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RESUMO

O receptor ativador do fator nuclear kB (RANK) e seu ligante (RANKL), assim como a
osteoprotegerina (OPG) foram caracterizados na década de 90, sendo
exaustivamente estudado na é&rea de biologia Ossea. O estudo do sistema
RANK/RANKL/OPG no sistema nervoso central (SNC) tem sido negligenciado devido
a sua discreta expressao neste territorio. No presente projeto de pesquisa foi avaliado
o sistema RANK/RANKL/OPG no complexo hipocampal apds neuroinflamacéo
induzida por lipopolissacarideos (LPS), que ativa significantemente as células
microglias e astrocitos reativos pro-inflamatorios. Para tal propésito, ratos adultos
machos receberam injecao intraperitoneal de LPS e foram sacrificados por perfusdo
transcardiaca apos 1, 3 e 7 dias; enquanto o grupo controle recebeu injecdo de
solucéo fisiologica. Cortes histolégicos congelados frontais foram submetidos a
técnica da imunoperoxidase indireta para identificar as proteinas RANK, RANKL e
OPG, seguido de analise qualitativa e quantitativa em microscopia de campo claro. A
imunorreatividade para essas proteinas estavam restritas principalmente nos
neurénios em todo o complexo hipocampal e no giro denteado, sendo que as
imunorreatividades para OPG e RANK foram mais intensas em relagdo a RANKL. A
avaliacdo quantitativa ndo mostrou alteracfes significantes (P>0.05) na regido CA3
do complexo hipocampal entre os grupos com neuroinflamacgéo e o grupo controle.
Em concluséo, o sistema RANK/RANKL/OPG no mostrou altera¢des induzidas pela

neuroinflamacéo com LPS no complexo hipocampal de ratos adultos.

Palavras-chave: Hipocampal. Neuroinflamacéao. Lipopolissacarideos.

Osteoprotegerina.
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ABSTRACT

The receptor activator of nuclear factor kB (RANK) and its ligand (RANKL), as well as
osteoprotegerin (OPG) were characterized in the 90s and have been extensively
studied in bone tissue biology. The study of the RANK/RANKL/OPG system in the
central nervous system (CNS) has been neglected due to its discreet expression in
this territory. In the present study, the RANK/RANKL/OPG system was evaluated in
the hippocampal complex after neuroinflammation induced by lipopolysaccharides
(LPS), which significantly activates microglial cells and pro-inflammatory reactive
astrocytes. For this purpose, adult male rats received an intraperitoneal injection of
LPS and were sacrificed by transcardiac perfusion after 1, 3 and 7 days, while the
control group received an injection of saline solution. Frontal frozen histological
sections were submitted to the indirect immunoperoxidase technique to identify RANK,
RANKL and OPG proteins, followed by qualitative and quantitative analysis in light
microscopy. The immunoreactivity for these proteins was mainly restricted to neurons
throughout the hippocampal complex and the dentate gyrus, with the immunoreactivity
for OPG and RANK being more intense in relation to RANKL. The quantitative
evaluation showed no significant changes (P>0.05) in the CA3 region of the
hippocampal complex between the groups with neuroinflammation and the control
group. In conclusion, the RANK/RANKL/OPG system not showed changes induced by

neuroinflammation with LPS in the hippocampal complex of adult rats.

Keywords: Hippocampal. Neuroinflammation. Osteoprotegrin. Lipopolysaccharide.
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1 INTRODUCAO

O Receptor Ativador do Fator Nuclear kB (RANK), seu Ligante (RANKL) e
a Osteoprotegerina (OPG) foram caracterizados na década de 90 e desempenham
papéis cruciais no desenvolvimento dos tecidos e 6rgéos do sistema imunolégico. Eles
sdo particularmente estudados na area da biologia 6ssea (ONO et al.,, 2020). A
proteina RANKL interage com o receptor RANK, promovendo a osteoclastogénese,
estimulando a atividade osteoclastica e prolongando a vida Gtil dos osteoclastos ativos
(ONO et al., 2020). Por outro lado, a OPG pode se ligar ao RANKL, agindo assim
como um regulador negativo da reabsorcéo 6ssea (ONO et al., 2020).

O RANK é uma proteina transmembrana do tipo |, composta por 616
aminoacidos, que é codificada pelo gene RANK (TNFRSF11A) localizado no
cromossomo 18 (18g21.33) (LIU; ZHANG, 2015; ONO et al., 2020). Esta proteina faz
parte da superfamilia de receptores do fator de necrose tumoral (TNF) e € expressa
principalmente em precursores de osteoclastos, osteoclastos maduros, células
dendriticas, macrofagos e micréglia (ONO et al., 2020). O RANKL é uma glicoproteina
transmembrana do tipo Il, composta por 317 aminoéacidos, que é codificada pelo gene
RANKL (TNFSF11) localizado no cromossomo 13 (13g14.11). Também faz parte da
superfamilia do TNF (LIU; ZHANG, 2015; ONO et al., 2020). O dominio extracelular
do RANKL é clivado por metaloproteinases, resultando em uma proteina solavel que
interage com o RANK. O RANKL é principalmente expresso em osteoblastos e
ostedcitos (LIU; ZHANG, 2015; ONO et al., 2020). A OPG é uma proteina composta
por 401 aminoacidos, derivada da transcricdo do gene OPG (TNFRSF11B) localizado
no cromossomo 8 (8g24.12) (LIU; ZHANG, 2015; ONO et al.,, 2020). Ela é
principalmente expressa em osteoblastos, células epiteliais do trato gastrointestinal,
pulmdes, glandula mamaria, células dendriticas e linfocitos B (LIU; ZHANG, 2015;
ONO et al., 2020). Essa proteina também pertence a superfamilia de receptores de
TNF e é secretada como uma proteina solavel, atuando como um "receptor falso"

(decoy receptor) para o RANKL.

