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RESUMO

Alteracbes nas interacbes do ligante do receptor ativador do fator nuclear kB
(RANKL) com seu receptor (RANK) e com seu bloqueador enddgeno
osteoprotegerina (OPG) estao envolvidas em varias doengas como osteoporose,
artrite reumatodide e diabetes mellitus. Estudos anteriores mostraram que este
sistema também esta envolvido na resposta febril induzida por lipopolissacarideo
(LPS) em machos. O objetivo deste estudo foi avaliar se este sistema também
esta envolvido na resposta febril em ratas e como ele se comporta frente as
alteragbes hormonais nas fémeas. Ratas falso-operadas (Sham) na fase
proestro (PE) apresentaram uma temperatura corporal (Tc) mais baixa em
comparagao com machos, fémeas na fase diestro (DE) ou ovariectomizadas
(OVX) . Aiinjecéo intraperitoneal de LPS induziu uma resposta febril pronunciada
em ratos machos e fémeas OVX, e uma resposta significativamente menor em
fémeas Sham nas fases PE e DE do ciclo estral. O pré-tratamento com o
antagonista de RANK, OPG, reduziu a resposta febril em machos, fémeas na
fase DE e OVX. Diferentemente, as fémeas na fase PE nao tiveram sua resposta
febril alterada pela administragdo de OPG. A reposi¢éo de estradiol em animais
OVX reduziu a febre induzida por LPS a niveis comparaveis aqueles observados
em fémeas em DE e PE. O tratamento com OPG também reduziu a resposta
febril das fémeas OVX a niveis similares. No entanto, a combinagdo de ambos
os tratatamentos, reposigcédo de estradiol e tratamento com OPG, n&o alterou o
efeito observado com qualquer tratamento individual. As fémeas na fase PE
apresentam uma expressdao de receptores RANK no hipotalamo
signifcativamente maior ap6s a administracédo de LPS enquanto que os niveis
deste receptor ndo se alteraram significativamente em ratas em DE ou OVX,
ap6s a administragdo deste pirogénio. Ainda, a reposigdo hormonal em ratas
OVX aumentou significativamente a expressao destes receptores, resultado este
similar aquele verificado nas ratas na fase PE. Esses resultados sugerem que o
sistema RANK/RANKL ¢ influenciado pelos hormdnios sexuais femininos, em
especial os estrogenos, desempenhando um papel importante na indugdo da
febre apenas quando esses hormonios estdo reduzidos (DE e OVX). Em fémeas
em PE o RANKL n&o participa da resposta febril e esse fato ndo esta
correlacionada com variagdes (redugdo) na expressdo do receptor no
hipotalamo. Além disso, pela primeira vez foi observado a participagédo de um
mediador na resposta frebril em decorréncia de variagbes hormonais em fémeas.

Palavras-chave: Pirogénios Enddgenos, Febre, Hormbnios Sexuais.



ABSTRACT

Changes in the signaling of the Receptor Activator of Nuclear factor kB lingant
(RANKL), its receptor (RANK) and endogenous blocker osteoprotegerin (OPG)
are involved in several diseases such as osteoporosis, rheumatoid arthritis and
diabetes mellitus. Previous studies also showed that this system is involved in
the febrile response induced by LPS in males. The aim of this study was to
evaluate if this system is involved in the febrile response in rats and how this
system behaves when hormonal occurs. Sham-operated female rats in
proestrous (PE) showed a lower core temperature compared to males, sham-
operated females in diestrous (DE) and ovariectomized (OVX) female rats.
Intraperitoneal injection of LPS induced a pronounced febrile response in male
and OVX female rats, and a significantly lower response in female sham-operated
animals in both PE and DE phases of the hormonal cycle. Pre-treatment with the
RANK antagonist, OPG, reduced the fever in males, sham-operated females in
DE and OVX female rats. Differently, females in the PE phase did not have their
febrile response altered by the administration of OPG. Replacement of estradiol
(E2) in OVX animals reduced LPS-induced fever to levels comparable to those
observed in females in DE and PE. In addition, OPG treatment also reduced the
febrile response of OVX females to similar levels. However, the combination of
both treatments, E2 and OPG, did not alter the effect observed with either
treatment individually. Females in the PE phase exhibit significantly increased
expression of RANK receptors in the hypothalamus after administration of LPS.
However, in female rats in DE or OVX the levels of this receptor do not change
significantly after administration of this pyrogen. Moreover, hormone replacement
in OVX rats is capable of increasing this expression of receptors, a result similar
to that observed in rats in the PE phase. These results suggest that the RANK /
RANKL system is influenced by female hormones, especially estrogens, and
plays an important role in inducing fever only when these hormones are reduced
(DE and OVX). In females in PE, RANKL does not participate in the febrile
response and this fact is not correlated with variations (reduction) in receptor
expression in the hypothalamus. In addition, the participation of a mediator in the
febrile response due to hormonal variations in females was observed for the first
time.

Keyword: Endogenous pyrogens, Fever, sex hormones.



LISTA DE ILUSTRAGOES

Figura 1: Figura esquematica do sistema RANK/RANKL nos 0ssos .............. 17
Figura 2: Esquema do modelo de termorregulagao..............ccccccvvviviiiieeeeenennn. 19
Figura 3: Representacédo da zona de termoneutralidade em ratos.................. 20
Figura 4: Figura esquematica do sistema RANK/RANKL no cérebro.............. 22
Figura 5: Prevaléncia de doengas autoimunes em relag&o ao pais e sexo ....23
Figura 6: Niveis hormonais no ciclo reprodutivo...............ooooviiiiiiiiiiiieenineeeenn. 25
Figura 7: Realizagao de lavado vaginal ..............ccccoiiiiiiiiiiiiiin e 32
Figura 8: Diferenciagao celular nas fases do ciclo estral em ratas ................. 33
Figura 9: Registrador remoto de temperatura...............cooovviiiiiiiiiiiiiei e, 35
Figura 10: Delineamento experimental...............ccccuiiiiiiiiii 37
Figura 11: Avaliacéo dos parametros de eficacia da ovariectomia................ 43

Figura 12: Temperatura corporal e Temperatura corporal basal de ratos machos,

fémeas ovariectomizadas e nas fases diestro e proestro durante o periodo

Figura 13: Resposta febril induzida por LPS em ratos machos, fémeas
ovariectomizadas, nas fases diestro € proestro............ccccevvieiiiiiccciiieeeeennn. 47
Figura 14: Efeito da osteoprotegerina na resposta febril induzida por LPS em
1= 10 1= 0 =T T 1= S 49
Figura 15: Efeito da osteoprotegerina na resposta febril induzida por LPS em
ratas Na fase ProESIrO.........coi i i 51
Figura 16: Efeito da osteoprotegerina na resposta febril induzida por LPS em
ratas Na fase dieStrO..........uuuiiiiiiiiiiie e 53
Figura 17: Efeito da osteoprotegerina na resposta febril induzida por LPS em
ratas ovarieCtOMIZAdas. .........cooiiiiiii e 55
Figura 18: Efeito do tratamento com B-estradiol e osteoprotegerina em ratas
OVariECIOMIZAUAS ....coei ittt e e e e e e e e e e e eeeeeeees 57
Figura 19: Expressao de RANK no hipotalamo de ratas ovariectomizadas e nas
fases diestro, proestro através da técnica de Western blotting....................... 59
Figura 20: Expresséo de RANK no hipotalamo de ratas ovariectomizadas apds

reposicédo hormonal através da técnica de Western Blotting ............cccccceee. 60



CRF
DE

EOp
ET-1
FSH

i.c.v

LBP
LH
LPS
LSn
MnPO
MPA
MSn
NF-kB
OPG
OVX
PE
PEnd
PG

PO/HA

LISTA DE ABREVIATURAS E/OU SIGLAS

- fator liberador de corticotropina

- diestro
- opioides endbégenos
- endotelina-1
- horménio foliculo estimulante
- intracerebroventricular
- interleucina
- intraperitoneal
- proteina ligadora de lipopolissacarideo
- horménio luteinizante
- lipopolissacarideo de parede celular de bactérias Gram-negativas
- nucleo septal lateral
- nucleo pré-éptico mediano
- area pré-Optica medial
- nucleo septal medial
- fator nuclear kB
- osteoprotegerina
- ovariectomizadas
- proestro
- Pirogénios Endogenos
- prostaglandina

- area pre-oOptica no hipotalamo anterior



POA

PTH

RANK

RANKL

S.C

SNC

SP

Tb

Tc

TLR

VCm

VDm

ZNT

- area pre-optica

- paratorménio

- receptor ativador do fator NF-kB
- ligante do receptor ativador do fator nuclear kB
- subcutaneo

- sistema nervoso central

- substancia P

- temperatura corporal basal

- temperatura corporal

- receptores do tipo “Toll”

- vasoconstricdo maxima

- vasodilatagdo maxima

- zona de termoneutralidade



a - alfa

B - beta

k - kappa
A - variagéo

° -grau

LISTA DE SIMBOLOS



SUMARIO

1. INTRODUGAO ..ot 14
1.1 Sistema RANKL/RANK/OPG .......oooiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 15
1.2 Regulacdo da temperatura corporal............ccoooeviiiiiiiiiiiiiiiiic e 17
1.3 Resposta FeDIril........ e 20
1.4 Diferencas entre sexo e a influéncia dos horménios sexuais................. 22

