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RESUMO

Introdugéo: A artrite reumatoide (AR) € uma doenga autoimune inflamatéria sistémica
de etiologia desconhecida. Modelos animais de artrite sdo extremamente Uteis para
o estudo da fisiopatologia da doenga e de novas terapias.

Objetivo: Considerando a predominancia da AR em mulheres e escassez de
estudos sobre influéncia do sexo no desenvolvimento da artrite experimental, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o impacto do sexo no desenvolvimento clinico da
artrite experimental induzida por colageno do tipo Il (CIA).

Métodos: Camundongos DBA1J foram divididos em machos e fémeas, ambos n=6.
CIA foi induzida por duas inje¢des intradérmicas com colageno no dia zero e 18.
Escore clinico da artrite e do edema articular foram avaliados diariamente por 10
dias ap6ds o desenvolvimento da doenca.

Resultados: A evolugado do escore clinico ndo demonstrou diferenga entre os machos
e fémeas. O escore clinico avaliado separadamente - patas dianteiras e traseiras,
apresentou diferencga significativa (p<0,001) — patas traseiras dia 5 (machos 5,8+1,1;
fémeas 3,111,8 - p<0,05). Entretanto, o edema articular foi significativamente maior
nos machos (p<0,001) no dia 5 (machos 4,5+0,4; fémeas 3,8+0,5 - p<0,05).

Conclusdes: Apesar de nao serem claras as diferengas entre machos e fémeas na
CIA em camundongos, a maioria dos pesquisadores da area optam por trabalhar
com machos. Como em humanos, acredita-se na influéncia da genética e dos
hormdnios no desenvolvimento da CIA. Conclui-se que a diferenga encontrada no
desenvolvimento da artrite experimental entre machos e fémeas é um parametro
a ser avaliado de acordo com o tipo de estudo a ser realizado no modelo de CIA.

Palavras-chave: Artrite; semelhangas entre os géneros; artrite induzida por colageno

ABSTRACT

Background: Rheumatoid arthritis (RA) is a systemic inflammatory autoimmune
disease of unknown etiology. Animal models of arthritis are extremely useful to
investigate the pathophysiology of the disease and its new therapies.
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Aim: Considering that RA affects predominantly women, and acknowledging the
lack of studies about the influence of gender in the development of experimental
arthritis, the objective of this study was to assess the impact of gender on the clinical
development of type Il collagen-induced arthritis (CIA).

Methods: Animals were divided in two groups (male and female), both n = 6. CIA
was induced using intradermal injections with collagen on day zero and 18. Clinical
score of arthritis and joint edema were evaluated daily for 10 days after the onset of
the disease.

Results: Clinical score showed no difference between males and females. The
clinical score assessed separately — front and rear paws, showed a significant
difference (p<0.001) — rear paws on day 5 (males 5.8+1.1; females 3.1£1.8, p<0.05).
However, joint edema was significantly larger (p<0.001) on day 5 (males 4.5+0.4;
females 3.8+0.5; p<0.05).

Conclusion: Although the differences between male and female mice with CIA are
not clear, most researchers choose to work with males. Similarly to humans, genetics
and hormones seem to have an influence on the development of CIA. In conclusion,
the difference in the development of experimental arthritis between males and
females should be assessed according to the type of study to be conducted using

a CIA model.

keywords: Arthritis; gender similarities; collagen-induced arthritis

A artrite reumatoide (AR) é uma doenga
autoimune sistémica de etiologia desconhecida, que
leva a destruicdo das articulagdes e deformidades por
erosao do osso e cartilagem (1). Afeta mulheres trés
vezes mais do que homens e sua incidéncia aumenta
com a idade.

Em geral a AR acomete grandes e pequenas
articulagbes em associagdo com manifestagbes
sistémicas, como rigidez matinal, fadiga e perda de
peso. Com a progressao da doenga, os pacientes
desenvolvem incapacidade para realizagao de suas
atividades tanto de vida diaria como profissional,
com impacto econdmico significativo para o paciente
e para a sociedade. Também ocorre significativa
diminuigao da expectativa de vida, entre cinco a dez
anos (2).

