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Resumo:

O objetivo do trabalho foi avaliar possiveis alteracbes em células gliais entéricas
(CGEs) imunorreativas as proteinas S100 (S100-IR) e GFAP (GFAP-IR) em ratos
induzidos a artrite reumatdéide, assim como o efeito do tratamento com quercetina
microencapsulada. Foram utilizados 35 ratos divididos em 5 grupos (n=7): controle
(C), controle tratado com quercetina (CQ,10mg/kg,vo), artritico (AlA), artritico tratado
com quercetina (AQ) e artritico tratado com ibuprofeno (Al,17,5mg/kg,vo). Os grupos
artriticos sofreram inducdo por adjuvante completo de Freund. Os animais foram
eutanasiados aos 113 dias de idade e foi coletado o segmento do ileo para técnicas
imunohistoquimicas para evidenciacdo de CGEs S100-IR e S100/GFAP-IR. As
analises morfométricas e quantitativas foram feitas utilizando o software Image-Pro
Plus. As CGEs-S100-IR apresentaram aumento de 6,30% na comparacao AIAXC e
de 18,98% entre CQxC. Entre AIXAIA houve reducdo de 4,50% e de 10,10% entre
AQXAIA. Para a mesma marcacdo de CGEs a analise morfométrica apesar de nédo
mostrar diferencas significativas entre AIAXC, mostrou reducédo de 5,76% na area
entre CQxC, 5,16% entre AQXAIA e 4,23% entre AIXAIA. Houve diminuicdo de
11,25% no numero de CGEs-S100/GFAP-IR entre AIAXAI e aumento de 13,53% na
comparacdo CQxC, porém AIAXC e AQxAIA ndo apresentaram diferencas
significativas. Conclui-se que o tratamento com quercetina microencapsulada teve
efeito protetor sobre as CGEs do plexo mioentéricos do ileo de ratos artriticos e
estudos adicionais estdo em desenvolvimento para complementar os achados.

Introducao

E comum observar aumento de problemas gastrointestinais em pacientes artriticos,
que podem estar associadas a presenca de espécies reativas de oxigénio (EROSs),
que atuam no processo inflamatoério e estresse oxidativo (MCINNES et. al, 2011). A
guercetina, um flavonoide natural presente em diversos alimentos, é considerada
Otima na remocdo de EROs (CHOI et al.,, 2003), portanto apresenta atividades
farmacoldgicas que a tornam viavel no tratamento de sintomas da artrite reumatoide
(AR) relacionadas ao estresse oxidativo (MCINNES et. al, 2011).
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Diversos estudos tém evidenciado que o sistema nervoso entérico (SNE) é
suscetivel a desequilibrios provocados pelo estresse oxidativo
(CHANDRASEKHARAN et. al, 2010). Localizado na parede do trato gastrointestinal,
o SNE é composto principalmente por neurdnios e células gliais entéricas (CGES).
As CGEs atuam na nutricdo, suporte, fisiologia e fisiopatologia de determinadas
doencas do SNE. E possivel observar seus corpos celulares por meio de
marcadores para a proteina S100. As CGEs aderem-se aos ganglios entéricos por
meio de filamentos compostos pela proteina glial fibrilar acida (GFAP)
(GRUNDMANN, 2019).

O objetivo deste trabalho é avaliar as populacbes de CGEs S100/GFAP-IR
quantitativamente e S100-IR morfométrica e quantitativamente no plexo mioentérico
do ileo de ratos artriticos, além do efeito de tratamento utilizando quercetina
microencapsulada e ibuprofeno como controle positivo.

Materiais e métodos

Foram utilizados 35 ratos adultos machos, da linhagem Holtzmann (Rattus
norvegicus), distribuidos aleatoriamente em cinco grupos (n=7): controle (C),
controle tratado com quercetina microencapsulada (CQ, 10mg/kg, vo), artritico (AlA),
artritico tratado com quercetina microencapsulada (AQ) e artritico tratado com
ibuprofeno (Al, 17,5mg/kg, vo). Certificado de aprovacdo CEUA/UEM protocolo:
4462180216.

Os animais dos grupos artriticos receberam inje¢fes intradérmicas de adjuvante
completo de Freund: 0,1 mL (suspensédo a 5% de Mycobacterium tuberculosis
mortas e secas pelo calor), na regido plantar da pata posterior esquerda. Os animais
do grupo controle passaram pelo mesmo processo, com a injecdo intradérmica
contendo 0,1 mL de 6leo mineral (Nujol®, Schering-Plough, S&o Paulo-Brasil).

O periodo experimental iniciou-se aos 53 dias de idade dos animais e durou 60 dias.
Ao término os animais foram eutanasiados, o ileo foi coletado, fixado em zamboni e
dissecado para obtencao de preparados totais do plexo mioentérico e realizacédo das
técnicas imunohistoquimicas para evidenciar CGEs S100-IR e S100/GFAP-IR (dupla
marcacao).