O estudo do sistema RANK/RANKL/OPG no sistema nervoso central (SNC)
tem sido subestimado devido a sua expressao discreta sob condicdes normais ou
durante patologias (HANADA et al., 2009). No entanto, alguns estudos pontuais

indicam um possivel envolvimento direto ou indireto desse sistema em processos
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neuroinflamatorios, neurodegenerativos e neurotumorais. Os primeiros indicios da
atividade do sistema RANK/RANKL/OPG no SNC surgiram a partir de pesquisas que
demonstraram um aumento significativo dos niveis de OPG no plasma sanguineo de
pacientes com isquemia cerebral aguda, o que se revelou um indicador desfavoravel
para a evolucdo do quadro clinico (JENSEN et al., 2010; SONG et al., 2012;
USTUNDAG et al., 2011). Posteriormente, um estudo empregando o modelo de
ocluséo da artéria cerebral média (MCAO) em camundongos "knock-out" para o gene
OPG (OPG-/-) revelou que a interagdo RANK-RANKL reduziu significativamente a
inflamacéo tecidual decorrente do quadro isquémico, associando-se a desfechos
clinicos favoraveis (SHIMAMURA et al., 2014). Os animais OPG-/- ou que receberam
a administragao intracerebroventricular (ICV) de RANKL apresentaram menor
expressao de citocinas pré-inflamatérias, como interleucina 6 (IL-6), interleucina 1
beta (IL-1B), fator alfa de necrose tumoral (TNFa), 6xido nitrico sintetase induzivel
(INOS) e proteina 1 quimiotatica de mondcitos (MCP-1) (SHIMAMURA et al., 2014).
Além disso, esse estudo revelou a presenca de RANK em macréfagos migrantes em
animais controle com inducéo de isquemia cerebral, enquanto RANKL e OPG foram
observados na microglia (SHIMAMURA et al., 2014). Vale ressaltar que esse sistema
proteico estava ausente no cortex cerebral de animais sem lesdo isquémica
(SHIMAMURA et al., 2014).

Em camundongos neonatais submetidos a hipdxia, observou-se um
aumento na expressao de OPG, como relatado por Kichev et al. em 2014. Além disso,
a OPG também apresentou niveis elevados em culturas priméarias de neurbnios e
oligodendrocitos quando tratados com TNFa/ IFNy, conforme constatado no mesmo
estudo (KICHEV et al., 2014). Pesquisas posteriores desse mesmo grupo revelaram
importantes descobertas relacionadas ao sistema RANK/RANKL/OPG. Eles
destacaram que a linhagem de microglia BV2 sofreu significativas modificacdes nesse
sistema, bem como em outras substancias imunomoduladoras, em resposta a

estimulos neuroinflamatérios (KICHEV et al., 2017).

E interessante destacar que a migracéo de linfocitos T para o SNC, seja
atravessando a barreira hematoencefalica ou o liquido cefalorraquidiano (CSF),
depende da interagdo entre 0 RANKL expresso na superficie dos linfocitos T e seu

receptor RANK, presente nos astrocitos, como demonstrado por Guerrini et al. (2015).
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Essa interacdo estimula os astrocitos a sintetizarem e liberarem a
quimiocina Ccl20 (Ligante 20 de CC gquimiocina), que, por sua vez, interage com o
receptor CCR6 (Receptor de quimiocina tipo CC 6) na superficie dos linfocitos TH17,
promovendo assim sua migracdo para o SNC. E bem estabelecido que os astrocitos
desempenham um papel fundamental na manutencéo da permeabilidade vascular no
SNC, por meio de suas projecdes conhecidas como "pés vasculares”. Além disso, eles
constituem uma barreira na superficie do SNC, chamada de "glia limitante", que
desempenha um papel crucial no trafego bidirecional de substancias e células entre o
sangue circulante e o liquido cefalorraquidiano (CSF) com o tecido nervoso. Esta
interacdo entre RANKL dos linfocitos T com RANK dos astrécitos pode ser um fator
chave que facilita o desenvolvimento de encefalites autoimunes, podendo ser um dos
alvos para o tratamento adjuvante de distarbios neuroimunologicos (GUERRINI et al.,
2015).

Recentemente, em virtude da pandemia do SARS-CoV-2, alguns estudos
apontam as células astrocitarias e micréglias como células-chaves na patologia da
encefalite induzida por esta classe de virus (LAVI; CONG, 2020). Estes autores
demostraram que a infecdo do virus MHV-A59 (“mouse hepatitis viroses” A59) em
linhagens de micréglia e astrécitos, resultou em aumento de inUmeras citocinas
inflamatérias (IL1a, IL1B, IL7, IL13, IL15, IL16, IL17, IL178, IL18, IFNa, IFNB, IFNy e
TNF), principalmente em astrécitos tipo |, que séo pré-inflamatorios (LAVI; CONG,
2020). O MHV-A59, pertencente ao género dos coronavirus, possui a capacidade de
infectar animais por meio das vias nasais, resultando em condigcbes como hepatite,
meningite, encefalite e desmielinizacdo. Essa infeccdo apresenta caracteristicas
clinicas e histopatologicas semelhantes as induzidas pelo SARS-CoV-2, conforme
relatado por Das Sarma et al. (2001) e Li et al. (2004). E notavel que a proteina de
membrana conhecida como enzima conversora de angiotensina 2 (ACEZ2,
"angiotensin-converting enzyme 2"), que desempenha um papel fundamental na
entrada do SARS-CoV-2 nas células hospedeiras, esta presente em varias células do
SNC de humanos e roedores. Essas células incluem neurbnios, astrécitos, microglia,
entre outras, como relatados em estudos e revisdes anteriores (BATTAGELLO et al.,
2020; CHOl et al., 2020; GOWRISANKAR; CLARK, 2016; STEARDO et al., 2020; XIA,;
LAZARTIGUES, 2010). Esses estudos destacam a semelhanca entre as infecgdes

induzidas pelo MHV-A59 e pelo SARS-CoV-2, bem como a presenca da proteina
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ACE2 em células do SNC, evidenciando a importancia dessa proteina no contexto de
infeccdes virais e suas implicacdes potenciais na patologia neuroldgica. A expressao
da ACE2 demonstrou um aumento significativo em animais submetidos a isquemia
cerebral induzida pela oclusdo da artéria cerebral média (MCAO), sugerindo que
pacientes com lesdes vasculares no SNC podem estar mais suscetiveis a encefalites
induzidas pelo SARS-CoV-2, conforme indicado por Choi et al. (2020).