2. OBJETIVO........o 28
2.1 Objetivos eSPECIfICOS .....ovviiiiiiiiiiiiiiiiieieiieeeeeee e 29

3. MATERIAIS E METODOS ..........cocooiieieieeeeeeeeceeeee e 30
3.1 ANIMAIS .o 31
3.2 ESterilizag80 ..o 31
3.3 Determinaga@o do Ciclo estral..............oiiiiiiiiiii e 31
K @ A= 4 = Tox (o] o1 = U 34

3.5 Implante de registrador remoto de temperatura na cavidade peritonial .. 34

3.6 Implante de canula no ventriculo lateral...............ccooooiiiiiiii e, 35
3.7 Protocolos experimentaiS..........oeevuuiiiiiiieeeeeeeeeie e 37
3.8 Avaliacéo da expressédo de receptores RANK no hipotalamo.................. 39
3.9 Analise estatistiCa ...........ooii i 40
O =] U 1 7 0 1 1 41
4.1 Avaliagao da eficacia do modelo de menopausa emratas ..................... 42
4.3 Avaliacado da resposta febril induzida por LPS em ratos machos, fémeas
na fase diestro, proestro e ovariectomizadas.............ccccoeeeeiiiiiiiiiiiiieeeee, 46
4.4 Avaliagao do tratamento com osteoprotegerina na resposta febril induzida
por LPS em ratosS MachOS...........oiiiieeeee e 48
4.5 Avaliagao do tratamento com osteoprotegerina na resposta febril induzida
por LPS em ratas na fase proestro .............cooviiiiiiiiiiiiici e 50
4.6 Avaliacao do efeito da osteoprotegerina na resposta febril induzida por LPS
em ratas Na fase dieStro..........cooiiiiiiii i 52
4.7 Avaliacao do efeito da osteoprotegerina na resposta febril induzida por LPS
em ratas ovariectomizadas ............couuiiiiiiiiiiii e 54
4.8 Avaliagao do efeito do tratamento com B-estradiol e osteoprotegerina na
resposta febril induzida por LPS em ratas ovariectomizadas........................ 56
4.9 Avaliagcédo da expressao de receptores RANK no hipotalamo de ratas em
diestro, proestro e ovariectomizadas ..............cccoeiiiiiiii i, 58
B.DISCUSSAOD ... et e, 61
B. CONCLUSOES ..........ooimiiiiiiiiieeeeeete et 71

REFERENCIAS ... e e 73



1. INTRODUCAO

14




15

1.1 Sistema RANKL/RANK/OPG

O ligante do receptor ativador do fator nuclear kB (RANKL) foi descoberto
nos anos 90 por grupos independentes e recebeu diferentes denominacdes
como: membro 11 da superfamilia de ligantes do fator de necrose tumoral
(TNFSF11), citocina induzida pela ativacao relacionada ao fator de necrose
tumoral (TRACE, Wong, Josien et al. 1997), fator de diferenciacao de
osteoclastos (ODF, Yasuda, Shima et al. 1998) e ligante do fator de diferenciagéo
de osteoclastos (OPGL, Lacey, Timms et al. 1998), sendo portanto caracterizado
como uma citocina pertencente a grande familia do fator de necrose tumoral a
(TNF-a).

O RANKL foi identificado primordialmente com a funcéo de inibir a
apoptose dos osteoclastos através da diferenciacdo dos mesmos. Neste
contexto, trata-se de uma proteina transmembrana do tipo Il expressa em
osteoblastos, células do mesénquima e em células T ativas. Sua expressao pode
ser induzida por fatores inflamatérios como interleucina (IL)-1B, TNF-a,
prostaglandina (PG)Ez, IL-6, IL-11e IL-17 mas também por outros fatores como
o paratorménio (PTH) (Lam, Nelson et al., 2001, Leibbrandt and Penninger
2008). O RANKL também € capaz de inibir a apoptose de células dendriticas,
aumentando sua sobrevida, contribuindo com a atuagdo imune no organismo
(Anderson, Maraskovsky et al. 1997). Além da forma ligada a membrana de
osteoblastos e linfécitos, existe uma forma soluvel de RANKL sendo extraida da
membrana celular por uma metaloproteinase, a enzima conversora de TNF-a
(TACE) (Lum, Wong et al., 1999, Kanzaki, Makihira et al., 2016)

O segundo constituinte do sistema RANKL/RANK/OPG, o receptor
ativador do NF-kB (RANK), é também conhecido como TRANCE-R (Wong,
Josien et al. 1997). Trata-se do receptor do RANKL, uma proteina de membrana
do tipo |, expressa na superficie de osteoclastos e em células dendriticas.
(Anderson, Maraskovsky et al. 1997). Este receptor foi encontrado em outras
areas além da superficie dos osteoclastos, como por exemplo em neurbnios e

astrocitos do hipotalamo (Hanada, Leibbrandt et al. 2009).
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Ha ainda um terceiro constituinte deste sistema e também pertencente
a grande familia do TNF-a, ligado a homeostase 6ssea. A osteoprotegerina
(OPG) é uma proteina soluvel produzida por osteoblastos que compete com o
RANK pela ligacdo com o RANKL, impedindo sua agao (Yasuda, Shima et al.
1998). Deste modo a OPG serve como um receptor “decoy” para RANKL (Rao,
Cronin et al. 2018). Interessantemente, a expressdo de OPG é regulada por
estrégeno, portanto ligando os horménios sexuais, principalmente na
osteoporose em mulheres p6s-menopausa (Wada, Nakashima et al. 2006).

A homeostase 6ssea é regulada através da formacgéao e reabsorgéo 6ssea,
exercidas pelos osteoblastos e osteoclastos, respectivamente. Um desequilibrio
entre as atividades de remodelagdo Ossea, proveniente de alteracdes
hormonais, inflamacéao e fatores de crescimento, pode causar doengas 6sseas
como a osteoporose e a osteopetrose (Yasuda, Shima et al. 1998, Horowitz, Xi
et al. 2001). A osteopetrose é caracterizada pelo aumento acentuado de massa
Ossea, condicdo rara e hereditaria. De forma diferente, a osteoporose
caracteriza-se pela perda de massa 6ssea e tem grande prevaléncia no periodo
pds-menopausa em mulheres (Leibbrandt and Penninger 2008).

Ainda em relacdo a homeostase 6ssea, durante muito tempo, o PTH, a
vitamina D e a calcitonina foram considerados seus principais reguladores. Com
a descoberta do sistema RANK/RANKL/OPG, o foco passou a ser o estudo da
sinalizacao envolvida entre osteoclastos e osteoblastos (Baud'huin, Lamoureux
et al. 2007).

Em relagdo a homeostase 6ssea, moléculas como a IL-13, o TNF-a e a
PGE2 estimulam a produgcéo de RANKL nos osteoblastos. O RANKL, liga-se ao
receptor RANK presente nos osteoclastos precursores, promovendo sua
diferenciacdo, aumentando a reabsorgéo 6ssea (Figura 1). Ja a OPG, pode
impedir esta ligagdo com o RANK, ao ligar-se ao RANKL, antagonizando seu
efeito (Figura1). Assim, uma alta concentracdo de OPG faz com que o RANKL
esteja menos disponivel para ligagdo com o RANK e favorece assim o aumento
da massa 6ssea. Por outro lado, uma baixa concentracédo de OPG faz com que
o RANKL se torne mais disponivel para a ligagdo com o RANK favorecendo a
reabsor¢céo e diminuicdo da massa éssea. A concentragdo de OPG produzida
regula a massa éssea, acredita-se assim que a OPG possa ter efeito 6sseo

protetor no organismo.
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Figura 1. Figura esquematica do sistema RANK/RANKL nos ossos. Citocinas pro-
inflamatérias como IL-1B e TNF-a e outros mediadores como PGE; sdo capazes de
aumentar a expressdo de RANKL em osteoblastos, facilitando sua ligagdo com o
receptor RANK, promovendo assim a diferenciacdo de osteoclastos precursores,
aumentando a reabsorgcao 6ssea. A OPG é capaz de se ligar ao RANKL, bloqueando
ligagdo deste com o receptor RANK, impedindo assim a diferenciagdo de osteoclastos
precursores e favorecendo a formacao 6ssea (Hanada, Hanada et al. 2011) Adaptado.
Numero de autorizagao para utilizacao: 4406180868808

Embora o envolvimento do sistema RANK/RANKL/OPG na homeostase
Ossea esteja bastante elucidado sendo a principal fonte de dados bibliograficos,
outras condigdes ja estdo sendo atreladas a este sistema, como artrite
reumatoide e diabetes mellitus (Kiechl, Wittmann et al. 2013, Zhao, Huang et al.
2016) . Estas doencgas estéo relacionadas a um componente imune importante,
sendo assim ha uma intima ligacdo entre o metabolismo 6sseo e o sistema
imune, principalmente relacionado ao sistema RANKL/RANK/OPG. Estudos
mais recentes evidenciam uma nova linha de pesquisa, chamada de
osteoimunidade (Walsh and Choi 2014, Zhao, Huang et al. 2016). Tyrovola e
colaboradores (2017) realizaram uma extensa revisdo a respeito desse
mecanismo 0sseo associado a outra areas do organismo e suas perspectivas na
pesquisa cientifica. Em relagdo a regulacédo da temperatura corporal e a
resposta febril, foco do nosso estudo, a participagédo deste sistema ja foi
identificada (Hanada, Leibbrandt et al. 2009), porém ainda faltam estudos para

melhor compreender 0 mecanismo envolvido nesta condigéo.

