurons, observed only in animals from the LL, indicates that the lower 

availability of nutrients during lactation in rats possibly causes an increase in the function 

of these cells in adulthood. 

 In short, rats deprived of nutrients during lactation tend to have a submucosal 

plexus structure that favors greater fluid outflow from the intestinal mucosa, which can 

influence the process of digestion and absorption of nutrients. Future studies that evaluate 

the process of digestion and absorption of nutrients, as well as the control of fluid transit 

between the mucosa and the intestinal lumen, in an experimental situation equivalent to 

ours, will be able to elucidate these hypotheses. 

 

5 CONCLUSION 

It is concluded that malnutrition and overnutrition during lactation in Wistar rats 

reduce postnatal myenteric neuronal loss to adulthood, but does not alter the number of 

jejunal submucosal neurons. Furthermore, this nutritional stress causes hypertrophy of 

the cell body of myenteric neurons estimated as cholinergic and also of submucosal 

neurons labelled weakly and strongly for calretinin. 
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Table 1 - Biometric parameters of adult rats submitted to nutritional changes, by 
manipulating the size of litters, during lactation. 

 

Results obtained using Student's t test, data expressed as mean (±SEM); and Mann-
Whitney test, data expressed as median (25% - 75% percentiles); *p<0.05, significant 
difference compared to the NL group. 
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Figure 1: Population density of total neurons in 0.0448 cm2 of the muscle layer (A), 
projection of the number of neurons for the total area of the jejunum (B) and cell body area 
(C) of myenteric neurons HuC/D+ of adult rats submitted to alterations by manipulating 
litter size during lactation. Photomicrographs of antibody-labeled myenteric neurons 
against the HuC/D+ protein in the jejunum of NL (D), SL (E) and LL (F) animals. Scale bar: 
20 µm. Results obtained using Student's t test (A and B), data expressed as mean ± SEM; 
and Mann-Whitney test (C); data expressed as median and interquartile range. *p<0.05, 
significant difference when compared to the NL group. 
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Figure 2: Population density of nitrergic neurons in 0.0448 cm2 of the muscle layer (A), 
projection of the number of neurons for the total area of the jejunum (B) and cell body area 
(C) of nNOS+ myenteric neurons from adult rats undergoing nutritional changes, by 
manipulating the size of litters during lactation. Photomicrographs of anti-nNOS-labeled 
myenteric neurons from the jejunum of animals from NL (D), SL (E) and LL (F). Scale bar: 
20 µm. Results obtained using Student's t test (A and B), data expressed as mean ± SEM; 
and Mann-Whitney test (C), data expressed as median and interquartile range. *p<0.05, 
significant difference when compared to the NN group. 
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Figure 3: Cholinergic neuronal population density in 0.0448 cm2 of the muscle layer (A), 
projection of the number of neurons for the total area of the jejunum (B) and cell body area 
(C) of myenteric neurons estimated as cholinergic (HuC/D+/nNOS-) of adult rats subjected 
to nutritional changes, by manipulating the size of litters, during lactation. Results obtained 
using Student's t test (A and B), data expressed as mean ± SEM; and Mann-Whitney test 
(C), data expressed as median and interquartile range. *p<0.05, significant difference 
when compared to the NL group. 
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Figure 4: Neuronal total population density in 0.0448 cm2 of submucosa layer (A), 
projection of the number of neurons for the total area of the jejunum (B) and cell body area 
(C) of submucosal neurons HuC/D+ of adult rats submitted to alterations by manipulating 
litter size during lactation. Photomicrographs of antibody-labeled submucosal neurons 
against the jejunum HuC/D+ protein of animals from NL (D), SL (E) and LL (F). Scale bar: 
20 µm. Results obtained using Student's t test (A), data expressed as mean ± SEM; and 
Mann-Whitney test (B and C); data expressed as median and interquartile range. *p<0.05, 
significant difference when compared to the NL group. 
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Figure 5: Neuronal population density immunoreactive to calretinin (Calr) in 0.0448 cm2 
of submucosa layer (A), projection of the number of neurons for the total area of the 
jejunum (B) and cell body area (C) of strongly labeled submucosal Calr+ neurons from 
adult rats undergoing alterations by manipulating litter size during lactation. 
Photomicrograph of submucosal Calr+ neurons from the jejunum of NL animals (D); arrow 
points strongly marked neurons. Scale bar: 20 µm. Results obtained using Student's t test 
(A and B), data expressed as mean ± SEM; and Mann-Whitney test (C); data expressed 
as median and interquartile range. *p<0.05, significant difference when compared to the 
NL group. 
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Figure 6: Neuron vipergic population density at 0.0448 cm2 (A), projection of the number 
of neurons for the total area of the jejunum (B) and cell body area (C) of weakly labeled 
submucosal Calr+ neurons from adult rats undergoing alterations by manipulating litter 
size during lactation. Photomicrograph of submucosal Calr+ neurons from the jejunum of 
NL animals (D); arrow points to weakly labeled neurons. Results obtained using Student's 
t test (A and B), data expressed as mean ± SEM; and Mann-Whitney test (C); data 
expressed as median and interquartile range. *p<0.05, significant difference when 
compared to the NL group. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Nos últimos anos observa-se que a facilidade de acesso a alimentos muito 

calóricos e pobres em nutrientes faz com que a introdução deste tipo de alimentação 

ocorra ainda nos primeiros anos da vida. Em contrapartida, a desnutrição por falta de 

acesso a alimentos básicos, principalmente proteínas, permanece elevada em algumas 

regiões do país. Com isto, verificou-se um aumento no interesse da comunidade em geral 

para entender como alterações nutricionais no início da vida interferem na homeostase 

do organismo na vida adulta. 

Em nosso trabalho, demonstramos que a exposição de ratos a extremos 

nutricionais durante a lactação provoca atraso no processo de perda de neurônios de 

ambos plexos entéricos que naturalmente ocorre durante o desenvolvimento de animais. 

Por outro lado, durante esse processo, neurônios mientéricos colinérgicos e neurônios 

submucosos marcados fracamente e fortemente com calretinina se tornaram 

hipertrofiados. Além disso, observamos que ratos supernutridos durante a lactação 

apresentam maior massa corporal, incluindo massa gorda, e maior área de jejuno, quando 

comparados a ratos normonutridos. 

Futuros estudos poderão avaliar a funcionalidade de neurônios mientéricos 

colinérgicos e submucosos de ratos adultos submetidos a estresse nutricional durante a 

lactação, por intermédio da análise de motilidade do intestino delgado desses animais. 
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Aprovação da Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Estadual de 

Londrina (CEUA/UEL) protocolo 164/2019 , processo n°18310.2019.03 
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ANEXO B 

ANEXO B 

Aprovação da Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Estadual de 
Londrina (CEUA/UEL) protocolo 44/2020 , processo n°18310.2019.03 
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ANEXO C 

 

Author guidelines available in: 

https://onlinelibrary.wiley.com/page/journal/13652982/homepage/ForAuthors.html 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