Um estudo recente demonstrou que a ativagdo neuronal durante injuria
cerebral traumatica (traumatic brain injury, TBI) induz um significante aumento da
sinalizacao de calcio nuclear nos neurdnios, que por sua vez ativam diversos sistemas
neuronais que levam a secrecdo de neuromediadores que permitem modular as
células da glia (FROHLICH et al., 2022). Nesse ponto, esses autores mostraram que
a diminuicdo da disponibilidade de célcio intranuclear em neurénios na area de TBI
induziu na acumulacédo e ativacdo da micréglia, diminuicdo das conexdes sinapticas
locais e diminui¢do da expresséo de OPG (FROHLICH et al., 2022). Esse mecanismo
foi também evidenciado em animais com inducdo de baixa sinalizacdo de calcio
intranuclear, sendo revertido esses efeitos apds a inducdo da expressdo de OPG
nesses animais. Isto posto, os autores concluem que a migracdo e ativacdo da
microglia, bem como a preservagdo das sinapses no cortex cerebral de animais com
TBI sdo dependentes da sinalizacdo do célcio intranuclear nos neurdnios, assim como
dependente da OPG neuronal (FROHLICH et al., 2022). Essa evidencia também foi
comprovado quanto o aumento da presenca de OPG no liquido cefalorraquidiano
coletado de pacientes logos apés o TBI, retornando aos niveis basais apés 3 dias
(FROHLICH et al., 2022).

Outros estudos também tém fornecido evidéncias de alteracfes no sistema
RANK/RANKL/OPG em pacientes na fase inicial da esclerose multipla (MS), quando
comparados a individuos saudaveis, como demonstrado por Glasnovi¢ et al. (2018).
Essas proteinas foram avaliadas tanto no liquido cefalorraquidiano (CSF) quanto no
plasma sanguineo, revelando uma reducéo nos niveis de OPG no CSF de pacientes
com MS. Além disso, a relagédo entre RANKL e OPG mostrou-se mais elevada no CSF
de pacientes com MS e no plasma de pacientes durante os periodos de remissao dos
sintomas da doenca. Por fim, a expressdo génica dessas proteinas demonstrou um
aumento significativo nas células sanguineas mononucleadas de pacientes durante
os periodos de remissdo dos sintomas da MS (GLASNOVIC et al., 2018).
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Além de processos neuroinflamatorios, a proteina RANKL também tem sido
correlacionado com o processo de ingestdo alimentar (LEE et al., 2018; ZHU et al.,
2018). Desse modo, tem sido observado que RANKL induz diminuigdo no
comportamento ingestivo, reduzindo o peso corporal através da modulacdo dos
neurénios expressando neuropeptideo Y (NPY) e pelo transcrito regulado pela
anfetamina e cocaina (“cocaine-amphetamine-regulated transcript”, CART).
RANKL/RANK também é potencialmente capaz de ativar a area septal lateral,
induzido aumento da temperatura coporal através da ciclooxigenase ou
prostaglandina E2 dependente da fosfolipase 2 que agem no receptor E3 da
prostaglandina em astrocitos do hipotalamo induzindo a hipertemia (HANADA et al.,
2009). Injecéo intracerebroventricular de RANKL no ventriculo lateral também induz
hipertemia (HANADA et al., 2009).

O sistema RANK/RANKL/OPG tem sido objeto de estudos relacionando ao
uso de inibidores da reabsorcado 6ssea como tratamento coadjuvante para diversos
tipos de tumores neurais, além daqueles para 0s quais essas drogas ja sao utilizadas,
como osteossarcomas e mielomas, como relatado por Drake, Clarke e Khosla (2008)
e Peters et al. (2019). Um estudo anterior revelou um aumento significativo na
metilacdo do gene RANK em pacientes com glioblastomas ou astrocitomas, bem
como em linhagens celulares de glioblastomas (VON DEM KNESEBECK et al., 2012).
E importante ressaltar que o aumento da metilacdo do gene tende a inibir sua
transcricdo. Esses mesmos autores também demonstraram que experimentos com
linhagens celulares de glioblastomas tratadas com agentes desmetilantes resultaram
em um aumento na expressdo do gene RANK (VON DEM KNESEBECK et al., 2012).
O aumento da expressado de RANK teve um efeito positivo na ativacdo de varias vias
de sinalizacdo celular, incluindo NF-kB, JNK, ERK, p38a e Akt/PKB, resultando na
inducdo da apoptose e na reducdo de aglomerados dessas células tumorais em
ensaios in vitro (VON DEM KNESEBECK et al., 2012). Esses resultados sugerem que
a manipulacdo do sistema RANK/RANKL/OPG pode desempenhar um papel
significativo como terapia coadjuvante em glioblastomas e astrocitomas, que
frequentemente tém respostas pouco favoraveis aos tratamentos quimioterapicos

disponiveis e com mortalidade elevada em um curto periodo apés o diagnaostico.