Modelos animais tém se mostrado uma ferramenta
adequada para o estudo da fisiopatologia da AR (3). A
artrite induzida por colageno (CIA) em camundongos
€ um modelo experimental muito utilizado que
compartilha caracteristicas clinicas com a AR, tais
como dor, edema, dano articular e perda funcional (4).
Além disso, apresenta semelhangas imunoldgicas
envolvendo altos niveis de autoanticorpos e
ativagdo de células T especificas para colageno.
Histologicamente, a CIA é caracterizada por uma
sinovite intensa que corresponde precisamente com
as primeiras manifestacdes clinicas da artrite. Alguns
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dias apds o inicio da doenca observa-se a invasao
do osso subcondral por tecido proliferativo (pannus)
e degradacao da cartilagem articular, seguida por um
processo lento de fibrose e anquilose das articulagbes
afetadas.

Apesar da maior prevaléncia da AR em mulheres,
no modelo animal de CIA ha indicagdo de uso tanto
de camundongos machos como de fémeas (5). No
entanto observa-se na literatura uma predominancia
de experimentos empregando apenas camundongos
machos. Uma das justificativas para isso seria os
achados de Holmdahl onde observou-se uma maior
incidéncia no desenvolvimento da CIA em machos
(6,7). Portanto, existe um conflito na literatura a
respeito da similitude no desenvolvimento da doenga
entre machos e fémeas, resultado da escassez de
estudos comparativos. O objetivo deste trabalho foi
comparar o desenvolvimento clinico da artrite induzida
por colageno bovino tipo Il entre camundongos
DBA/1J machos e fémeas.

METODOS

Animais

Foram utilizados camundongos DBA1/J (8-12
semanas, peso médio 20 g). Os animais foram
mantidos na Unidade de Experimentagéo Animal (CP-
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HCPA) durante o experimento, em caixas plasticas de
30x20x12 cm forradas com maravalha, em ciclo de
12 horas claro/escuro e temperatura entre 18 e 22°C.
A agua e a ragdo eram administradas ad libitum. Este
estudo obedeceu a Legislagédo Brasileira e do Cédigo
Estadual de Protegéo aos Animais, (Lei 11794/ 2008),
com politicas locais no cuidado e uso de animais de
acordo com os cadigos relacionados a pratica (8).

Grupos e delineamento experimental

Os animais foram divididos em dois grupos
experimentais, machos e fémeas (n=6). A artrite foi
induzida por colageno bovino tipo Il (CIA) segundo
Brand et al. (5). Os animais foram anestesiados
com inalagéo de isoflurano e imunizados com de
uma emulsédo de 50 uL contendo volumes iguais de
colageno bovino tipo I (2 mg/ml) e adjuvante completo
de Freund (CFA) por injegédo intradérmica a uma
distancia de 1,5 cm da base da cauda no dia zero. O
reforco da imunizagdo (booster) foi realizado no 18°
dia, para garantir a indugdo com uma alta incidéncia
de CIA. Utilizou-se a mesma concentragdo de
colageno bovino do tipo Il, no entanto, foi emulsificado
com adjuvante incompleto de Freund (IFA) para esta
imunizagdo. Os animais foram anestesiados como
na primeira imunizagdo e a injegdo € novamente
intradérmica na base cauda, porém numa parte mais
distal ao primeiro local da injegéo. Os animais foram
acompanhados por 10 dias apds o desenvolvimento
da doenga, e sacrificados por deslocamento cervical.

Sistema de avaliacdo do escore clinico

Os animais foram monitorados diariamente
durante todo o periodo experimental por examinadores
cegados para 0s grupos, para analise dos sinais
clinicos da artrite através do escore de gravidade,
como segue: 0 — sem sinais de eritema ou edema;
1 — eritema e edema leve (tarsos ou metatarsos); 2
— eritema e edema moderado (tarsos e metatarsos
ou tarsos e tornozelo); 3 — eritema e edema severo
(metatarsos a tornozelo) e 4 — todas as articulagbes
afetadas com perda da fungéo (anquilose). O escore
total € um somatério dos escores nas 4 patas a partir
do inicio da doenca (escala de 0 a 16) (9).

438 Rev HCPA 2012;32(4)

Avaliagao do edema de pata

No modelo em estudo, a medida laterolateral da
pata do camundongo indica o seu grau de inflamagéo.
Essa medida do edema das patas posteriores foi
realizada diariamente apds o primeiro sinal clinico,
durante todo o experimento, por paquimetro digital
Mitutoyo (Sul Americana Ltda, Suzano — Sao Paulo).

