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RESUMO: A artrite reumatoide (AR) € uma doenca autoimune, cronica e inflamatéria,
gue pode causar danos as articulacdes e a drgdos extra articulares, incluindo
manifestacdes gastrointestinais. Como forma de manejo ndo farmacolégico da
doenca, a atividade fisica tem mostrado resultados favoraveis. Dessa forma, o estudo
avaliou se a AR e o exercicio resistido, como estratégia de prevencao, alteram a
densidade de neur6nios da populagdo mioentérica total do jejuno de ratos Wistar.
Os animais foram distribuidos nos grupos: controle (CON); artrite (AR); exercicio
preventivo (EP); e exercicio preventivo e artrite (EPAR). Animais dos grupos EP e
EPAR foram submetidos ao exercicio progressivo de subida em escada por nove
semanas, e 0s grupos AR e EPAR foram induzidos a AR por inoculagdo do Adjuvante
Completo de Freund. Amostras do jejuno foram submetidas a técnica de Giemsa
e a quantificacdo dos neurdnios mioentéricos da populacdo total foi realizada
por amostragem em imagens capturadas em fotomicroscépio. Houve reducdo
no peso corporal no grupo EPAR e no peso dos depdsitos de gordura no grupo
EP, comparados ao grupo CON. Entretanto, o tamanho do intestino e a densidade
neuronal mioentérica se mantiveram sem alteracdes entre os grupos. Estudos
complementares sdo necessarios para confirmar se a funcao intestinal foi preservada.

PALAVRAS-CHAVE: intestino delgado, neurdnios entéricos, atividade fisica.
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EVALUATION OF MYENTERIC NEURONAL
DENSITY IN THE JEJUNUM OF SEDENTARY
RATS WITH RHEUMATOID ARTHRITIS OR THOSE
UNDERGOING PREVENTIVE EXERCISE

ABSTRACT: Rheumatoid arthritis is a chronic autoimmune inflammatory disease
that can cause joint and systemic damage, including gastrointestinal disorders.
Physical exercise has shown favorable results as a non-pharmacological approach
to managing the disease. This study investigated the effects of rheumatoid arthritis
and resistance exercise on the neuronal density of the general myenteric population
in the jejunum of Wistar rats. The animals were distributed into the following
groups: control (CON); rheumatoid arthritis (AR); preventive-exercise (EP); and EP
subjected to rheumatoid arthritis (EPAR). Both EP and EPAR groups underwent
a progressive stair-climbing resistance exercise for nine weeks, while arthritis was
induced using Complete Freund'’s Adjuvant on animals of AR and EPAR groups.
Jejunal samples were subjected to Giemsa staining, and a quantitative examination
of the myenteric general population density was performed using images captured
with photomicroscope. Animals in the EPAR group showed decreased body weight,
while EP group showed decreased visceral fat compared to control group. Although,
no significant differences between groups were observed in intestinal size and
myenteric neuronal density. Further investigations are needed to confirm whether
the intestinal function was preserved.

KEYWORDS: small intestine, enteric neurons, physical activity.

INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) é uma das doencas autoimunes mais comuns, que
resulta de interagdes entre fatores genéticos e exposicdes ambientais especificas
(Gravallese & Firestein, 2023). Afeta cerca de0,5-1% da populacdo mundial (Cojocaru
et al.,, 2011; Almutairi et al., 2021) e mostra tendéncias crescentes, o que a torna
uma questdo urgente em todo o mundo (Cai et al., 2023). A manifestacdo primaria
é inflamatdria, com dor e inchaco simétrico e poliarticular, geralmente envolvendo
pequenas articulacoes (Gravallese & Firestein, 2023). No entanto, é uma doenca
sistémica, associada a multiplas manifesta¢des em tecidos e érgéos, incluindo o
sistema digestério (Wolfe & Hawley, 2000; Cojocaru et al., 2011; Craig & Cappelli,
2018; Wu etal., 2022) e o sistema nervoso (Kim & Suh, 2020; Wu et al., 2022). O dano
extra articular na AR tem rela¢des com a atividade e gravidade da doenca (Wu et al.,
2022), com o aparecimento de mediadores inflamatdrios na circulacdo (Badolato &
Oppenheim, 1996) e producado excessiva de espécies reativas de oxigénio (Hitchon
& El-Gabalawy, 2004).
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Embora em individuos com AR sejam reportadas anormalidades neuroldgicas
periféricas (Sim et al., 2014; Kim & Suh, 2020; Pereira et al., 2022), assim como disturbios
na motilidade e inflamacdo no trato gastrintestinal (Cojocaru et al., 2011; Craig &
Cappelli, 2018), os efeitos da AR no sistema nervoso entérico (SNE) ainda ndo estdo
esclarecidos. O SNE, a inervacdo intrinseca do trato gastrintestinal, ¢ uma vasta rede
de neurdnios e células gliais localizada na parede gastrintestinal, que atua de forma
integrada com outras divisdes do sistema nervoso (Furness, 2012; Champong et al.,
2022) e com células locais, incluindo células intersticiais de Cajal, células musculares
lisas e macréfagos intestinais (Champong et al., 2022), no controle da atividade
contratil muscular, do fluxo sanguineo local, do movimento de fluidos através da
mucosa e da manutencdo da barreira intestinal (Furness, 2012).