Astrdcitos e células microglias desempenham um papel fundamental na

manutencao das condicdes fisioldégicas do ambiente extracelular do SNC. Além disso,
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essas células também séo responsaveis pela eliminacao e refinamento das conexdes
sinapticas, como destacado por diversos estudos (CARSON et al., 2006; COLONNA;
BUKOVSKY, 2017; HARADA; KAMIYA; TSUBOI, 2016; SOFRONIEW, 2020;
SOFRONIEW; VINTERS, 2010; VAINCHTEIN; MOLOFSKY, 2020). A interag&o entre
microglia e astrécitos desempenha um papel crucial nos processos de defesa e reparo
do tecido nervoso durante eventos traumaticos, inflamatorios, infecciosos,
neurodegenerativos e tumorais, como demonstrado por estudos anteriores
(COLONNA; BUKOVSKY, 2017; SOFRONIEW, 2020; SOFRONIEW; VINTERS,
2010).

A correlagéo entre o sistema RANK/RANKL/OPG e lesbes teciduais no SNC
tem sido pouco explorada até o momento. Um estudo piloto conduzido em nosso
laboratorio revelou um aumento na imunomarcacao para RANK, RANKL e OPG no
complexo hipocampal, possivelmente em células microglias e, principalmente, em
astrocitos reativos do tipo Il, que sdo conhecidos por terem propriedades
neuroprotetoras. Isso ocorreu em ratos adultos submetidos a inducdo experimental de
epilepsia por meio do modelo que envolve o uso de cloreto de litio e cloridrato de
pilocarpina. Nesse modelo de insulto tecidual, observa-se uma intensa e persistente
apoptose neuronal no complexo hipocampal devido a ativacéo prolongada das células
neuronais e a excitotoxicidade. Assim, a avaliacao do sistema RANK/RANKL/OPG em
um modelo diferente de lesdo tecidual, especialmente aquele induzido pela
neuroinflamacédo provocada pelo lipopolissacarideo (LPS), que inicialmente ativa as
células microglias e os astrdcitos do tipo Al (pré-inflamatérios), seria de grande
interesse. Isso poderia contribuir para a confirmacéo dos dados recentes na literatura
gque sugerem a participacdo desse sistema proteico em processos de

neuroinflamacéao.
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2 OBJETIVO

O presente estudo analisou a densidade de imunorreatividade das
proteinas RANK, RANKL e OPG no complexo hipocampal de ratos adultos, apos a

inducéo experimental de neuroinflamacéo por lipopolissacarideos (LPS).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Para atender ao objetivo proposto neste estudo, utilizamos um total de 20
ratos adultos jovens (aproximadamente 60 dias de idade) da linhagem Wistar (Rattus
norvegicus), com um peso corporal médio de cerca de 200g. Esses animais foram
obtidos no Biotério da Faculdade de Odontologia de Aracatuba (FOA — UNESP).

Durante todo o experimento, os ratos foram mantidos em gaiolas individuais
sob condic¢des de ciclo claro-escuro de 12 horas, em uma temperatura ambiente de
22°C (x2°C). Eles tinham acesso ilimitado a agua e racdo. Os animais foram divididos
em dois grupos distintos: um grupo submetido a inducédo de neuroinflamacéo e um
grupo controle. E importante destacar que este estudo experimental recebeu
aprovacgédo prévia da comissdo de ética no uso de animais (CEUA) da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba — UNESP (nimero de processo 652/2023).

3.2 Neuroinflamacéao induzida por lipopolissacarideos (LPS)

Para induzir experimentalmente a neuroinflamagdo com LPS
(lipopolissacarideo), os animais receberam uma dose de 5 mg/kg de LPS derivado da
Escherichia coli (O55:B5, Sigma St. Louis, MO, USA), que foi previamente diluido em
solucéo fisiolégica. A administracao foi realizada por via intraperitoneal, conforme
descrito por Fu et al. (2014) e Fan et al. (2014). Apoés intervalos de 24 horas, 72 horas
e 7 dias a partir da administracdo do LPS, os animais foram submetidos a perfuséao
transcardiaca para realizar a técnica de imuno-histoquimica (IHQ), com um total de 5
animais em cada grupo de neuroinflamacio e 5 animais no grupo controle. E
importante mencionar que os animais do grupo controle receberam o mesmo volume

da solucéo veiculo, sem a adigéo de LPS.

3.3 Perfusao transcardiaca

Os animais foram inicialmente anestesiados com uma solugé&o de cloridrato
de cetamina (70 mg/kg, Francotar®, Virbac, SP, Brasil) e cloridrato de xilazina (10

mg/kg, Rompum®, Bayer, RS, Brazil). Em seguida, foram submetidos ao processo de
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perfusdo transcardiaca inicialmente com solucdo salina heparinizada (150 ml),
seguido de solucéo fixadora de formaldeido a 4% (Sigma-Aldrich, MO, USA) em
tampéao fosfato (PBS) 0,1 M, pH 7,4. Posteriormente, os encéfalos foram removidos,
pés-fixados por 12 horas. Os encéfalos foram divididos em dois blocos (anterior
mantendo as estruturas anatdbmicas rostral ao hipocampo e posterior contendo o
hipocampo até a regido pontina), transferidos para cassete histologico e mantidos em
sacarose a 30% durante 10 dias a 4°C, para minimizar a retracdo decorrente do
posterior processamento de inclusdo em parafina. Apds esse periodo, as amostras
foram submetidas a um banho de tampéao fosfato de sodio 0,1M, pH 7,4 durante 2
horas sob suave agitacdo e seguiram o0 processo de desidratacdo, diafanizacdo e
impregnacao (alcool 70°, alcool 80°, alcool 90°, &lcool 95°, &lcool 100°-1, alcool 100°-
2, alcool 100°/xilol, xilol 1, xilol 2, xilol 3, parafina histosec 1, parafina histosec 2)
durante 1 hora em cada banho a temperatura ambiente em um processador
automatico de tecido (PT500, Lupetec, SP, Brasil). Em prosseguimento, foram
transferidos para um terceiro banho de parafina (parafina histosec 3) em estufa com
controle microprocessado (59°C, Fanem, SP, Brasil) e incluidos em moldes
adequados. Os blocos de parafina devidamente identificados foram trimados em
micrétomo (Leica) até a regido do hipocampo (coordenadas) ser alcan¢ada, quando,
entdo, foram coletados cortes histologicos no plano coronal do encéfalo com 5 um de
espessura que foram coletados em uma sequéncia de 25 laminas immunoslides
(Knittel, Alemanha). Em cada lamina histolégica foram coletados 1 corte de cada
animal pertencente ao mesmo grupo animal. Exemplificando, em uma determinada
lamina tinha um corte histologico ao nivel do hipocampo de cada animal de cada grupo
experimental; portanto, cada lamina histoldgica tinha 5 cortes histolégicos, um de cada
animal. Foram preparadas uma série de 25 |laminas dos animais de cada grupo
experimental. Essas laminas histolégicas foram desidratadas a temperatura ambiente
durante 24 horas e transferidas para uma estufa em com controle microprocessado
(59°C) durante 48 horas. As laminas histoldgicas foram estocadas em caixas porta-