Analise estatistica

O tamanho amostral foi definido de acordo com os
modelos encontrados na literatura (10,11). Os dados
quantitativos gerados sao descritos em médias + desvio
padrao considerando significativamente diferentes para
um p<0,05. Os graficos foram preparados e analisados
usando o software GraphPad, usando ANOVA two-way.

RESULTADOS

Todos o0s animais, machos e fémeas,
desenvolveram artrite. Os escores clinicos no décimo
dia apds o inicio da doenga foram de 11+2,9 nas
fémeas e 11,16x4,02 nos machos, sem diferenga
significativa (figura 1a).

Também nao foram observadas diferengas na
progressao global do escore clinico entre machos
e fémeas. No entanto, quando as patas dianteiras
e traseiras foram avaliadas separadamente, foi
encontrada diferenga significativa na progresséo
da artrite nas patas traseiras, sendo que no quinto
dia de avaliagdo os machos apresentavam maiores
escores nessas patas do que as fémeas (machos
5,8+1,1; fémeas 3,1%1,8 - p<0,05) (figura 1b).

Simultaneamente ao escore clinico da
artrite foi mensurado o edema das patas
traseiras, como uma medida direta do grau de
inflamacgéao. Ao final do experimento os animais
apresentaram niveis semelhantes de edema.
Contudo, da mesma forma que o observado
para o escore de artrite, no 5° dia de doenga o
edema nas patas traseiras dos machos estava
aproximadamente 18% maior em relagcdo as
fémeas (machos 4,5+0,4; fémeas 3,8+0,5 -
p<0,05). (figura 2), indicando uma progressao
mais rapida da doenga.
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Figura 1: (A) Escore clinico global da artrite nos 10 dias ap6s inicio da artrite clinica; (B) Escore clinico das patas
traseiras nos 10 dias experimentais; (média, barras indicam erro padrédo, e fémeas - m machos) * p<0,05.
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Figura 2: Edema das patas traseiras no decorrer de 10 dias.
(média, barras indicam erro padrédo, e fémeas - m machos) * p<0,05
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RESULTADOS

Todos o0s animais, machos e fémeas,
desenvolveram artrite. Os escores clinicos no
décimo dia ap6s o inicio da doenga foram de 11+£2,9
nas fémeas e 11,1614,02 nos machos sem diferenca
significativa (figura 1a).

Também nao foram observadas diferengas na
progressao global do escore clinico entre machos
e fémeas. No entanto, quando as patas dianteiras
e traseiras foram avaliadas separadamente, foi
encontrada diferenga significativa na progressao
da artrite nas patas traseiras, sendo que no quinto
dia de avaliagdo os machos apresentavam maiores
escores nessas patas do que as fémeas (machos
5,8+1,1; fémeas 3,1%1,8 - p<0,05) (figura 1b).

Simultaneamente ao escore clinico da artrite
foi mensurado o edema das patas traseiras, como
uma medida direta do grau de inflamagao. Ao final
do experimento os animais apresentaram niveis
semelhantes de edema. Contudo, da mesma
forma que o observado para o escore de artrite,
no 5° dia de doenga o edema nas patas traseiras
dos machos estava aproximadamente 18% maior
em relagdo as fémeas (machos 4,510,4; fémeas
3,8£0,5 - p<0,05). (fgura 2), indicando uma
progressao mais rapida da doenca.

DISCUSSAO

Poucos estudos avaliam as diferengas do
desenvolvimento da CIA entre géneros, mesmo
assim, a maioria dos estudos opta por trabalhar com
machos, limitando o aproveitamento das criagdes
de animais experimentais. Neste estudo, tanto
machos como fémeas desenvolveram a doenca,
com parametros clinicos semelhantes ao final do
periodo experimental (10 dias). Do ponto de vista
de progressdo da doenga, também nao houve
diferencga no escore global entre os sexos, apenas
se observando uma tendéncia de desenvolvimento
mais precoce ou mais intensa de artrite nas patas
traseiras dos machos, por volta do quinto dia.

