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Resumo:

O objetivo deste estudo foi avaliar o desenvolvimento da artrite induzida pelo
adjuvante completo de Freund (AlA), comparativamente, em ratos machos e
fémeas. Foram utilizados ratos Holtzman, divididos em grupos: Machos, 1)
normal e 2) artritico, e Fémeas, 3) normal e 4) artritico. Os parametros
avaliados foram: o volume das patas injetada e contralateral ndo injetada
(edema), a gravidade das lesbes secundarias, o numero de leucocitos
recrutados no liquido sinovial das articulacdes inflamadas e o peso corporal.
Os resultados mostraram evidéncias que as manifestacdes clinicas da AlA,
tanto na fase inicial como na fase cronica da sua progressao nao foram
diferentes em ratos machos e fémeas neste modelo experimental.

Introducéo

A Artrite Reumatéide humana (AR)é uma doenca inflamatéria cronica e
degenerativa, de natureza autoimune, que se caracteriza por um processo
inflamatorio nas articulacbes, com hiperplasia sinovial, erosdo e destruicéo
de tecido 0sseo e cartilaginoso adjacentes, entre outras manifestacoes
sistémicas. A maior prevaléncia de AR € observada em pessoas de idade
mais avancada e do sexo feminino, sendo influenciada por fatores genéticos,
ambientais e comportamentais. A artrite induzida por adjuvante (AlA) é um
dos modelos experimentais de doenca inflamatoria crénica, com
caracteristicas muito semelhantes a AR, tanto em termos clinicos como
histopatologicos que pode ser utilizado para o estudo de farmacos com
propriedades anti-inflamatéria e imunomoduladora (VAN EDEN and
WAKSMAN, 2003; STOLINA et al., 2009; XIE et al., 2013). A maioria dos
estudos utilizando o modelo de AIA séo realizados em ratos machos. Pelo
nosso conhecimento, ndo tem estudo que compara o desenvolvimento da
AlA em ratos machos e fémeas. Assim, 0 objetivo do nosso estudo foi avaliar
o desenvolvimento da AIA comparativamente em ratos machos e fémeas.

Materiais e métodos
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idade de aproximadamente 60 dias, pesando 190-210 g e 150- 170 g,
respectivamente. Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura
controlada e ciclo claro/escuro de 12 horas, com agua e racéo ad libitum. O
protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
da Universidade Estadual de Maringa (CEUA/4154050618). Os animais
foram divididos em quatro grupos: Machos, 1) normal e 2) artritico, e
Fémeas, 3) normal e 4) artritico. A artrite foi induzida por uma injecao
subcutanea de 0,1 mL de uma suspensao de adjuvante completo de Freund
(ACF-5%) na pata posterior esquerda dos animais. O volume das patas,
injetada e contralateral ndo injetada, foi determinado por pletismografia
digital nos dias 1, 4, 7, 11, 14, 18, 20, 25 e 28 apoés a indugdo da artrite. Os
resultados foram expressos como aumento no volume das patas comparado
ao volume inicial (uL). A gravidade das lesbes secundarias foi avaliada por
um sistema de graduacdo numeérica, atribuindo valores para cada um dos
eventos: nédulos na cauda (+1); nddulos em uma ou nas duas orelhas (+1
ou +2, respectivamente); edema em uma ou ambas as patas anteriores (+1
ou +2, respectivamente). Assim, a gravidade das lesdes secundarias foi
graduada de 0 a 5, com o valor zero indicando auséncia de lesdes. O
namero total de leucécitos articulares foi determinado em camara de
Neubauer e 0 numero de leucécitos polimorfonucleares e mononucleares foi
avaliado em laminas coradas pelo método May-Grinwald-Giemsa. Os
resultados foram analisados utilizando teste T de Student ndo pareado com
nivel de significancia de P < 0.05.

Resultados e Discussao

A resposta inflamatéria induzida pelo ACF ja se mostrou intensa 24 h apos a
inducao da AIA, com um aumento gradativo do volume da pata injetada até o
28° dia. A partir do 10° dia ocorreu um aumento do volume da pata
contralateral ndo injetada, progredindo até o 28° dia (Figura 1). O
desenvolvimento da resposta inflamatoria nas patas (edema) foi similar nos
ratos artriticos machos e fémeas. Da mesma maneira, a gravidade das
lesbes secundarias, o numero de leucdcitos recrutados no liquido sinovial
das articulagdes inflamadas nao foram diferentes quando comparados 0s
animais artriticos machos e fémeas. A alteracdo de peso corporal, de ambos
grupos de animais artriticos, machos e fémeas, no decorrer do periodo
experimental, foi de mesma magnitude.

A etiologia e o desenvolvimento da AIA sdo complexos, envolvendo
diferentes tipos celulares e mediadores inflamatorios. As células articulares
locais (sinovidcitos, macrofagos, fibroblastos, condrdcitos) e as células de
defesa recrutadas (leucdcitos) produzem e liberam mediadores inflamatorios
como citocinas e quimiocinas (TNF, IL-1, IL-6, IL-8, IL-17, entre outras),
metabdlitos do acido araquiddnico, espécies reativas de oxigénio (EROS) e
de nitrogénio e enzimas proteoliticas, como as metaloproteinases (MMPS).
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Figura 1. Desenvolvimento da resposta inflamatéria na pata esquerda injetada (A) e direita
nao injetada (B), nos dias 1, 4, 7, 11, 18, 24 e 28, ap6s a inducéo da artrite pelo ACF, em
ratos machos e fémeas. Os valores estdo expressos como média + EPM dos animais de
cada grupo experimental. * P < 0.05 quando comparado ao grupo Controle (normal).

Todas estas enzimas e estes mediadores participam do desenvolvimento e
progressdo da artrite estimulando intensa migracdo de leucdcitos para o
local lesado, provocando inflamacéo articular, manifestacdes sistémicas, e
dano tecidual (VAN EDEN; WAKSMAN, 2003; STOLINA et al., 2009; XIE et
al., 2013). Neste trabalho nosso objetivo foi investigar os sinais clinicos da
AIA, no entanto, a avaliacdo histopatolégica e a determinacdo da
concentracdo de mediadores inflamatorios que sao produzidos e liberados
na AIA também sdo muito importantes e precisam ser avaliados em
trabalhos futuros. Alguns autores relatam que pode ocorrer diferenca no
desenvolvimento da resposta inflamatéria quando comparado ratos machos
e fémeas em outros modelos experimentais. Lazzaretti et al. (2010),
utilizando um modelo de inflamacgéao pulmonar aguda encontraram diferenca
no numero de leucdcitos no exsudato pleural quando comparados ratos
machos e fémeas. Dimitrijevi¢ et al. (2020), demonstraram diferenca na
susceptibilidade a artrite induzida por colageno tipo Il (Cll), quando
comparados ratos machos e fémeas, observando maior predominancia em
fémeas. No conjunto, nossos resultados mostraram evidéncias que as
manifestac¢des clinicas da AlA, tanto na fase inicial como na fase cronica da
sua progressao nao foi diferente quando comparamos ratos machos e
fémeas neste modelo experimental.

Concluséao

Em concluséo, este estudo demonstrou que o desenvolvimento da artrite
induzida pelo adjuvante completo de Freund em ratos machos e fémeas foi
similar, sob todos os parametros clinicos avaliados (edema de pata,
gravidade das lesdes secundarias, numero de leucdcitos recrutados no
liquido sinovial da articulacdo inflamada, e alteragcédo de peso corporal).
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