laminas de plastico para posterior processamento imuno-histoquimico.

3.4 Imunoperoxidase indireta para identificacao da
imunorreatividade para RANK, RANKL e OPG

Com o intuito de analise qualitativa do padrdo de imunomarcacao destas

proteinas, duas laminas (lamina #1 e lamina #12, equidistantes 55 um) foram
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selecionadas; enquanto para analise quantitativa, 3 laminas (laminas #2, lamina #13
e lamina #24, equidistantes 55 um) contendo cortes histolégicos de cada grupo
experimental (de uma série de 25 laminas de cortes histoldégicos que incluem o
complexo hipocampal) foram selecionadas para cada proteina (RANK, RANKL ou
OPG). Inicialmente, as laminas histolégicas foram submetidas a uma sequéncia de
banhos em xilol I-lll, durante cinco minutos cada passagem, desidratacao
empregando alcool 100% por dois minutos, alcool 95% por dois minutos e &lcool 70%
por dois minutos. Em prosseguimento, foram realizadas trés lavagens em PBS (0,1M,
pH 7,4), PBS/Triton (PBS 0,1 M acrescido de 0,03% de triton X-100), seguido por PBS
0,1M, durante cinco minutos cada passagem e recuperacao antigénica, onde as
laminas foram tratadas em calor Umido em cémara pressurizada (Decloaking
Chamber — Biocare Medical, CA, USA), empregando solucao de 1% de tampao citrato
(100x Citrate Buffer, pH=6,0, Spring Bioscience, CA, USA) durante 10 minutos sob
pressdo alta. Os recipientes com as laminas histologicas foram retirados da camara
pressurizada e passaram por resfriamento em temperatura ambiente por um periodo
de uma hora e trinta minutos. Seguido de lavagens em PBS-T e bloqueio da
peroxidase enddégena com H202 a 0.03 % durante 1 hora, seguido da inibi¢céo de sitios
inespecificos em PBS-T (PBS + 0,001% de Triton X-100) com 5% de leite em po
desnatado e finalmente bloqueio adicional com PB-TX com 2% soro normal de burro
por 24 horas a 4°C. Em prosseguimento, as laminas histolégicas foram incubadas com
um dos anticorpos primarios policlonais obtidos em coelho (RANK, 1:100, sc-9072;
RANKL, 1:100, sc-377079, Santa Cruz Biotechnology, USA) ou monoclonal obtidos
em clones de camundongos (OPG, 1:100, sc-390518, Santa Cruz Biotechnology,
USA) diluidos em PB-TX com 2% soro normal de burro por 24 horas a temperatura
ambiente. Os cortes histolégicos foram lavados em PB-TX, submetidos a incubacao
durante 1 hora com o anticorpo secundario biotinilado anti-camundongo ou anti-
coelho, obtidos em burro (1:800, 715-067-003, 711-065-152, Jackson
Immunoresearch Laboratories Inc, USA), seguido de incubacao durante 1 hora pelo
complexo avidina biotina (1:200, PK-6200, Kit ABC, Vector Laboratories, CA, USA) e
finalmente revelados com o substrato H202 (0.001%) e o cromodgeno diaminobenzidina
a 0,02%, acrescido de sulfato de cromo e niguel, sob controle em microscopia de luz.
Os cortes histologicos foram exaustivamente lavados em PB, desidratados em uma
sequéncia de alcoois, diafanizados e montados com meio de montagem DPX e

laminulas de vidro.
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O controle imuno-histoquimico foi realizado pela omissédo dos anticorpos

primarios empregados.

3.5 Andlises qualitativas e quantitativas

As analises qualitativas das imunorreatividades para as proteinas RANK,
RANKL ou OPG no complexo hipocampal foram realizadas em microscopia de luz
(Axiolab A1, Carl Zeiss, BW, Alemanha), de acordo com a sua diviséo citoarquitetonica
(Jiang e Swann, Figura 1) e baseada no Atlas esterotaxico do SNC de ratos
(SWANSON, 1992).

As andlises quantitativas foram baseadas na porcentagem da densidade
de imunorreatividade na subregido do CA3 do complexo hipocampal (Figura 1). Para
isto, as imagens da sub-regido CA3 de 3 cortes histologicos disponiveis foram
coletadas usando objetivas de 10x em microscopia de luz (Axiolab A1, Carl Zeiss, BW,
Alemanha) e analisadas com auxilio do programa eletrénico Image J (National Institute
of Mental Health, NIMH). Nesse software, as imagens digitais foram transformadas
em 8 bits, ajustados os parametros de brilho e contraste para destacar as
imunorreatividades, e manualmente o padrao de imunorreatividade foi selecionado de
modo a incluir apenas as estruturas exibindo imunorreatividade. Posteriormente, uma
area que compreendia a regido do CA3 foi selecionada e submetida a mensuracéo da
densidade de imunorreatividade. Os dados quantitativos (média e erro padrdo médio)
foram coletados submetidos a analise de variancia (one-way ANOVA), assim como
para os pés-testes para multiplas comparacdes de Bonferroni, considerando p<0.05

como estatisticamente significante.