As andlises quantitativas e morfométricas foram realizadas por meio do software
Image-Pro Plus em imagens obtidas em microscépio de fluorescéncia, com
ampliacdo de 20x. Para a analise morfométrica, foram medidos 100 corpos celulares
de CGEs-S100-IR por animal, resultados expressos em pm2. Para as analises
guantitativas foram utilizadas 30 imagens aleatérias por animal, da regido
intermediaria dos preparados totais e realizada a contagem das CGE-S100-IR e
CGE-S100/GFAP-IR, com os resultados expressos em cm?2.

Foi realizado o teste de normalidade Shapiro-Wilk, utilizando o software GraphPad
Prism 6.0, onde se verificou distribuicdo simétrica. Para a andlise dos dados foi
empregada a analise de variancia de duas vias (Two-way ANOVA) para todos os
dados seguida de poés teste de Fisher no software Statistica 7.0. O nivel de
significancia adotado foi de 5%. Os dados foram reportados como média + erro
padrdo da média (epm).

Resultados e Discussao
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Na tabela 1 € possivel verificar um aumento significativo de 6,30% no numero de
CGEs S100-IR no grupo AIA comparando a C. Comparando os grupos Al e AQ a
AlA houve reducéo de 4,50% 10,10%, respectivamente. A comparacao entre CQ e C
evidenciou um aumento significativo de 18,98% das CGEs S100-IR.

A analise morfolégica de CGEs S100-IR ndo mostrou diferenca significativa entre os
grupos AlA e C, entretanto foi observado uma reducgéo significativa de 5,16% e
4,23% quando comparado AQ e Al, respectivamente, a AIA. Houve reducéo
significativa de 5,76% da area comparando os grupos C e CQ (Tabela 1)

A quantificacdo de CGEs S100/GFAP-IR, apresentadas na tabela 1, ndo mostrou
diferenca significativa entre AIA e C ou AQ, apesar da reducdo de 5,6% no namero
de células CGE-S100/GFAP-IR (AQXAIA). Todavia quando comparado os grupos Al
com AlA, foi observado uma reducédo de 11,25% no numero de CGEs S100/GFAP-
IR, enquanto que o grupo CQ.apresentou um aumento significativo de 13,53% em
relacéo a C.

TABELA 1. Densidade (cm?) e morfometria (um2) de CGEs-S100-IR, densidade de
de CGEs-S100/GFAP-IR. Grupos experimentais: controle (C), controle ndo artritico
tratado com quercetina microencapsulada (CQ, 10mg/Kg,vo), artrite induzida por
adjuvante (AIA), artritico tratado com ibuprofeno (Al, 17,5mg/kg, vo) e artritico
tratado com quercetina microencapsulada (AQ). (h=7 animais)

GRUPO CGEs S100-IR CGEs S100/GFAP-IR
EXPERIMENTAL Densidade Morfometria Densidade
C 32332+3638** 55.586+0.335 10490+1201
CQ 38468+5630* 52.388+0.306* 11909+1092*
AlA 34368+4854* 55.929+0.355 10639+1936
AQ 30895+5688** 53.044+0.341** 1004211221
Al 32823+4092** 53.563+0.323** 9442+953.2**

Os resultados foram submetidos ao teste de Two-way blocked analysis of variance (ANOVA Blocked) com pés-teste de Fisher.
* p < 0,05 quando comparado ao C; ** p < 0,05 quando comparado ao AlA.

Na presenca de inflamacéo, € comum observar aumento na quantidade de CGEs,
assim como na expressdo do GFAP (GRUNDMANN et. al, 2019). Com base nos
resultados obtidos na marcacdo de CGEs S100-IR p6de-se constatar um aumento
na quantidade de CGEs como mostrado na literatura, porém faz-se necesséario mais
estudos a respeito da expressao da proteina GFAP em CGEs S100/GFAP-IR, ja que
ndo foram detectadas alteracdes quantitativas e morfoldgicas evidentes entre os
grupos controle (C) e doente (AlA).

O ibuprofeno mostrou efetivo em prevenir o aumento numérico e volume de CGEs
nos animais doentes mostrando seu efeito anti-inflamatério, que era esperado como
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controle positivo (KAUR, 2011) a Quercetina microencapsulada apresentou
resultado semelhante exceto para CGEs S100/GFAP-IR, mostrando ter potencial
futuro para o tratamento de sintomas gastrointestinais relacionados a AR, sem no
entanto apresentar os efeitos colaterais do lIbuprofeno (CHOI et al., 2003; KAUR et
al., 2011). A guercetina, em animais saudaveis, apresentou resultados semelhantes
ou mais acentuados do que animais doentes, demonstrando possivel efeito pro-
oxidante (CHOI et al., 2003).

Esta em andamento a avaliacdo das mesmas técnicas no plexo submucosa dos
mesmos segmentos intestinais e realizacdo de outras técnicas que avaliem a
expressdo dos marcadores avaliados neste estudo, serdo importantes para a
confirmagéo dos resultados.

Conclusbes

Conclui-se que o tratamento com quercetina microencapsulada na dose de 10mg/kg,
preveniu o aumento numérico e de volume de CGEs imunorreativas a S100 no plexo
mioentérico de ratos artriticos de forma semelhante ao controle ibuprofeno, porém
os resultados obtidos para a marcacdo da proteina GFAP ndo foram tdo evidentes.
Estudos adicionais estdo em desenvolvimento para complementar os achados.
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