1.2 Regulagao da temperatura corporal
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O controle da temperatura corporal (Tc) é uma das principais fungbdes do
organismo para a manutencdo da homeostase. A forma como este controle é
mantido se diferencia de acordo com as espécies. Alguns animais como répteis,
anfibios e peixes, chamados de ectotermos, tem sua Tc regulada através de
fatores externos. Diferentemente disso, animais endotermos (aves e mamiferos),
regulam sua temperatura de acordo com fatores internos, através do seu préprio
metabolismo (Bicego, Barros et al. 2007). Neste estudo focaremos nos
mamiferos, em especial na utilizagédo de ratos na experimentagcéo animal e na
bibliografia de estudos em humanos.

O funcionamento deste mecanismo de termorregulacdo no sistema
nervoso central foi investigado primeiramente em 1965, por Hammel, que
identificou como os neurdnios hipotalamicos poderiam controlar a Tc dentro dos
limites ideais. Mais tarde e através de diversos estudos, Morrisson e Nakamura
(2011) realizaram diversos trabalhos acrescentando novas informagbes ao
modelo de Hammel, contribuindo para o entendimento do complexo mecanismo
da termorregulagdo em animais endotermos.

De forma simplificada, para esses autores, o controle da temperatura
corporal inicia-se com a detecgédo da temperatura ambiente pelos receptores de
temperatura (de frio e calor) localizados na pele e nos 6rgéos internos. Esta
informacéo periférica € levada até o sistema nervoso central (SNC) através de
neurbnios de diversas ordens onde atingirdo areas termosenssiveis do
hipotalamo (que detectam alteragcdes térmicas), como o nucleo pré-Optico
mediano (MnPO). Em um ambiente quente, o MnPO envia aferéncias

excitatorias para a area pré-optica medial (MPA) que inibe os neurdnios

eferentes de producdo e conservagao de calor, reduzindo entdo a producgéo e
aumentando a perda de calor (Figura 2). Em um ambiente frio, o MnPO inibe a
MPA e desinibe os neurbnios efetores de produgéo e conservagédo de calor,
aumentando a produgéo e diminuindo a perda de calor (Figura 2) (Nakamura and
Morrison 2011).



19

Ambiente quente Ambiente frio
MnPO
C__dD ;
GABA o ——0
Neurtno MPA ||=1Glu Soio efet
i o T 6 | eI J
Tp{—r-':;t de calor _l perda de calor
wia vasodilatagao via vascddatacio
1 producdo oe calor T produgio de calor
LP
LPBiateral : Q O L PBiateral
Q Redugao da Ti :
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Figura 2. Esquema do modelo de termorregulacéo. Estimulos de calor e frio sé&o
detectados pelos sensores na pele, a informagéo é conduzida até o MnPO através de
neurénios, passando pelo LPB dorsal (LPBd para estimulo de calor) e LPB lateral (para
estimulo de frio). Em um ambiente quente, ocorre a estimulagédo da MPA, mantendo o
neurénio efetor inibido. Em um ambiente frio, ocorre a inibicdo da MPA, desinibindo o
neurdnio efetor. Ta, temperatura ambiente; GRD, ganglio da raiz dorsal; CD, MnPO,
nucleo pré 6ptico mediano corno dorsal; LPBd, nucleo parabraquial lateral; MPA, area
pré-optica medial (Nakamura and Morrison 2011) Adaptado.

Autorizagéo para utilizacao: 4406191072181

Além destes mecanismos de termorregulacao previamente mencionados,
existe uma faixa de temperatura chamada zona de termoneutralidade ou
termoneutra (ZTN), bem caracterizada em animais de experimentacao. E a faixa
de temperatura ambiente onde essa temperatura tem pouco efeito na
temperatura corporal, sendo facilmente compensada. Na faixa da ZTN (entre
26°C e 30°C para ratos), o mecanismo de termorregulacéo pode ser facilmente
ajustado através da vasodilatagdo e vasoconstricdo. Temperaturas abaixo da
vasoconstricdo maxima (VCm) ou acima da vasodilatagdo maxima (VDm)
alteram a temperatura corporal do animal, pois ndo havendo mais possibilidade
de alteragdo do vaso para promover dilatagdo ou constricdo o organismo teria
que envolver mecanismos mais complexos para perder calor (sudorese,
ofegacao) ou para produzir calor (termogénese associada ou n&o a tremores)
(Figura 3) (Gordon 1990, Romanovsky, Ivanov et al. 2002).



20

Zona de I
Termoneutralidade I
|

Figura 3. Representagdo da zona de termoneutralidade (ZTN), em ratos. A ZTN
compreende na faixa de temperatura ambiente na qual o mecanismo mais simples de
controle da temperatura corporal, ou seja vasodilatagdo e vasoconstricao
funcionalmente é capaz decontrolar a temperatura corporal e em ratos encontra-se entre
os 26°C (vasoconstricdo maxima, VCm) e 30 °C (vasodilatagcdo maxima, VDm). Em
temperaturas inferiores aquela em que ocorre VCm, mecanismos de producgéo de calor
(termogénese) seréo ativados. Em temperaturas superiores aquela em que ocorre VDm,
mecanismos adicionais de perda de calor (sudorese, ofegacdo) serdo ativados (do
autor).

Através destes mecanismos, a temperatura corporal nos animais
endotermos € mantida relativamente constante. Porém em algumas condigdes,
ocorrem alguns ajustes adicionais na temperatura corporal além daquele
relacionado ao fator temperatura ambiental, por exemplo em uma infec¢ao onde

ha a ocorréncia da febre.

1.3 Resposta Febril

A febre é uma reagdo de fase aguda realizada pelo hospedeiro em
resposta a uma leséo ou infecgao. Caracteriza-se pela elevagao controlada da
temperatura interna de um organismo para niveis acima dos normais, decorrente
de uma alteragéo do ponto de regulagdo hipotalamica da temperatura. E uma
estratégia evolutiva de sobrevivéncia, geralmente benéfica, pois aumenta a

migracéao celular, a proliferagdo de células T e a fagocitose, aumentando assim
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as chances de combate ao patdogeno (Dinarello, Cannon. et al. 1988, Hasday,
Thompson et al. 2014).

A inducao de resposta febril pela administracao de lipopolissacarideo
de parede celular de bactérias Gram-negativas (LPS), em animais de laboratério,
€ um modelo bem descrito na literatura para o estudo da febre e inflamagao.
Neste modelo é possivel mimetizar os efeitos de forma mais uniforme, se
comparados com o uso de bactérias vivas (Blatteis 2006) . O LPS ao penetrar
no organismo, liga-se a proteina ligadora de lipolissacarideo (LBP), formando o
complexo LPS-LBP. Este complexo ira interagir com receptores semelhantes ao
Toll (TLR) do tipo 4, processo que deve ser mediado pelo receptor CD14 na
membrana do macréfago. A partir dai uma cascata de sinalizagado celular é
ativada para que o fator de transcricdo NF-kB seja internalizado para o nucleo,
e assim seja capaz de realizar a transcrigéo de citocinas pro-inflamatorias. Por
promover a febre, essas citocinas s&do chamadas de pirébgenos enddégenos
(PEnd). Dentre os PEnd conhecidos destacam-se as citocinas IL-13, TNF-a, IL-
6 e IL-8 (Kluger 1991, Ashdown, Poole et al. 2007, Brito, Radulski et al. 2016).

Estes PEnd periféricos, mencionados anteriormente, levam a informagéao
até o SNC, especificamente em areas proximas ao hipotalamo anterior onde
ocorrera um controle integrativo entre as respostas termorregulatoria e febril.
Estes pirogénios nao precisam necessariamente cruzar a barreira
hematoencefalica, mas podem induzir nas células endoteliais locais, a sintese
de novos PE ou de mediadores centrais que irdo atingir a area pré-optica do
hipotalamo anterior (PO/HA) (Zampronio, Soares et al. 2015). Dentre os
mediadores centrais envolvidos na resposta febril, destacam-se prostaglandinas
E2 (PGE2) e F2a (PGF2a), fator liberador de corticotrofina (CRF), opioides
endoégenos, substancia P (SP) e endotelina-1 (ET-1) (Blatteis, Xin et al. 1994,
Zampronio, Souza et al. 1994, Fabricio, Silva et al. 1998, Dinarello 1999, Reis,
Brito et al. 2011, Zampronio, Soares et al. 2015, Brito, Radulski et al. 2016). Estes
mediadores centrais alteram a frequéncia de disparos de neurdnios
hipotalamicos, que passarao a controlar a temperatura corporal em valores
acima de 36,5-37°C. Uma excelente revisdo a respeito do envolvimento dos
mediadores centrais na febre foi realizada por Zampronio e colaboradores
(2015).
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Além dos mediadores citados anteriormente, Hanada e colaboradores
(2009), verificaram que o RANKL é um mediador central importante na resposta
febril induzida por LPS, IL-18 e TNF-a, e que o mesmo recruta prostaglandinas

para exercer seu efeito pirogénico (Figura 4).