Figura 1 - Esquema mostrando o complexo hipocampal, com suas subdivisdes e
camadas celulares, baseado em suas caracteristicas citoarquitetdnicas. Abreviaturas:
CA, subdivisdo ou subcampo do Cornu de Ammonis; DG, giro denteado; F, fimbria; H,
hilus; SO, estrato oriens; SP, estrato piramidal; SR, estrato radiato; SLM, estrato
lacunoso-molecular; SL, estrato l4cido; SM, estrato molecular; SG, estrato granuloso.
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Fonte: Esquema extraido Hirofumi Noguchi, Guangnan Li, Samuel J Pleasure, (2020).
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4 RESULTADOS

4.1 Andlise qualitativa

Os padroes de imunomarcacbes para as proteinas OPG e RANK
apresentaram densidade de imunorreatividade superior quando comparado com as
imunomarcacdes obtidas para a proteina RANKL, tornando mais facil a identificagéo
dos tipos celulares imunopositivos (Figuras 1 e 2). E interessante notar que o padr&o
de imunomarcacgédo no complexo hipocampal ndo era homogéneo. As regides CA1,
CA3, CA4, a regido do hilo e o giro denteado mostraram um maior nimero de perfis
celulares de neurdnios no estrato piramidal imunopositivos (Figuras 1 e 2). Os
neurbnios do estrato piramidal foram as principais células que apresentaram
imunorreatividade (Figuras 1 e 2). No entanto, alguns perfis de corpos celulares com
menor diametro também exibiram imunorreatividade, principalmente para a proteina
OPG. Para confirmar sua natureza, sera necessario realizar ensaios de dupla
imunomarcacao com OPG ou RANK em conjunto com marcadores especificos de
astrécitos, como a proteina GFAP, em momento oprtuno. A regido CA3 do hipocampo
foi escolhida para andlises quantitativas, baseado na suas especificidades e
vulnerabilidade funcional — vide discussdo (Figura 3). Os cortes histologicos do
hipocampo que mostraram a regido CA3 dos animais do grupo experimental LPS ap6s
3 dias de tratamento parecem exibir marcagcdes mais consistentes para OPG e RANK
em comparag¢ao com 0S outros grupos experimentais (controle, LPS ap6s 1 dia e LPS

apos 7 dias) (Figura 3).
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Figura 2 - Fotomicrografia em microscopia de campo claro mostrando corte histolégico
frontal do hipocampo de rato adulto sacrificado 3 dias, ap6s a administracdo de
lipopolissacarideo (LPS, 5mg/kg de peso corporal), submetido a técnica da
imunoperoxidase indireta empregando ao anticorpo anti-osteoprotegerina (OPG).
Observar em A, as diferentes partes do hipocampo, destacada nas demais
fotomicrografias (B-B’, CA1; C-C’, CA2; D-D’, CA3; E-E’, giro denteado - GD). A regido
CA2 mostrou a menor presenca de neurdnios imunorreativos (C-C’). As células
predominantes que exibem imunorreatividade a OPG s&o neurbnios. Abreviaturas: CA,
subdivisdo ou subcampo do Cornu de Ammonis do complexo hipocampal; DG, giro
denteado.
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Figura 3 - Fotomicrografia em microscopia de campo claro mostrando corte histolégico
frontal do hipocampo de rato adulto, sacrificado 3 dias ap6s a administracdo de
lipopolissacarideo (LPS, 5mg/kg de peso corporal), submetido a técnica da
imunoperoxidase indireta empregando ao anticorpo anti- receptor ativador do fator
nuclear kB (RANK). Observar em A, as diferentes partes do hipocampo, destacada nas
demais fotomicrografias (B-B’, CA1; C-C’, CA2; D-D’, CA3; E-F’, giro denteado - GD). A
regido CA2 mostrou a menor presenca de neurénios imunorreativos (C-C’). As células
predominantes que exibem imunorreatividade a RANK também s&o neurdnios.
Abreviaturas: CA, subdivisdo ou subcampo do Cornu de Ammonis do complexo
hipocampal; DG, giro denteado.

Fonte: Elaborada pelo autor (2023)
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Figura 4. Fotomicrografias em microscopia de campo claro mostrando cortes
histologicos frontal do hipocampo (regido CA3) de ratos adultos do grupo controle (A-
A”), grupo 1 dia (LPS/ 1 dia, B-B”), grupo 3 dias (LPS/ 3 dias, C-C”’) e grupo 7 dias (LPS/
7 dias, D-D”’), apés a inducao da neuroinflamagao por LPS (LPS, 5mg/kg de peso
corporal), submetidos a técnica daimunoperoxidase indireta empregando os anticorpo
anti-OPG (A-D), RANK (A"-D’) e RANKL (A”’-D”). Observar uma tendéncia dos animais
do grupo LPS/ 3 dias exibirem uma maior densidade de neurbnios imunorreativos,
principalmente para as proteinas OPG e RANK. A imunorreatividade da RANKL é
discreta, ndo permitindo observar neur6nios ou células gliais exibindo caracteristicas
tipicas de imunopositividade.