Afidelidade das funcdes do SNE depende de um ambiente estdvel, de modo que
a sua exposicdo a mudancas pode induzir plasticidade, promovendo remodelacdo
(Vasina et al., 2006; Schéafer et al., 2009; Champong et al., 2022). Alteracdes
neuropldsticas podem contribuir para as alteracdes funcionais em disturbios
gastrointestinais (Furness, 2012; Champong et al., 2022), mas os estudos avaliando
0s neurdnios entéricos em modelo experimental de AR ainda sdo escassos. Em ratos
induzidos a AR por injecdo intradérmica de Adjuvante de Freund (CFA), descreve-se
neurodegeneracdo devido a diminuicdo da densidade de neurdnios entéricos e células
gliais, com possiveis repercussdes sobre o funcionamento do trato gastrintestinal
(Bossolani et al., 2019). Por outro lado, auséncia de alteracdes significativas na
morfologia e densidade neuronal entérica também é descrita (Souza et al., 2011).

Como forma de tratamento da AR, op¢des farmacoldgicas e ndo farmacoldgicas
tém sido recomendadas, incluindo a atividade fisica (Roddy et al., 2005; Osthoff et al,,
2018). Os efeitos benéficos desta pratica incluem diminuicdo do risco e da gravidade
da doenga, com implica¢des importantes antes e durante a doenca, melhora da funcéo
cardiaca (Verhoeven et al., 2016), correlacdo positiva com niveis de lipoproteina de
alta densidade (LDL) (Ingram et al., 2022) e melhora na percepcao da dor, na fadiga
e na qualidade de vida (Verhoeven et al., 2016). A atividade fisica também impacta
na inervacao entérica, com relatos positivos em modelos animais experimentais de
doenca de Chagas (Moreira et al., 2013; Moreira et al, 2014) e de envelhecimento
(Mari et al,, 2008; Gagliardo et al., 2008).

Com base no exposto, o estudo se propds a investigar possiveis efeitos da AR
em neurdnios mioentéricos de ratos submetidos ou ndo a exercicio fisico preventivo,
a fim de melhor compreender a fisiopatologia das manifestagdes gastrointestinais
associadas a AR e contribuir com o manejo da doenca.
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MATERIAL E METODOS

Esse estudo experimental, quantitativo e randomizado foi conduzido com
aprovacao pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual do Oeste
do Parana (protocolo n° 13-22). Os procedimentos foram realizados no Laboratorio
de Estudo das Lesdes e Recursos Fisioterapéuticos da UNIOESTE, campus de Cascavel.

Animais e grupos de estudo

Ratos Wistar machos com 12 semanas de idade foram obtidos do Biotério Central
da UNIOESTE e mantidos no Biotério Setorial. Os animais foram acondicionados em
gaiolas de polipropileno, sob condi¢des constantes de luminosidade (ciclo de claro/
escuro de 12 horas) e temperatura (24°C+ 1°C), e receberam racdo e dgua ad libitum.