No cérebro
LSn/MSn/POA
IL-1B TNFa
LPS, pirogénio, inflamacéo FEiRE

Figura 4. Figura esquematica do sistema RANK/RANKL no cérebro. Estimulos
pirogénicos ou inflamatorios estimulam a formacao de citocinas pré inflamatérias como
IL-18 e TNF-a. Estas citocinas vao estimular a ligacdo do RANKL com o RANK no
cérebro, em sua forma livre, estimulando a producdo de PGE2, tendo como
consequéncia a febre (Hanada, Hanada et al. 2011). Adaptado. LSn, nucleo septal
lateral; MSn, nucleo septal medial; POA, area pré-optica.

Autorizagéo: 4406180868808

Esses pesquisadores realizaram seus estudos prioritariamente em
animais machos, nao tendo sido realizado nenhum tratamento farmacolégico ou
mesmo avaliada a resposta febril em fémeas. Na literatura, ja é evidenciado a
necessidade de estudos comparativos entre géneros, principalmente em
pesquisas relacionadas a fatores imunolégicos, onde pode ocorrer maior
diferenca entre géneros (Ngo, Steyn et al. 2014). Considerando-se ainda que ha
uma relacdo bastante importante entre o funcionamento do sistema
RANK/RANKL/OPG e os hormdnios sexuais femininos (Wada, Nakashima et al.

2006), torna-se essencial avaliar possiveis diferengas de sexo na resposta febril.

1.4 Diferengas entre sexo e a influéncia dos horménios sexuais
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Ha bastante tempo, tem se estudado a diferenga na resposte imune entre
sexos e 0s mecanismos envolvidos nessa particularidade. Esta abordagem
iniciou-se com a observacao de uma maior incidéncia de determinadas doencas
autoimunes em um género, em detrimento do outro (Ansar Ahmed, Penhale et
al. 1985, Bouman, Heineman et al. 2005).

Para verificar estas diferencas em relagdo ao sexo, Beeson (1994)
realizou uma analise de dados clinicos brutos a respeito de 40 doencas
autoimunes bem descritas em humanos, adicionando entdo ao estudo os fatores
idade e sexo. Nesse estudo, o autor obteve uma co-prevaléncia em apenas duas
patologias, a Sidrome de Sjogren e o Lupus Eritematoso sistémico. Em geral,
nessas doengas a prevaléncia foi maior em mulheres na faixa dos 30 anos de
idade.

Dez anos mais tarde, e com maior numero de dados, Ngo e colaboradores
(2014), realizaram uma extensa revisdo e analise de dados a respeito da
diferenca de género em doengas autoimunes em um conjunto de paises

especificos. Alguns destes dados foram exemplificados na Figura 5. Além da co-

DOENCAS REUMATOLOGICAS  DOENCAS ENDOCRINAS

Espongilite anquilosante Doenga de Graves
USA{ : USA s
England il France I s
China{mml Denmark-{ S
India : China{immmmms
Australia{l——

Doenga de Hashimoto

Artrite reumatoide Englond! .

UsAalms al China- s |
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Japan-{I
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";; i
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Figura 5. Prevaléncia de doengas autoimunes em relagédo ao pais e sexo. A figura
representa a prevaléncia da Espongilite anquilosante, Artrite Reumatoide, Doenca de
Graves e Doenca de Hashimoto entre homens e mulheres, nos paises representados
na cor vermelha do mapa mundial abaixo (Ngo, Steyn et al. 2014) Adaptado.
Autorizacdo para utilizagao: 4491670193113.
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leta de dados, esses autores propuseram os possiveis fatores relacionados a
maior prevaléncia dessas doencas em mulheres. Dentre os principais fatores,
destacam-se o meio ambiente, fatores genéticos, fungcédo hormonal e reprodutiva.
A funcdo reprodutiva masculina tem seu inicio na puberdade e permanece
relativamente constante até a andropausa. Diferentemente, nas mulheres a
funcao reprodutiva é alterada drasticamente durante a vida como na puberdade,
gravidez e na menopausa. Essas variagdes hormonais parecem estar envolvidas
na modificacdo do sistema imune em mulheres e consequentemente na

incidéncia de algumas doengas autoimunes (Ngo, Steyn et al. 2014).

Os mamiferos apresentam diferenga no seu ciclo reprodutivo, variando
entre espécies. Em humanos, o ciclo reprodutivo feminino dura em torno de 28
dias, com flutuagdes hormonais durante o periodo. Nos primeiros 14 dias,
chamado de periodo folicular, as quantidades de estrégeno e progesterona estéo
baixas. No dia 12 a quantidade desses hormdnios comega a aumentar,
estimulando a secre¢gdo de hormoénio luteinizante (LH) e hormdnio foliculo
estimulante (FSH) pela hipoéfise, culminando na ovulagdo proximo ao dia 14
(Figura 6A). Durante o periodo de poés-ovulagdo, chamado de fase lutea, os
niveis de estrogénio e progesterona aumentam rapidamente e depois voltam a
niveis muito baixos, quando n&do ha fecundacéo e inicia-se a menstruacao
(Emanuele, Wezeman et al. 2002) .

Este ciclo reprodutivo estende-se geralmente até meados dos 40 anos
de idade, quando ocorre o declinio progressivo da fung¢do ovariana culminando
na menopausa. A menopausa caracteriza-se pela interrupcédo permanente da
menstruagdo, 12 meses de amenorreia, e constitui a transigéo fisioldgica do
periodo reprodutivo para o n&o reprodutivo. Este periodo de diminuicdo de
estrogeno e progesterona, além do aumento de FSH, gera sintomas com grande
variabilidade em mulheres, como ondas de calor, alteracdes de humor, perda de
libido, entre outros. Além desses sintomas, algumas doencas sao mais
suceptiveis nessa fase, como a osteoporose (Dempster, Lambing et al. 2012).

Ja é descrito na literatura, principalmente em ratas, que os estrogenos
tem efeito protetor nos ossos, ao impedir a atividade do RANKL, bloqueando
entado a diferenciacdo dos osteoclastos e a reabsor¢cao 6ssea. A diminuigdo de

estrébgenos na menopausa faz com que nao ocorra esse efeito protetor,
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aumentando a reabsorc¢ao éssea, causando osteopenia ou de forma mais severa
a osteoporose (Dempster, Lambing et al. 2012, Faienza, Ventura et al. 2013)
Diferentemente da mulher, a rata € um animal do tipo poliestro, com ciclos
estrais rapidos e sucessivos, com duracgao de 4-5 dias para 60- 70% dos animais
(Byers, Wiles et al. 2012). Nas ratas, o ciclo estral possui quatro fases,
denominadas de estro, metaestro, diestro (DE) e proestro (PE). O estro
corresponde ao periodo de ovulagdo, com duragéo de 12 h a 24 h, € nesta fase
que a progesterona encontra-se em seu nivel maximo e as células vaginais
apresentam-se cornificadas, com intensa descamacdo. O metaestro
corresponde a fase entre os ciclos, na qual ndo ha acédo hormonal identificavel e
as células vaginais encontram-se proporcionalmente iguais, dificultando sua
identificacéo. Esta fase dura em média 12 h, porém algumas ratas podem ter
este ciclo com duragdo menor que 6 h. O estro corresponde a agao inicial do
estradiol sobre o organismo, com niveis de estradiol correspondentes a metade
da taxa maxima, além da presenca de grande numero de leucécitos. Esta fase
do ciclo pode durar até 60 h. O PE corresponde ao pico da ac¢ao do estradiol,
com as células vaginais apresentando-se grandes e nucleadas, sem leucécitos.
Esta fase pode durar de 12 h a 18 h e precede a ovulagéo que ocorre na fase
estro (Figura 6B) (Emanuele, Wezeman et al. 2002, Byers, Wiles et al. 2012). A
valiacao do ciclo estral € um método experimental simples e econdbmico, que
permite verificar a atividade ovariana e pesquisa de doencas relacionadas aos
horménios sexuais. Atrelado a esta metodologia, pode-se utilizar o modelo de
ovariectomia, abstendo dos hormébnios ovarianos, mimetizando assim o

processo de menopausa.
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Figura 6. Niveis hormonais no ciclo reprodutivo de mulheres e ratas. Em A esta
representado o ciclo reprodutivo em mulheres, em 28 dias, com as variacbes dos
horménios LH, FSH, Estrogeno e Progesterona. Em B estd exemplificado o ciclo
reprodutivo em raras, em 4 dias, dividido em metaestro, diestro, proestro e estro. FSH,
horménio foliculo estimulante. LH, horménio luteinizante (Emanuele, Wezeman et al.
2002). Adaptado.