Fonte: Elaborada pelo autor (2023)

4.2 Analise qualitativa

A analise quantitativa enfocou a regido CA3. A porcentagem da densidade de
imunorreatividade para OPG e RANK foram discretas, raramente alcancando 5% da
areatotal, sendo advindo principalmente das imunomarcag¢fes dos neurdnios situados
no estrato piramidal, como citado anteriormente (Tabelas 1 e 2). Por outro lado, a
porcentagem de imunorreatividade para RANKL foi escassa, ndo permitindo realizar
mensuragdes seguras, sendo descartado a coleta dos dados quantitativos. Apesar de
existir uma discreta tendéncia em um aumento nas imunorreatividades da OPG e

RANK, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significantes entre 0s
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grupos experimentais (P>0.05, Figura 05). Abreviaturas: CONTR, grupo controle;

LPS, lipopolisacarideos.

Tabela 1 - Dados absolutos das porcentagens da densidade de imunorreatividade para
OPG nos diferentes grupos experimentais

CONTR LPS 1 DIA LPS 3 DIAS LPS 7 DIAS
Média 2.676 2.569 3.367 3.530
EPM 0.173 0.290 0.316 0.410
Minimo 1.900 1.260 1.460 1.660
Maximo 3.310 3.470 4.910 5.600

Fonte: Elaborada pelo autor (2023)

Tabela 2 - Dados absolutos das porcentagens da densidade de imunorreatividade para
RANK nos diferentes grupos experimentais

CONTR LPS 1 DIA LPS 3 DIAS LPS 7 DIAS
Média 2.595 2.781 2.512 2.580
EPM 0.340 0.445 0.409 0.387
Minimo 1.200 1.130 0.480 0.720
Maximo 3.910 4.400 4.410 4.650

Fonte: Elaborada pelo autor (2023)
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Figura 5. Dados absolutos da porcentagem da densidade de imunorreatividade para
OPG e RANK na subregido CA3 do complexo hipocampal de ratos adultos dos grupos
controle, LPS/ 1 dia, LPS/ 3 dias, LPS/ 7 dias. Os dados absolutos foram submetidos a
andlise de variancia e p6s-teste de multiplas comparacdes de Bonferroni, considerando
p<0.05 como significante;
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5 DISCUSSAO

O presente estudo analisou o sistema RANK/RANKL/OPG no hipocampo de
ratos adultos apos a inducdo de neuroinflamacédo por lipopolissacarideos (LPS).
Nesse estudo foi empregado a técnica imunoperoxidase indireta para identificar
qualitativamente a distribuicdo individual de cada proteina no complexo hipocampal,
seguido de analise quantitativa (porcentagem da densidade de imunorreatividade em

pixels) na sub-regido CA3 do complexo hipocampal.

O modelo experimental usando LPS tem sido amplamente empregado para
inducdo de neuroinflamacdo em animais de laboratorio (BATISTA et al., 2019;
SKRZYPCZAK-WIERCIOCH; SALAT, 2022). A dose empregada de 5mk/kg de LPS
permite uma intensa ativacdo de micréglia através dos receptores tipo Toll (“Toll-like
receptors”, TLR) nas primeiras 24 horas, que liberam fator de necrose tumoral (tumor
necrosis factor-a, TNF-a), interleucina-1a, componente 1 do complemento 1 q (C1q),
resultando na ativacdo de astrécitos que alteram a sua morfologia e tornam-se
astrocitos reativos pré-inflamatérios dentro de 48 horas (SKRZYPCZAK-WIERCIOCH,;
SALAT, 2022). Esse processo neuroinflamatério é capaz de interferir na atividade
neuronal do hipocampo, neurodegeneracdo e estimulando um processo de
neuroplasticidade (BATISTA et al., 2019; SKRZYPCZAK-WIERCIOCH; SALAT,
2022). A neuroinflamacéo mediada pelo LPS ativa vias de sinaliza¢ao celular que sao
comuns na doenca de Alzheimer, Parkinson entre outras, dependendo da dose, via
de administracdo da droga e frequéncia de administracdo (BATISTA et al., 2019;
SKRZYPCZAK-WIERCIOCH; SALAT, 2022). Em nosso propadsito, o uso de uma dose
Unica foi para induzir um processo neuroinflamatério agudo em até 24 horas, que
evolui para um processo neuroinflamatorio intermediario, seguido das caracteristicas
da fase crénico em até 7 dias; sendo assim, permitindo avaliar uma possivel alteracéo

do sistema RANK/RANKL/OPG nessas fases da neuroinflamacéao.

Os resultados imuno-histoquimicos mostraram a presenca constitutiva dessas
proteinas, principalmente RANK e OPG, em neurdnios na camada piramidal nos
animais do grupo controle, assim como nos animais dos grupos com neuroinflamacao.
A expresséo do sistema RANK/RANKL/OPG no complexo hipocampal indica que esse
sistema proteico esta intimamente relacionado as fungbes implicadas nessa

importante regido cerebral. O complexo hipocampal desempenha um papel crucial na


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Skrzypczak-Wiercioch%20A%5BAuthor%5D
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cognicdo, memoaria, processamento emocional, e distlirbios nessa regido estao

associados a varias condicfes neuroldgicas e psiquiatricas.