Apds uma semana de aclimataco, os animais foram distribuidos aleatoriamente
em quatro grupos com sete animais por grupo: 1) grupo controle (CON), animais
sem intervencao; 2) grupo artrite (AR), animais que foram induzidos a AR; 3) grupo
exercicio preventivo (EP), animais que foram submetidos a realizacdo do exercicio
durante nove semanas e ndo foram induzidos a AR; 4) grupo exercicio preventivo
+ artrite (EPAR), animais que foram submetidos a realizacdo do exercicio durante
nove semanas e foram induzidos a AR.

Em seguida, foram adaptados por mais uma semana ao exercicio fisico, sucedida
pelo periodo de intervencdo. Os animais realizaram o exercicio fisico de subida em
escada, de forma progressiva, com aumento da intensidade e/ou volume, utilizando
como parametro o percentual de peso corporal do animal como sobrecarga, conforme
protocolo proposto por Jacob (2021) e Scheffer et al. (2012). Ao final da oitava
semana de exercicio fisico, foi realizada a pré-sensibilizacdo da AR, e apds sete dias,
os animais foram submetidos ainducdo da AR. No oitavo e nono dias apds a inducdo
da AR, procedeu-se a eutanasia.

Protocolo de exercicio fisico de subida em escada

Os animais dos grupos EP e EPAR foram submetidos a pratica de exercicios
resistidos durante nove semanas, totalizando 31 sessdes em dias alternados. A
intensidade ou volume do treino aumentou gradativamente a cada semana. A
interrupcao do treinamento ocorreu apos a inducdo da AR.

Na semana de aclimatacdo, os animais iniciaram o exercicio fisico de subida em
escada, sem carga, subindo a partir do meio da escada por cinco vezes, e apds um
intervalo de um minuto de descanso, realizaram mais quatro subidas completas,
a partir da base da escada. Apds a aclimatacdo, os animais foram submetidos ao
aumento de carga progressiva da segunda a nona semana, entre 25% e 100% do peso
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do animal, utilizando-se peso de chumbo preso a cauda do animal com fita crepe,
conforme descrito e adaptado do protocolo de hipertrofia por Scheffer et al. (2012).
O animal deveria realizar uma série de repeticdes determinadas ou até a exaustao
(foi considerado exaustdo quando o animal ndo conseguiu realizar os padrdes de
movimento para subir por trés repeticdes, mesmo com estimulo sonoro e manual).

Foi utilizada uma escada vertical de madeira, com 63 degraus de ferro, altura
de1,18m, largura de 20,5 cm e inclinacdo de 70°. No alto da escada foi posicionada
uma caixa, com 20x20 cm de altura e largura, onde os animais descansaram entre
uma série e outra por um intervalo de 60 a 120 segundos.

Inducao da Artrite Reumatoide

A AR foiinduzida por Adjuvante Completo de Freund (CFA), seguindo a descricdo
de Gomes et al. (2014). Para o procedimento, os animais foram delicadamente
imobilizados com uma flanela, realizou-se a tricotomia da area e assepsia com
alcool iodado (1%).

Os animais receberam injecdo intradérmica subcuténea de 50 uL de CFA
(Mycobacterium butyricum; 0,5 mg/ml, Difco ®) préximo a base da cauda, e, apds
sete dias, receberam a mesma quantidade de CFA por injecdo intra-articular na
articulagdo tibiofemoral do membro posterior direito, sob as mesmas condi¢bes
assépticas. Os animais controles receberam a mesma quantidade de solucao salina
(cloreto de sédio 0,9%).

Eutanasia e coleta do intestino delgado

Aos 78 e 79 dias do experimento, os animais foram pesados e foi realizada a
eutanasia pelo método associativo de didxido de carbono seguido de decapitacdo
por guilhotina. Foi realizada a laparotomia, com a coleta e pesagem das gorduras
periepididimal e retroperitoneal e coleta do intestino delgado (do piloro a juncdo
ileocecal), com mensuragdo do comprimento e da circunferéncia do érgéo.