Autorizagao de utilizagao: 4491860189316

Em relacéo as diferengas entre sexos na termorregulacao e na resposta
febril, diversos estudos em animais experimentais relatam uma diferenca na
temperatura corporal entre sexos. Na termorregulacédo ha uma diferenga na
temperatura corporal entre machos e fémeas, além de diferengas entre as
proprias fases do ciclo estral em fémeas. Ainda, a reposicdo hormonal em
fémeas também é capaz de modificar a temperatura corporal desses animais
quando expostos a diferentes temperaturas de ambiente (Dacks and Rance
2010). Um ponto de relevancia clinica desses estudos esta ligada a fertilidade
em mulheres, onde o aumento da temperatura corporal é utilizado para sinalizar
o0 momento de maior propensao a ovulagéo (Papaioannou, Aslam et al. 2013).
Na resposta febril, esta diferenca entre sexos € melhor relatada e descrita

quando comparada a termorregulagcédo. Ratas apresentam resposta febril menor
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em relagdo aos ratos machos, utilizando o LPS como pirogénio (Ashdown, Poole
et al. 2007). Esta diferenca na resposta febril parece estar envolvida com os
horménios sexuais femininos pois ao se retirar esses horménios, através da
ovariectomia, esta diferenga na resposta febril é revertida. Da mesma maneira,
ao realizar a reposicao hormonal (estrogénio), em ratas OVX, a resposta febril &
menor em comparagao aos ratos machos (Brito, Radulski et al. 2016). Ha grande
relevancia clinica no estudo da resposta febril neste caso, levando em conta uma
possivel diferenciagéo terapéutica entre sexos, embora tedrica ainda, visto a
evidente diferenga de resposta febril entre esses grupos.

Ha ainda uma diferengca na resposta febril em relacdo a variacédo dos
horménios sexuais, por exemplo em mulheres gravidas e na menopausa. Em
ratas prenhas, ha uma menor resposta febril em comparagéo com nao gravidas.
(Harre, Mouihate et al. 2006). Esta diferenca pode reduzir a percepgéo e a
intensidade da infecgdo o que poderia ter consequéncias importantes para o feto.
Mulheres no periodo pés-menopausa regulam sua temperatura corporal em
niveis mais baixos em relagdo aquelas que realizam reposicdo hormonal no
mesmo periodo, e este fato ocorre através de um mecanismo distinto de uma
febre classica induzida por infeccao (Brooks-Asplund, Cannon et al. 2000).

Poucos sao os estudos relacionando a termorregulagéo e resposta febril
em fémeas, em sua maioria estes séo realizados em machos e bastante focados
no estudo do LPS e IL-1B. Nosso laboratorio vem realizando esses estudos a fim
de identificar o mecanismo de agao de diversos mediadores na termorregulagéo
e na resposta febril, levando em conta as diferencas entre sexos e as variagdes

hormonais.

Considerando as informacdes apresentadas nesse capitulo, podemos
inferir que a febre € um mecanismo de defesa do organismo e é influenciado por
hormdnios sexuais. Ainda, o sistema RANK/RANKL/OPG participa da resposta
febril em machos, além de participar em doencas associadas a hormonios
sexuais, com prevaléncia em mulheres, como a osteoporose. E possivel entéo
questionar se o sistema RANK/RANKL/OPG pode atuar de maneira diferente na
resposta febril em fémeas. E, em caso afirmativo, se esse sistema se relaciona

com os hormonios sexuais femininos.



2. OBJETIVO
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O objetivo deste trabalho foi avaliar a participacdo do RANKL na
resposta febril induzida pela administracdo de LPS em ratas fémeas
comparativamente aos machos e possiveis alteragcdes nesta participacao

relacionadas ao ciclo estral das fémeas.

2.1 Objetivos especificos

e Avaliar a temperatura corporal normal em ratos e em ratas nas fases

Diestro e Proestro, além de ovariectomizadas.

e Avaliacéo da caracterizag&o da ovariectomia.

o Avaliar a resposta febril induzida por LPS em ratos e em ratas nas

fases Diestro e Proestro, além de ovariectomizadas.

e Avaliar o efeito do bloqueador endégeno de RANKL, a OPG, sobre a
resposta febril induzida por LPS em ratos e em ratas nas fases Diestro

e Proestro, além de ovariectomizadas.

e Avaliar o efeito do bloqueador endégeno de RANKL, a OPG, sobre a
resposta febril em ratas ovariectomizadas submetidas a reposicao

hormonal de estrogénio

e Avaliar a expressdao de RANK no hipotalamo de nas fases Diestro e
Proestro, além de ovariectomizadas, nas diferentes condi¢coes

citadas acima.
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1 Animais

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus), variedade Wistar, machos e
fémeas, pesando entre 180-220 g, provenientes do Biotério do Setor de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal do Parana. Os animais foram mantidos em
condicbes controladas de temperatura (21+1°C) e luminosidade (ciclo
claro/escuro de 12 h), com livre acesso a ragao e agua, antes dos experimentos.

Os animais foram transferidos do biotério para a sala de ambientagéo
com no minimo 2 dias de antecedéncia do experimento e permaneceram
agrupados em um numero maximo de 5 animais por caixa. Os experimentos
foram conduzidos entre 07:00 e 19:00 h e os tratamentos foram realizados entre
09:00 e 11:00 h da manha para evitar diferengas relacionadas a varia¢des

circadianas de temperatura.

Os experimentos foram conduzidos de acordo com a Diretriz Brasileira
para o Cuidado de Animais para fins cientificos e didaticos (DBCA) do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e os protocolos
experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do
Setor de Ciéncias Bioldgicas Universidade Federal do Parana (CEUA/BIO-
UFPR) sob o protocolo numero 1021.

3.2 Esterilizacao

Os materiais foram autoclavados a 127°C por 30 minutos, esterilizados

a 200°C por duas horas ou adquiridos estéreis.

As solugbes e diluicbes de drogas foram preparadas em condigbes

asseépticas e em capela de fluxo laminar vertical com lampada UV e filtro HEPA.

3.3 Determinacgao do ciclo estral

Para a determinacgao do ciclo estral das ratas, utilizamos o método de

lavado vaginal a fresco (Marcondes, Miguel et al. 2001). Para tanto, foi
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introduzido 10 L de solugao salina (NaCl a 0,9%) no orificio vaginal do animal
utilizando uma micropipeta e ponteiras descartaveis. O conteudo introduzido foi
rapidamente aspirado e colocado em uma l|éamina para visualizacdo ao

microscopio imediatamente apds a coleta (Figura 7).

U

; '{}D
1 1 1o

Figura 7. Realizagdo de lavado vaginal em ratas. Em A representa a imobilizagdo do
animal. Em B a injeg&o de soro fisiolégico no canal vaginal do animal. Em C a aspiragao
do conteudo vaginal. Em D a representagédo da identificacdo dos animais. Em E a
representacao da disposicdo das amostras na ladmina para posterior analise em
microscopio (Marcondes, Miguel et al. 2001).

Autorizacao de utilizagao: 4491670464591.

A figura 8 exemplifica os critérios utilizados para a determinacdo das
diferentes fases do ciclo (Caligioni 2009). A determinacéo da fase do ciclo estral
se deu pela predominancia dos tipos celulares apresentados como leucécitos

(L), células cornificadas (C) ou nucleadas (N). Na fase PE ha maior quantidade
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de células nucleadas (Figura 8A) e na fase estro (Figura 8B) predominam as
células cornificadas. Ja na fase DE ha uma predominancia de leucécitos (Figura
8D), enquanto na fase metaestro (Figura 8C) ha uma quantidade homogénea de

todos os tipos celulares mencionados anteriormente (Caligioni 2009).

Figura 8. Diferenciagéo celular nas fases do ciclo estral em ratas. A representa a fase
proestro, onde ha predominancia de células nucleadas (N); B representa a fase estro,
onde ha a predominancia de células cornificadas (C); Em C representa a fase metaestro,
onde ha quantidades iguais dos trés tipos celulares (C, L e N); D representa a fase
diestro, onde ha maior predominancia de leucocitos (L); L, leucdcitos; C, células
cornificadas; N, nucleadas (Caligioni, 2009).

Autorizacéo de utilizagcao: acesso livre, sem necessidade de autorizacao.

Esta determinacao da fase do ciclo estral foi realizada no dia anterior e
ao final de cada experimento. Nos dias dos experimentos, pela manha, o lavado
vaginal ndo foi realizado para que n&o ocorresse stress no animal e prejudicasse
o experimento. Em nossos experimentos foram selecionados animais nas fases

PE e DE pois sao as fases de maior e menor quantidade de horménios sexuais,
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em especial o B-estradiol (E2), respectivamente. Além disso, a fase metaestro
nao foi avaliada devido ao seu curto intervalo de tempo e imprecisdo na
identificacdo do ciclo. Em nossos experimentos, aproximadamente 15% das

ratas mudaram de ciclo durante o experimento e ndo puderam ser utilizadas

3.4 Ovariectomia

A ovariectomia foi realizada de acordo com trabalhos anteriores em nosso
laboratorio, além de trabalhos previamente descritos na literatura (Mouihate,
Chen et al. 1998, Brito, Radulski et al. 2016).