Poucos estudos enfocaram o sistema RANK/RANKL/OPG no SNC
(GLASNOVIC et al., 2020; NAGY; PENNINGER, 2015). Estudos especificos
empregando anticorpos para analisar tipos celulares e quais sub-regides do complexo
hipocampal exibem imunorreatividade para RANK/RANKL/OPG sé&o ausentes. Isto
dificultou a comparacéo e valida¢do dos nossos resultados imuno-histoquimicos com
estudos prévios. E importante que estudos imuno-histoquimicos empregando
anticorpos de diferentes fabricantes e com diferentes especificidades possam ser
comparados. As imunomarcagfes sem significantes discrepancias entre Vvarios
estudos permitem embasar os dados obtidos, confirmando as especificidades das
imuno-marcacoes nos diferentes tecidos e 6rgaos. Nao obstante, a comparacdo das
imunomarcacdes do sistema RANK/RANKL/OPG no presente estudo com a base de
dados publicos referente a distribuicdo das proteinas e a expressdo de seus RNAs,
denominado Atlas de proteinas humanas (“The human protein atlas”,

https://www.proteinatlas.org/), permitiu a validacdo dos resultados obtidos. Sendo

assim, observamos que a expressao dos RNA mensageiros para OPG e RANKL no
complexo hipocampal de roedores é evidente, enquanto a RANK é praticamente
ausente (“The human protein atlas”, https://www.proteinatlas.org/). Por outro lado,

também pudemos confirmar a presenca de OPG e RANKL e suas variantes no SNC
de humanos e/ou roedores nos estudos que incialmente isolaram e clonaram essas
proteinas em mamiferos, contudo, esses estudos ndo especificam qual parte do SNC
essas proteinas estavam presentes (PAPANASTASIOU; SIRINIAN; KALOFONOS,
2012; SIMONET et al., 1997). Em condi¢cdes de normalidade, as possiveis funcdes do
sistema RANK/RANKL/OPG no SNC ainda séo desconhecidas.

A analise qualitativa também revelou imunorreatividade variavel
principalmente, das proteinas OPG e RANK em diferentes sub-regides do hipocampo,
com 0s neur6nios piramidais sendo as principais células imunorreativas nas regidoes
CA1, CA3 e CA4 e no giro denteado em todos 0s grupos experimentais. E sabido que
as subdivisbes do complexo hipocampal apresentam diferentes aspectos
citoarquitetbnicos e de conectividade neuronal. Portanto, essas diferencas regionais
da imunorreatividade da OPG e RANK podem ser decorrentes das particularidades

de cada subdivisdo. E interessante destacar que a regiio CA2 mostrou a menor
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presenca de neurdnios no estrato piramidal imunorreativos a OPG e RANK. Isso pode
sugerir uma maior vulnerabilidade dessa regido a eventos inflamatérios agudos, ou

que pode ter implicacdes para as funcdes especificas associadas ao CA2.

A regido CA3 do hipocampo foi selecionada para as analises quantitativas, uma
vez que se trata da area hipocampal mais sensivel as alteracdes neuroplasticas
induzidas durante processos neuroinflamatérios, neurodegenerativos, sendo também
o principal sitio epileptogénico (CHERUBINI; MILLES, 2015). A sub-regido CA3 é
também considerada a principal area indutora de ritmos de atividade elétrica neuronal
importantes para funcédo do complexo hipocampal, similar a um marco passo neuronal
que dita ritmos de descargas de neurbnios de outras subdivisdes hipocampais e
extrahipocampais (KESNER, 2007). As principais fun¢des atribuidas a subdivisdo CA3
sao o processamento da informacéo espacial na memoaria a curto prazo, codificacdes
de informacdes espaciais complexas, processamento de informacédo sequencial e

processamento da geometria ambiental (KESNER, 2007).

Com relacdo aos grupos com neuroinflamacédo, a distribuicdo das células
imunorreativas a OPG, RANK na regido CA3 ndo mostraram alteracdes
estatisticamente significantes quando comparados com o grupo controle. Apenas foi
notada uma tendéncia no aumento da imunorreatividade da OPG nos animais do
grupo de neuroinflamacdo com 3 e 7 dias. Esses dados podem indicar, que essas
proteinas sao estaveis e estdo presentes em neurbnios resistentes a degeneracao
induzida pelo modelo do LPS adotado no presente estudo. Ndo ha estudos prévios
empregando meétodos imuno-histoquimicos indicando alteracbes desse sistema
proteico em neurdnios em modelos de neuroinflamacéo, isquemia cerebral, traumas
cerebrais mecanicos ou mesmo em outras desordens neuropatolégicas. Os estudos
morfologicos disponiveis apontam a imunorreatividade de RANK em macrofagos
migrantes, enquanto as imunorreatividades da RANKL e OPG foram observados em
células micréglias em um modelo de isquemia cerebral (SHIMAMURA et al., 2014).
Além disso, essas imunomarcacgfes estava ausente no cértex cerebral de animais
sem lesao isquémica (SHIMAMURA et al., 2014).

Para uma compreensdo mais completa e precisa, andlises quantitativas
adicionais, como exemplo, aumento do nimero de animais por grupo experimental
poderiam permitir visualizar possiveis alteracOes estatisticamente significantes.

Mesmo assim, essas descobertas séo interessantes e indicam que a expressao das
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proteinas do sistema RANK/RANKL/OPG no hipocampo séo constitutivas e devem
colaborar para a homeostase neuronal e a preservacdo das conexdes sinapticas
frente a processos inflamatoérios nocivos. No entanto, € importante destacar que este
estudo é preliminar e baseado em andlises imuno-histoquimicas, sendo necessarios
estudos da expressado génica que poderiam corroborar com os dados advindos desse

estudo.

Em resumo, este estudo fornece uma base interessante para futuras pesquisas
sobre a interacdo entre o sistema RANK/RANKL/OPG e a neuroinflamacdo no
hipocampo. Com uma analise mais aprofundada e funcional desses mecanismos,
podemos obter uma compreensao mais completa de como a inflamacéo afeta a
funcdo cerebral e desenvolver estratégias terapéuticas direcionadas para condicdes

neuroldgicas relacionadas a neuroinflamacao.
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6 CONCLUSAO

Dentro dos limites desse estudo, foi mostrado através de métodos imuno-
histoquimicos que o sistema RANK/RANKL/OPG esta presente em neurbnios do
complexo hipocampal de ratos adultos e que a neuroinflamacgao induzida pelo uso de
LPS néo alterou o padréo de imunorreatividade dessas proteinas.
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