Detecc¢ao e quantificacdo dos neurénios mioentéricos

A evidenciagdo da populagdo total de neurdnios mioentéricos foi realizada
pela técnica de Giemsa, proposta por Barbosa (1978). As amostras do jejuno foram
lavadas em solucdo salina 0,9%, preenchidas e submersas em solugao fixadora por
pelo menos 24 horas. Foram entdo abertas na borda mesentérica e microdissecadas
em estereomicroscépio com transiluminagdo, com remogao das camadas mucosa e
submucosa e obtencdo dos preparados totais da tunica muscular contendo o plexo
mioentérico. O material foi corado com solucdo de Giemsa em Tampéao fosfato
de Sorensen pH 7,0 por 24 horas, desidratado em alcoois, diafanizado em xildis e
montado sobre laminas e laminulas com resina sintética.
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A quantificacdo dos neurdnios mioentéricos foi realizada por amostragem,
em imagens capturadas em objetiva de 20X com fotomicroscépio Olympus BX60
acoplado a camera DP71, com auxilio dos programas DP Controller e DP Manager
(Olympus, Téquio, Japdo). Foram contados os neurdnios presentes em 30 imagens
por animal, usando o software Image-Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics, Maryland,
USA). A area de cada imagem foi de 0,5709 mm? e a area total quantificada foi de
17,127 mm?2 Os resultados foram expressos como neurdnios por mm?2

Analise estatistica

Os dados foram analisados por meio do teste One-Way ANOVA seguido pelo
pds-teste de Tukey, ou pelo teste Kruskal-Wallis seguido pelo pds-teste Dunns. Os
valores com p<0,05 foram considerados significativos.

RESULTADOS

Parametros corporais

Conforme apresentado na Tabela 1, a AR e o exercicio fisico ndo alteraram,
de forma isolada, o peso corporal nos grupos AR e EP em relagdo ao grupo CON
(p>0,05). No entanto, os animais do grupo EPAR apresentaram reducdo de 12,5%
(p=0,0231) quando comparados ao CON.

Quanto ao peso das gorduras retroperitonial e periepididimal, observou-se
diminuicdo de 37,2% nos animais do grupo EP quando comparados ao grupo CON
(p=0,0187), sem variacdo nos grupos AR e EPAR em relacdo aos demais grupos.

No intestino, os parametros relacionados ao comprimento do intestino delgado
e ao diametro ao nivel do jejuno se mantiveram sem variacdo significativa entre os
grupos (p=0,05; Tabela 1).

CON AR EP EPAR
Peso corporal (g) 370,10£31,902 | 341,70+24,273 | 336,30+22,163 | 323,90+32,90°
Depositos de gordura 2,26+0,282 2,08+0,363 1,42+0,34° 1,95+0,672°
(9/100g de peso)*
Comprimento do 97,43+102 101,70+7,052 | 99,568,042 100,60+8,172
intestino delgado (cm)
Diametro do jejuno (cm)* | 0,36+0,082 0,37+0,042 0,3320,042 0,32+0,082

Tabela 1. Parametros corporais dos grupos controle (CON), artrite (AR),
exercicio preventivo (EP) e exercicio preventivo e artrite (EPAR).

Média + desvio padrao (n=7). One-Way ANOVA, pds-teste de Tukey. *Kruskal-Wallis,
pos-teste de Dunns. Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05).
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Densidade neuronal

A organizacdo geral do plexo mioentérico se manteve constante em todos os
grupos, observando-se neurdnios com corpos celulares de diferentes tamanhos
agrupados em ganglios, que se estendem ao longo de toda a tunica muscular do
jejuno (Figura 1).

Em relacdo a densidade neuronal da populacdo mioentérica total (Figura 2),
os valores médios encontrados foram 165,95 + 26,25 neur6nios/mm? para o grupo
CON, 147,19 + 35,77 neurénios/mm? para o grupo AR, 151,81 + 33,82 neurdnios/
mm? para o grupo EP e 145,16 + 36,57 neurdénios/mm? para o grupo EPAR. A
andlise estatistica demonstrou que ndo houve variagdo significativa entre os grupos
analisados (p=0,5222).

CON AR

100 ym 100 pm

EP EPAR

100 pm 100 um

Figura 1. Fotomicrografias do plexo mioentérico do jejuno de ratos
Wistar dos grupos controle (CON), artrite (AR), exercicio preventivo
(EP) e exercicio preventivo e artrite (EPAR). Técnica de Giemsa.
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Figura 2. Densidade neuronal mioentérica total (neurdnios/mm?) do jejuno
dos grupos controle (CON), artrite (AR), exercicio preventivo (EP) e exercicio
preventivo e artrite (EPAR). Média + desvio padrao (n=6-7). Kruskal-Wallis, ps
teste de Dunn. Nenhuma diferenca foi detectada entre os grupos (p >0,05).