Para a cirurgia de ovariectomia e falso-operado, os animais foram
pesados e anestesiados com cetamina (60 mg/kg) e xilasina (7,5 mg/kg) por via
intraperitoneal (i.p.). Foi realizada tricotomia e assepsia da regido ventral dos
animais (supra-pubica) para posterior laparotomia, de aproximadamente 2 cm na
linha mediana. Para a ovariectomia, as trompas foram ligadas com fio cirurgico
Catgut 3-0 e os ovarios isolados e retirados ap6s a ligadura. Em animais controle
falso-operados, a cavidade abdominal foi apenas exposta (laparotomia) mas
nenhum tecido foi manipulado ou retirado. Posteriormente, em ambos o0s casos,
a incisao foi suturada em camadas. Durante a cirurgia, os animais receberam
oxitetraciclina (Terramicina, 400 mg/kg) por via subcutanea (s.c.) como profilaxia
cirurgica. Para as ratas OVX, a confirmacéo da efetividade da ovariectomia foi
realizada apdés 21 dias através do procedimento de lavado vaginal com
confirmacgédo do anestro, que consiste na quase auséncia de células vaginais
anteriormente citadas (células nucleadas, cornificadas e leucécitos). Além disso,
no final dos experimentos, foi avaliado o peso do utero e gordura abdominal das
ratas OVX e falso-operadas a fim de avaliar a eficiéncia do procedimento. A
gordura abdominal foi avaliada levando em conta a gordura intraperitoneal, isto

€, somente a gordura relativa as visceras (Hirata, Banin et al. 2015).

3.5 Implante de registrador remoto de temperatura na cavidade peritonial

Para avaliagdo da temperatura corporal dos animais, um dia antes do

implante na cavidade peritoneal, registradores remotos de temperatura (Figura
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9, Subcue dataloggers, Calgary, AB, Canada) foram programados para iniciar o
registro de temperatura no dia do experimento (6 a 7 dias apds o procedimento
cirargico). Em seguida, o ponto de conexao dos mesmos com o computador foi
protegido com silicone biocompativel. Para o implante do registrador, no dia
seguinte, os animais foram anestesiados com cetamina/xilasina (60/7,5mg/kg,
i.p.). Apds tricotomia e antissepsia da pele da regido ventral dos animais, foi
realizada uma incisédo na pele, e posterior incisdo da camada muscular e
peritoneal, para colocagéo dos registradores na cavidade peritoneal (Dacks and
Rance 2010; Brito, Radulski et al. 2016). Os registradores foram previamente
higienizados com solugéo de hipoclorito de s6dio 10% durante 30 min e posterior
imersdo em solugéo fisioldégica estéril imediatamente antes do implante na
cavidade peritoneal, para garantir assepsia da superficie dos mesmos.

Apds o implante do registrador, as camadas foram entdo suturadas
separadamente, com fio cirurgico Catgut 3-0 (camada muscular) e Nylon 3-0
(camada externa, pele). Apés a cirurgia, os animais receberam Terramicina (400
mg/kg, s.c.), como profilaxia cirdrgica. NO dia do experimento, as temperaturas
foram registradas em intervalos de 15 minutos, por um periodo minimo de 7 h,

conforme o experimento realizado.

Figura 9. Registrador remoto de temperatura. Fonte: SubCue Dataloggers, Calgary,
Canada.

3.6 Implante de canula no ventriculo lateral

O implante da canula no ventriculo lateral direito dos animais foi
realizado com o objetivo de administrarmos OPG por via intracerebroventricular
(i.c.v.) (Mouihate, Chen et al. 1998, Brito, Radulski et al. 2016). Este

procedimento foi realizado concomitantemente ao implante do registrador



36

remoto de temperatura na cavidade peritoneal, sob 0 mesmo efeito anestésico e
profilaxia cirurgica, quando necessario, para a aplicagéo de droga i.c.v., como a
OPG.

As canulas foram preparadas utilizando-se agulhas descartaveis 30 X 8
mm, que foram fracionadas e polidas até atingirem um comprimento de 13 mm.
Antes do implante, as mesmas foram esterilizadas por calor a seco por 30
minutos.

Apos tricotomia e antissepsia da pele, os animais foram posicionados e
suas cabecgas foram imobilizadas em um aparelho estereotaxico (David-Kopf,
modelo 900, Tujunga, CA, EUA). Foi administrado por via s.c. 0,2 ml de lidocaina
a 2% associado a norepinefrina, na parte superior da cabega dos animais. Em
seguida foi realizada uma incisdo de aproximadamente 1 cm de didmetro na pele
para exposicéo da calota craniana. Este procedimento facilita a remogéo do
peridsteo, promovendo uma inibigao adicional ao estimulo doloroso, e diminuir o
sangramento.

Apés a localizagdo do bregma, tomado como ponto de referéncia, os
parametros estereotaxicos utilizados para a perfuracéo do cranio e implantacéo
da cénula no ventriculo lateral foram de -0,8 mm anteroposterior, -1,5 mm
lateralmente e a inclinagdo da barra incisal de -3,3 mm (Paxinos e Watson,
1986).

As canulas esterilizadas foram conectadas por meio de um segmento de
polietileno PE-50 a uma canula guia, fixada ao estereotaxico, e introduzidas no
tecido cerebral com coordenada ventral a 2,5 mm abaixo da superficie craniana,
permanecendo nesta posicdo que fica a 2 mm acima do ventriculo lateral que
sera atingido somente durante a inje¢cdo. As coordenadas extereotaxicas foram
determinadas com base no atlas de Paxinos & Watson (1986).

Apds sua introdugédo no tecido cerebral, as cénulas foram fixadas a
calota craniana com acrilico auto-polimerizavel, com o auxilio de dois parafusos
rosqueados a calota craniana (esterilizados previamente), formando uma
prétese para a canula. Os experimentos foram conduzidos entre 5 e 7 dias apds

o procedimento cirurgico, para permitir a recuperagéo dos animais.
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3.7 Protocolos experimentais

Para os experimentos, foram utilizados ratos machos, fémeas em PE e
DE e fémeas OVX. Todos os experimentos foram conduzidos na temperatura
ambiente de 28 * 1° C que esta na zona de termoneutralidade para ratos (Gordon
1990). Os animais foram transferidos para uma sala climatizada no dia anterior
ao experimento para ambientagdo. O ciclo estral das fémeas foi determinado
conforme descrito anteriormente. Caso durante a determinagdo do ciclo,
avalidassemos que o animal nao estaria na fase de interesse, o experimento seria
adiado até que isto ocorresse, racionalizando deste modo o uso de animais de
experimentacao.

O delineamento experimental, incluindo os procedimentos cirurgicos e
determinacao do ciclo estral descritos anteriormente sdo apresentados na Figura
10.

y : ; Dia do
3 Semanas 6 Dias Dia anterior .
Experimento
Ovariectomia Confirmagdo do Anestro Identifcacdo do Ciclo Estral "u’eriﬂcat;ao da temperatura basal
Falso Operado Implantag3o dos Registradores Verificacio da temperatura Febre
Corporal (10h as 18h)
Estereotaxia Identifcagdo do Ciclo Estral

Coleta de Amostras

Figura 10. Delineamento experimental. O delineamento representa as 3 semanas dos
primeiros procedimentos cirurgicos (ovariectomia e falso operado). Ap6s a recuperagao
de 6 dias dos segundos procedimentos cirurgicos (estereotaxia e implantagédo do
registrador de temperatura). Ainda, representa o dia anterior ao experimento, foi
verificado a temperatura corporal normal dos animais e realizado a identificagéo do ciclo
estral. No dia do experimento ocorreram os tratamentos, a realizagdo da febre e a coleta
de amostras para posteriores analises (do autor).

A medida da temperatura corporal por registradores remotos iniciou-se as
07:00h da manha no dia do experimento, e foi permitido o registro da temperatura
corporal dos animais por pelo menos 2 h antes de qualquer procedimento, a fim

de se obter os niveis basais de temperatura corporal.
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No primeiro bloco de experimentos, os animais receberam LPS (E. Coli,
50 pg/kg, i.p.) diluido em salina estéril ou 0 mesmo volume de salina estéril
(controle), entre 9 e 11 h da manha e a temperatura corporal foi avaliada a cada

15 min por 6 h.

Para avaliar uma possivel participacdo de RANKL na resposta febril
induzida por LPS, os animais foram tratados com OPG (antagonista de RANKL,
1ug, i.c.v/ 2uL) ou 0 mesmo volume de veiculo (salina) entre 9 e 10 h da manha
e apos 30 min os animais receberam a mesma dose de LPS (50 pg/kg, i.p) ou o
mesmo volume de veiculo. A temperatura corporal dos animais também foi
avaliada em intervalos de 15 min por 6 h apds a administragcao do LPS.

