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Resumo:

A atrite reumatoide (AR) é uma doenca autoimune que atinge as
articulacbes diminuindo seu funcionamento pela inflamacéo persistente. A
inflamacé@o causa o remodelamento do Sistema Nervoso Entérico (SNE).
Quando ha inflamacéao local a glia entérica sinaliza a morte neuronal pelo
aumento da expressdo de proteina acida fibrilar glial (GFAP). O objetivo
desse trabalho foi avaliar se o processo inflamatério sistémico deflagrado
pela artrite reumatoide causa alteragfes nas células gliais imunorreativas a
GFAP no jejuno. Foram tratados 14 ratos por 28 dias, divididos em:
Controle (C) e Artrite Induzida por Adjuvante (AIA). O jejuno foi coletado
para realizacdo da imunohistoquimica para GFAP. As imagens foram
analisadas através do programa Image Pro Plus 4 e Statistica 8.0. Os
resultados obtidos ndo demonstraram alteracées significativas no namero
de células gliais no grupo artritico (AIA) em relacdo ao grupo controle (C).

Introducao

Frequentemente  pacientes  artriticos  apresentam  quadros
inflamatorios intestinais. Acredita-se que a dispersdo de mediadores pro —
inflamatério seja a responsavel pelo acometimento do sistema
gastrointestinal (NISSINEN, 2004).

A glia entérica é um importante componente do SNE, pois realiza o
suporte nutricional dos neurénios entéricos (MENDES, E. C, 2013). A
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Proteina Fibrilar Acida Glial (GFAP) é um filamento presente na superficie da
glia. Ele atua como marcador glial, pois tem sua expressdo aumentada pela
proliferacdo das células gliais e pela inflamacdo (MENDES, E. C, 2013).

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar de que forma o quadro
inflamatorio sistémico deflagrado pela Artrite Reumatoide afeta as células
gliais entéricas, por meio da analise quantitativa das células gliais
imunomarcadas pela Proteina Fibrilar Acida Glial (GFAP).

Materiais e métodos

Os animais foram obtidos no Biotério Central da Universidade
Estadual de Maringad e tratados no Biotério Setorial do Laboratério de
Farmacologia da Inflamacdo. Foram utilizados 14 animais adultos machos,
divididos em: Controle (C) e Artrite Induzida por Adjuvante (AlIA). A inducao
da artrite reumatoide foi realizada pela administracdo intradérmica do
adjuvante completo de Freund (ACF). Todos os procedimentos foram
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade
Estadual de Maringa. No dia do sacrificio, os animais foram anestesiados
para a coleta do jejuno. Os segmentos foram fixados em Zamboni,
desidratados em série ascendente de alcoois e diafanizados em xilol. As
membranas foram microdissecadas e imunomarcadas para GFAP/DAPI. As
imagens foram obtidas com microscopio de imunofluoresciencia em objetiva
de 20X. A quantificacdo foi realizada através do programa de analises de
iImagens Image Pro Plus 4. Os dados foram analisados usando o softwer
Prism 5.0, e expressos como a média + erro padrdao. Para analise
guantitativa foi utilizado o teste t-studant. Valores de p < 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos.

Resultados e Discussao

As células GFAP-IR apresentaram um halo perinuclear e filamento,
denominados por THACKER e colaboradores (2011) de processo glial e a
colocalizacdo com DAPI aulixiliou na quantificacdo das células (Figura 2). A
Morfologia de células gliais imunorreativas a GFAP, podem indicar alteragfes
neuronais, estudo realizado com isquemia e reperfusdo no colo de
camundongos, demonstrou que o numero de neurbnios imunorreativos a
HuC, em ganglio por area, foram significativamente menores em ganglios
gue continham glia (GFAP-IR) distorcida, quando comparados com ganglios
de aparéncia normal (THACKER, 2011).

Apés a imunomarcacédo para GFAP, com marcacao nuclear por DAPI,
nao foi possivel detectar alteracdes estatisticamente significativas para o
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grupo artritico em relagdo ao controle (figura 1), apesar de a literatura trazer
gue ha uma relagcédo entre as doencas reumatoides e gastrointestinais, pois
comumente, pacientes artriticos apresentam quadros inflamatorios
intestinais (NISSINEN, R., 2004).
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Figura 1: O gréafico de barras expressa as médias e o erro padrdo, de células
gliais por ganglio do jejuno de ratos do grupo controle (C) e grupo artrite induzida
por adjuvante (AlA).

Figura 02: Fotomicrografia de técnica de imunufluorescéncia mostrando células
gliais imunorreativas a GFAP (em verde) com um alo perinuclear (seta cheia) e
projecde de filamentos (pontas de setas) e nacleos DAPI (em azul) do plexo
mioentérico do jejuno de ratos: controle (A) e artritico induzido com adjuvante (B)

Entretanto, nosso estudo vai de encontro com um estudo realizado
com imunomarcacdo para miosina V em neurdnios entéricos, onde néao
foram observadas diminuicdo populacional ou alteracdes morfométricas
neuronais no modelo de artrite induzida por adjuvante. Neste, os autores
concluiram que o quadro inflamatério gerado pela artrite reumatoide nao foi
capaz de alterar os neurénios entéricos (SOUZA, I. D. S., 2011).

Em nosso trabalho, esperdvamos que ocorresse deplecdo da glia
entérica imunorreativa & GFAP frente ao quadro inflamatorio desencadeado
pela Artrite Reumatoide. Porém, os resultados ndo demonstraram diminuicao
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populacional significativa do grupo artritico em relacdo ao grupo controle,
provavelmente devido ao tempo de protocolo experimental. Nos estudos
clinicos, as manifestagcbes gastrointestinais aparecem apdés anos do
diagnéstico de Artrite Reumatoide (HASHIMOTO, et al, 1997).

Conclusbes

N&o foram observadas alteragOes significativas estruturais da
morfologia nem quantitativas nas células gliais imunorreativas a GFAP no
plexo mioentérico do jejuno de ratos artriticos tratados por um periodo de 14
dias.

Agradecimentos
CNPQ.

Referéncias

HASHIMOTO, M.; SHINGU, M.; YOSHIKAWA, Y. et al. Amyloidosis of the
small intestine secondary to rheumatoid arthritis or juvenile rheumatoid
arthritis: report of two cases. Japanese Journal of Rheumatology .n. 2, v.
7, p. 123-133, 1997.

MENDES, E. C. Estudo das células gliais entéricas imureativas aos
receptores P2X; e P2X; do ileo de ratos submetidos a isquemia e reperfusédo
intestinal. Dissertacdo, Programa de Pés-Graduacgéo de Ciéncias
Morfofuncionais, Universidade de Sao Paulo.  S&o Paulo; 2013.

NISSINEN, R.; LEIRISALO-REPO, M.; NIEMINEN, A. M.; et al. Inmune
activation in the small intestine in patients with rheumatoid arthritis. Annals
of the Rheumatic Diseases , n. 10, v.63, p.1327 -1330, 2004.

SOUZA, I.D.S. Analysis of myosin-v immunoreactive myenteric neurons from
arthritic rats. Archives of Gastroenterolog, n. 03, v. 48, 2011.

THACKER, M; RIVERA, L. R; CHO, H. J. & FURNESS, J. B. The relationship
between glial distortion and neuronal changes following intestinal ischemia
and reperfusion. Neurogastroenterology and Motility, v. 23, p. 500- 509,
2011.

¢ iiicin @CNPg g
A

Secretaria da Ciéncia, Tecnologia
e Ensino Superior