DISCUSSAO

Estudos apontam que animais submetidos a CFA e/ou ao exercicio fisico (resistido
ou voluntario) apresentam perda de peso quando comparados ao grupo controle
(Mondal etal, 2016; Cui et al, 2019; Castro et al, 2021; Smyers et al, 2021). Ademais,
Somasundaram et al. (1983) comprovaram que a capacidade de absor¢ao de glicose
pelointestino delgado é reduzida durante eventos inflamatdrios, o que ocasionaria
perda de peso. Com relacdo aos depdsitos de gordura, animais submetidos a exercicio
fisico tendem a apresentar mudancas em sua composicao corporal, perdendo gorduras
e adquirindo ou mantendo a porcentagem de massa magra (Castro et al, 2021;
Smyers et al, 2021). Corroborando com esses estudos, os ratos Wistar submetidos
apenas ao exercicio resistido obtiveram efeitos benéficos através da reducdo dos
depdsitos de gordura, enquanto os animais artriticos e exercitados apresentaram
perda de peso corporal, sugerindo maior expressdo da doenca comparada aos
efeitos do exercicio.

Apesar de a AR e o exercicio preventivo ocasionarem mudancas na composicdo
e peso corporal (grupos EP e EPAR), o tamanho do intestino delgado e a densidade
neuronal do plexo mioentérico, evidenciada pela técnica de Giemsa, fundamentada
na afinidade do corante pelas organelas do citoplasma neuronal que possibilita
a estimativa da populagdo neuronal total (Sant’Ana et al, 2012), permaneceram
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sem alteracoes entre os grupos. Resultados similares sdo descritos na literatura em
modelos de artrite (Souza et al., 201 1) e exercicio (Scoaris et al., 2010). a organizagao
dos neurdnios mioentéricos pode ser influenciada pelo comprimento do intestino
delgado, de forma que uma alteracdo nas dimensdes intestinais causaria variagdo
na dispersdo e na concentracdo de neurdnios (Natali et al., 2003; Sant’Ana et al.,
2012; Soares et al., 2015). Portanto, os resultados obtidos sugerem que houve a
manutencao da area inervada e, consequentemente, da densidade neuronal.

Na AR, as manifestacdes extra articulares incluem aumento em mediadores
inflamatdrios e inflamacao intestinal (Badolato & Oppenheim, 1996; Cojocaru et
al, 2011), enquanto o exercicio fisico reduz a concentracdo de fatores inflamatorios
intestinais (Wang et al, 2023), fatores que poderiam induzir mudancas estruturais
nos neurdénios entéricos (Vasina et al, 2006). Nesse contexto, a literatura descreve
indicios de neurodegeneragdo entérica em animais artriticos, demonstrando variagdes
de parametros de densidade e morfometria neuronal apds permaneceram com a
doenca por um periodo de 60 dias (Bossolani et al, 2019). De acordo com Collins
(1996) e Vasina et al. (2006), o tipo de inflamacdo (aguda ou crénica), a localizagdo,
a extensdo e a intensidade do estimulo inflamatdrio (leve ou severo) sdo fatores
que influenciam na resposta do SNE a inflamac&o. Dessa forma, diferencas entre
modelos experimentais poderiam influenciar nos resultados, particularmente no
periodo de duracgdo da artrite, que no presente estudo foi do tipo aguda.

E importante ressaltar que apenas a populacio total mioentérica jejunal foi
analisada, logo, a andlise de outros aspectos estruturais dos neurénios entéricos
e das subpopula¢des neuronais, que sdo responsdveis por manter as atividades
intestinais como motilidade (Furness, 2012) e cuja plasticidade é subjacente a
disfuncdo gastrointestinal (Vasina et al, 2006), poderiam confirmar se a funcdo
intestinal foi mantida.

CONCLUSOES

O modelo de artrite reumatoide e a pratica de exercicio preventivo ndo causaram
variacdo na densidade da populacdo total de neurdnios do plexo mioentérico
de ratos Wistar. Estudos complementares que investiguem outros parametros
morfofuncionais do SNE sdo necessarios para melhor caracterizacdo da funcdo
intestinal sob tais condicdes.
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