Durante estes dois grupos de experimentos, como demonstrado no
delineamento experimental (Figura 10), os registradores remotos de temperatura
foram programados para iniciar o registro da temperatura no dia anterior ao
experimento. Isto nos permitiu avaliar a temperatura corporal normal (Tc) dos
animais em diferentes fases do ciclo estral, sem nenhum tratamento e sem
necessidade de uso adicional de animais. Estes dados foram apresentados no
periodo de 10 h da manha até 16 h exemplificando o comportamento da
temperatura corporal desses animais no mesmo periodo em que seriam
realizados os experimentos.

Ainda, de maneira aleatéria e em torno de 50% do numero de animais de
cada experimento, foi feito o controle do peso dos animais, a coleta e pesagem
do utero e da gordura abdominal dos animais, como um dado adicional da
eficacia da ovariectomia.

Para avaliar uma possivel participacdo dos horménios sexuais, em
especial o estradiol, no sistema RANK/RANKL/OPG na resposta febril induzida
por LPS, os animais foram tratados de forma sub-crénica com B-estradiol (E2,
10 pg / dia, sc) por 5 dias. No dia do experimento, os animais foram pré-tratados
com OPG (1ug, i.c.v/ 2uL) ou o0 mesmo volume de veiculo (salina) entre 9 e 11
h da manha e apés 30 min os animais receberam a mesma dose de LPS (50
ng/kg, i.p). A temperatura corporal dos animais também foi avaliada em
intervalos de 15 min por 6 h apdés a administragéo do LPS.

Ao final dos experimentos, posteriormente a determinag¢ao do ciclo estral,

o hipotalamo dos animais foi coletado, armazenado a -80°C para posterior
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andlise da expressao de receptores RANK. A avaliagdo da expressao de
receptores foi realizada pelo ensaio de Western Blotting, como descrito a seguir.

Todas as doses de drogas utilizadas basearam-se em estudos prévios em
nosso laboratério ou em outros autores (Bastos-Pereira, Fraga et al. 2014,
Bastos-Pereira, Leite et al. 2015Hanada, Leibbrandt et al. 2009, Brito, Radulski
et al. 2016).

3.8 Avaliagao da expressao de receptores RANK no hipotalamo

As amostras de hipotalamo foram primeiramente homogeneizadas em
1,0 ml de solugéo tampao (10 mM EDTA, 100 mM Tris pH 7,5, coquetel de
Inibidores de Protease (Promega, Madison, Wisconsin, EUA) e 1% Triton X-100).
O material insoluvel foi removido por centrifugagéo a 17.000 g, a 4 °C durante 20
min e o sobrenadante foi recolhido e aliquotado. A concentracéo de proteinas foi
determinada pelo método colorimétrico de Bradford (BCA Standart, Bio-Rad,
Hercules, California, EUA). Os extratos dos tecidos foram adicionados ao
tampao Laemeli (0,1% de azul de bromofenol, 50% de glicerol, 10% de SDS,
fosfato de sédio 1M, pH 7,0), contendo 100 mM de DTT e ebulidos por 5 min. As
amostras (100 ug) foram corridas em géis de dodecil-sulfato de sédio de
poliacrilamida (SDS-PAGE) a 10% por eletroforese a 80V por aproximadamente
2 h (Laemmli 1970). A transferéncia se deu por método semi-umido (sanduiche)
para membranas de nitrocelulose utilizando tampéao de transferéncia (Tris base
25 mM, glicina 190 mM, 20% de metanol, pH 8,3) a 300 mA por 90 min. Os sitios
de ligacdo néo especificos foram bloqueados por imerséo da membrana em
solugao de albumina de soro bovino (BSA) a 3% (p/v) durante 2 h em geladeira.
As membranas foram entdo incubadas com o anticorpo primario anti-RANK
obtido de camundongo, a 66 kDa (1: 250; sc390655, Santa Cruz, Inc., Dallas,
EUA), durante toda a noite. No dia seguinte, as membrana foram lavadas com
tampao de lavagem (Tween 20 0,02%, p/v, NaCl 5 M, Trizma base 1 M, pH 7,5)
seguida de incubacdo do anticorpo secundario anti-lgG conjugado com
peroxidase (1:5000; sc 516102, Santa Cruz, Inc., Dallas, EUA) durante 1 h. Apds
a lavagem, foi realizada a revelag¢ao por quimioluminescéncia (Kit ECL, Bio-Rad,

Hercules, Califérnia, EUA) e visualizacdo em fotodocumentador (Amersham,
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Little Chalfont, Reino Unido). A a1-Tubulina a 50 KDa (1: 2500; sc 13423, Santa
Cruz, Inc., Dallas, EUA) foi utilizada como normalizador e as comparagdes foram
realizadas utilizando o grupo salina como padrao. A analise foi realizada por
densitometria utilizando o software Scion Image (Scion Corporation, Dana Point,
California, EUA).

3.9 Analise estatistica

Todos os resultados obtidos foram expressos com média + erro padréo
da média (EPM). Os dados referentes a temperatura corporal e variacdo da
temperatura corporal foram avaliados por analise de variancia a dois critérios
(ANOVA Two Way), seguida do teste de Bonferroni para comparag¢des multiplas.
Os dados referentes a intensidade de quimioluminescéncia foram analisados por
ANOVA de um critério (One-way) seguida do teste de Bonferroni para
comparagdes multiplas. Os dados referentes a peso corporal, peso umido e
quantidade de gordura abdominal foram analisados utilizando teste t de Student.
O nivel de significancia aplicado foi sempre de 5% (p<0,05). Todos as analises
estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism version 6.00,
San Diego, CA, E.U.A.
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4.1 Avaliagao da eficacia do modelo de menopausa em ratas

Iniciamos o estudo avaliando alguns parametros que confirmassem a
eficicacia da ligadura e retirada dos ovarios em ratas, a ovariectomia. As ratas
OVX apresentaram um ganho de peso corporal em torno de 15% maior quando
comparadas as ratas Sham, ap6s os procedimentos cirurgicos, ao longo de 4
semanas (Fig. 11A). Em relag&o a avaliagdo da morfologia do utero dos animais,
as ratas OVX apresentaram atrofia uterina em comparagéo com o grupo Sham
(Fig. 11D). Este fato pode ser evidenciado também através do peso do orgao, no
qual as ratas Sham apresentaram maior peso do utero quando comparadas as
ratas OVX (Fig. 11B). Além disso, foi avaliado também o peso da gordura
abdominal destes animais e as ratas OVX apresentam em torno de 38% maior

quantidade de gordura em relagao as ratas do grupo Sham (Fig. 11C).
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Figura 11. Avaliacao dos parametros de eficacia da ovariectomia. Os parametros
peso corporal, peso do utero e peso de gordura corporal foram avaliados em animais
ovariectomizados (OVX) e falso-operados (Sham). O ganho de peso corporal (A) foi
avaliado semanalmente e ao final de 4 semanas ap6s a cirugia foi avaliado o peso do
utero (B) e a gordura abdominal (C). O painel D mostra uma imagem representativa do
utero dos animais de ambos os grupos . Os valores em A-C mostram a média + e.p.m.
do parametro avaliado (n =7-12). * p<0,05 quando comparado ao grupo Sham.
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4.2 Avaliacao da temperatura corporal de ratos machos, fémeas na fase

diestro, proestro e ovariectomizadas

A Tc normal durante o periodo que ocorreriam os experimentos (das 10
h as 16 h) foi avaliada em ratos machos e fémeas em PE, DE e OVX no dia
anterior a execucao de diversos experimentos nos quais 0s animais seriam
tratados. As ratas na fase PE apresentaram Tc significativamente menores em
relacdo aos demais grupos (Machos, OVX e DE) em diferentes horarios do dia
de maneira geral (Fig. 12A). Ndo foram detectadas diferencas significativas
entre as temperaturas dos ratos machos, fémeas em DE e OVX.

No dia do experimento, a temperatura basal dos animais foi determinada
entre 08:30 e 10:00 h da manha através das ultimas 4 medidas de temperatura
anteriores aos tratamentos. Diferentemente da Tc, a temperatura basal leva em
conta as manipulagdes e ambientagdes necessarias envolvidas na realizacao
dos experimentos. As ratas OVX apresentaram temperatura basal média maior
em relagdo aos demais grupos; Machos, DE e PE (Fig. 12B). Além disso, a
temperatura basal das OVX tem dados mais homogeneos em relacdo aos
mesmos grupos citados anteriormente.