Na literatura somente dois estudos compararam
o desenvolvimento de artrite induzida por
colageno em camundongos machos e fémeas
(12,13). Holmdahl et al. em 1985 utilizaram
camundongos DBA/1 para avaliar a incidéncia da
CIA usando colageno tipo Il heterélogo a autélogo
(12). Ele observou o desenvolvimento da CIA
exclusivamente em machos quando a imunizagéo
utilizava colageno tipo Il autélogo e uma incidéncia
bastante aumentada em machos quando utilizado o
colageno tipo Il heterdlogo (rato, galinha e bovino).
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Da mesma maneira, Courtenay também observou
maior frequéncia de artrite em machos (13). Essas
observacdes contrastam com os nossos achados,
onde ndo observamos diferencas tdo nitidas de
desenvolvimento da artrite entre os sexos. Essas
diferengcas poderiam ser explicadas pela grande
diferenga do tempo de desenvolvimento da artrite
entre os estudos. No estudo de Holmdahl, para
desenvolver a artrite levou de 3 a 9 semanas depois
do booster , enquanto no nosso experimento houve
desenvolvimento bem mais rapido, com escores
elevados ao final de somente 10 dias de doenca
(12). Apesar de basicamente ter sido empregado
0 mesmo protocolo de imunizagdo e cepa de
camundongos, as diferengas observadas podem
ser decorrentes de variagbes nos reagentes
utilizados para imunizagéo, como o tipo de colageno
e de adjuvante produzidos atualmente (fonte, grau
de pureza e concentragdo) e os disponiveis em
1985.

Um aspecto interessante €& a observagao
de acometimento distinto da artrite das patas
traseiras e dianteiras nos machos. Em seu
estudo, Holmdahl n&do observou essa diferenca
nos camundongos DBA/1, mas observou uma
preponderancia da patologia nas patas traseiras
em camundongos BIOG, enquanto camundongos
NFWN desenvolviam artrite  exclusivamente
nessas patas (12). Usualmente nos estudos as
avaliagbes clinicas e histologicas sao realizadas
nas patas traseiras. A observagcdo de maior
intensidade de artrite nas patas traseiras pode
ser atribuida ao fato de os animais se apoiarem
mais sobre os membros inferiores ao se erguerem,
agravando o dano articular provocado pelo
processo inflamatdrio. Esse efeito seria ainda mais
importante nos machos, por serem mais pesados.
Podemos ainda hipotetizar que a ndo observagao
dessa diferenca nos modelos de CIA em DBA/1,
que sugere efetiva diferenca na gravidade e
severidade da doencga entre os modelos atuais e
os de quase trés décadas atras (12).

A modulagdo hormonal no desenvolvimento da
artrite experimental ja foi bem demonstrada em
diversos estudos (14,15). Em camundongos DBA
machos, pesquisadores avaliaram o tratamento oral
com etinilestradiol, um hormdnio estrégeno usado
em pilulas anticoncepcionais, e observaram uma
supressao clinica e histolégica da doenga quando
comparada com os controles (16). Outro estudo
utilizou o antagonista do receptor de estrogénio
ICI 182,780 em camundongos DBA fémeas com e
observaram uma piora no quadro da doenca (17).
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Em 1986 Holmdahl também observou que
camundongos fémeas ooforectomizadas eram
igualmente suscetiveis ao desenvolvimento da
CIA quanto camundongos machos normais e a
severidade da doenga foi maior comparada aos
seus controles, indicando um papel protetor dos
hormonios sexuais femininos (6).

Também em humanos, pesquisas apostam no
papel dos hormdnios para justificar o viés sexual
na AR (6,18,19). Diferencas entre homens e
mulheres na AR s&o bastante conhecidas. Tanto a
prevaléncia quanto a incidéncia da doenca diferem
entre os sexos. Em mulheres a incidéncia aumenta
constantemente a partir da puberdade e atinge
seu maximo na menopausa e em idades mais
avangadas. AAR é incomum em homens antes dos
45 anos de idade, a partir da qual a incidéncia da
doenga aumenta substancialmente e se aproxima
dos valores femininos na idade igual ou maior que
70 anos (20). Quanto a gravidade da doenga, ha
discussao se ela € maior em homens do que em
mulheres (21).

Apesardeaindapobrementecompreendido,opapel
dos hormdnios sexuais como imunomoduladores
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