Devido a estas diferencas nas temperaturas corporais normais (Tc e Tb)
entre 0s grupos, para os proximos experimentos a resposta febril foi apresentada
como variagdo na temperatura corporal (AT) em comparagao com os valores

basais, evitando assim qualquer tipo de interferente nas analises posteriores.
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Figura 12. Temperatura corporal e Temperatura corporal basal de ratos machos,
fémeas nas fases proestro, diestro e ovariectomizadas, durante o periodo claro. A
temperatura corporal de ratos machos e fémeas em DE, PE e OVX foram avaliadas a
cada 15 min por 6h. O painel A mostra a temperatura das 10:00 as 16:00 registrada no
dia anterior ao experimento. O painel B mostra a temperatura corporal basal
determinada pelas quatro medidas de temperatura anteriores a qualquer tratamento, em
varios experimentos diferentes. Os valores mostram a média + e.p.m. da temperatura
central (°C,n=12-17em Ae 18-24 em B). Em A, $, #, * P <0,05 em comparagdo com
0s grupos machos, DE e OVX. Em B, * P <0,05 em comparagdo com 0s grupos machos,
DE e PE.
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4.3 Avaliacao da resposta febril induzida por LPS em ratos machos, fémeas

na fase diestro, proestro e ovariectomizadas

A administragcdo de solugédo salina intraperitoneal ndo alterou a
temperatura corporal dos animais, em nenhum dos grupos. Em ratos machos, a
administracdo de LPS induziu uma resposta febril que iniciou por volta da 1,5 h
apos a injegao, atingiu seu pico em torno de 2,5 h e permaneceu alta até a 6 h
(Fig. 13A). A mesma dose de LPS em ratas fémeas, na fase DE ou PE, induziu
uma resposta febril a partir da 2 h, atingindo seu pico préoximo a 3 h e foi mantida
até o final do experimento (Fig. 13A). Fémas em ambas as fases, DE e PE,
mostraram uma menor resposta febril em relacdo aos machos (Fig. 13A). No
entanto, as fémeas em PE mostraram uma resposta significativamente reduzida
em mais pontos comparado-se com as fémeas em DE. Foi observado diferenca
significativas na resposta febril induzida por LPS em fémeas nas fases DE e PE
em apenas 1 ponto, em torno de 5,5 h do experimento.

A resposta febril induzida por LPS em ratas OVX n&o apresentou
diferenca em relacdo a resposta dos animais machos com o mesmo tratamento
e dose (Fig. 13B).
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Figura 13. Resposta febril induzida por LPS em ratos machos, fémeas em
proestro, diestro e ovariectomizadas. Ratos machos, ratas em PE, DE e OVX
receberam LPS (50 ug/kg, i.p.) ou o mesmo volume de salina e a temperatura corporal
foi avaliada durante 6 h. O painel A compara ratos machos e fémeas na fase DE ou PE,
e o painel B comprara ratos machos e fémeas OVX. Os pontos representam a média *
e.p.m. da variagdo da temperatura corporal (° C) (n = 7-11). * p <0,05 em comparacéao
com o grupo salina; # p < 0,05 grupo PE LPS em comparagéo ao grupo Macho LPS; $
p < 0,05 grupo DE LPS em comparagéo ao grupo Macho LPS; & p < 0,05 grupo PE LPS
em comparagéo ao grupo DE LPS.
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4.4 Avaliagdo do tratamento com osteoprotegerina na resposta febril

induzida por LPS em ratos machos

A administragcado de osteoprotegerina (OPG) em ratos que receberam
salina nao promoveu alteracao significativa na temperatura corporal dos animais.
A administracdo de LPS promoveu uma resposta febril ao longo das 6 h de
experimento, com maior intensidade proximo a 3 h. O pré-tratamento com OPG
30 minutos antes do estimulo pirogénico, reduziu significativamente a resposta
febril induzida por LPS nos ratos machos (Figura 14). Esta redugéo significativa

iniciou por volta da 3h e permaneceu até o final do experimento.
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Figura 14. Efeito da OPG na resposta febril induzida por LPS em ratos machos.
Ratos machos foram pré-tratados com OPG (1ug / 2ul, i.cv.) ou 0 mesmo volume de
salina. Apés 30 min, os animais receberam LPS (50ug / kg, i.p.) ou 0 mesmo volume de
solugédo salina. A temperatura corporal foi avaliada em intervalos de 15 min por 6 h. Os
valores mostram a média + e.p.m. da variagéo na temperatura corporal (°C) (n = 6-7). *
p < 0,05 quando comparado ao grupo OPG Salina; # p <0,05 comparado ao grupo OPG-
LPS.



50

4.5 Avaliagdo do tratamento com osteoprotegerina na resposta febril

induzida por LPS em ratas na fase proestro

A administragéo de LPS promoveu uma resposta febril com intensidade
moderada, com variacao de até 1,5°C, permanecendo até o final do experimento,
com seu pico préximo em 2,5 h. O pré-tratamento com o antagonista de RANK,
OPG, 30 minutos antes do LPS, ndo alterou a resposta febril induzida por LPS

nestes animais (Figura 15).
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Figura 15. Efeito da OPG na resposta febril induzida por LPS em ratas na fase PE.
Ratas fémeas na fase PE foram pré-tratados com OPG ou 0 mesmo volume de salina.
Apbs 30min, os animais receberam LPS (50 pg/kg, i.p.) ou o mesmo volume de solugéo
salina. A temperatura corporal foi avaliada em intervalos de 15 min por 6 h. Os valores
mostram a média * e.p.m. da variagdo na temperatura corporal (°C) (n =9-10). * p <
0,05 quando comparado ao grupo OPG-Salina.
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4.6 Avaliagao do efeito da osteoprotegerina na resposta febril induzida por

LPS em ratas na fase diestro

A administracdo de OPG-Salina em ratas falso-operadas no DE né&o
promoveu alteragdo na temperatura corporal dos animais. A administracéo de
LPS promoveu uma resposta febril com inicio em 2 h ap6s a administragao,
maior intensidade proximo a 3 h e permanecendo ao longo do experimento. O
pré-tratamento com OPG promoveu uma hipotermia entre a 0 e 1h, seguido de
uma reducgao parcial da resposta febril induzida por LPS, entre a 22 e a 42 h. A
partir da 42 h, o tratamento com a OPG né&o foi capaz de reduzir esta resposta
febril (Figura 16).
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Figura 16. Efeito da OPG na resposta febril induzida por LPS em ratas em DE.
Ratas falso-operadas em DE foram pré-tratadas com OPG (1 pg/2 pl, i.c.v.) ou 0 mesmo
volume de salina. Apds 30 min, os animais receberam LPS (50 ug/kg, i.p.) ou 0 mesmo
volume de solucao salina. A temperatura corporal foi avaliada em intervalos de 15 min
por 6 h. Os valores mostram a média + e.p.m. da variagdo na temperatura corporal (°C)
(n =7-11). * p < 0,05 quando comparado ao grupo OPG-Salina; # p < 0,05 quando
comparado ao grupo OPG-LPS.
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4.7 Avaliagao do efeito da osteoprotegerina na resposta febril induzida por

LPS em ratas ovariectomizadas

A administracdo de OPG-Salina em ratas OVX ndo promoveu alteragédo
na temperatura corporal dos animais. A administracédo de LPS promoveu uma
resposta febril com inicio 1,5 h apés a injecao, maior intensidade préximo a 3 h
e permaneceu ao longo do experimetno. O pré-tratamento com OPG reduziu a
resposta febril induzida por LPS nas ratas OVX (Figura 17). Esta redugéo foi
intensa, iniciando por volta da 2,5 h e permenecendo até o final do experimento,

e com variacao em torno de 1°C.
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Figura 17. Efeito da OPG na resposta febril induzida por LPS em ratas OVX. Ratas
OVX foram pré-tratados com OPG (1 ug/ 2 l, i.c.v.) ou 0 mesmo volume de salina. Ap6s
30 min, os animais receberam LPS (50 ug/kg, i.p.) ou o mesmo volume de solugéo
salina. A temperatura corporal foi avaliada em intervalos de 15 min por 6 h. Os valores
mostram a média + e.p.m. da variagdo na temperatura corporal (°C) (n = 8-11). * p <
0,05 quando comparado ao grupo OPG-Salina, # p <0,05 quando comparado ao grupo
OPG-LPS.
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4.8 Avaliagao do efeito do tratamento com p-estradiol e osteoprotegerina

na resposta febril induzida por LPS em ratas ovariectomizadas

A administragdo de LPS em ratas OVX induziu uma resposta febril
intensa, variagao préoxima de 2°C, que foi reduzida pelo tratamento subcrénico
com E2 (Fig. 18). De forma semelhante, o tratamento com OPG reduziu a
resposta febril induzida por LPS também em ratas OVX. No entanto, o tratamento
combinado E2 e OPG ndo promoveu uma redugdo mais proeminente da
resposta febril induzida por LPS do que aquela vista com os tratamentos

separadamente (Figura 18).
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Figura 18. Efeito do tratamento com E2 e OPG em ratas OVX. Ratas OVX foram pré-
tratadas com E2 (10 pg/dia, s.c.) ou com veiculo (V, 6leo de amendoim, s.c.) por 5 dias.
No dia do experimento, os animais foram pré-tratados com OPG (1 pg/2 ul, i.c.v.) ou o
mesmo volume de salina (i.c.v.) e apdés 30 min receberam LPS (50 pg/kg, i.p.) ou o
mesmo volume de solugédo salina (i.p.) e a temperatura corporal foi avaliada em
intervalos de 15 min por 6 h. Os valores mostram a média £ e.p.m. da variagédo na
temperatura corporal (°C) (n = 8-12). * p < 0,05 quando comparado ao grupo V-OPG-
V; # P < 0,05 quando comparado ao grupo V-V-LPS.
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4.9 Avaliacao da expressao de receptores RANK no hipotalamo de ratas em

diestro, proestro e ovariectomizadas

A administragcdo do antagonista de RANK, OPG, em ratas falso-
operadas em DE, PE e OVX nao alterou a expressdo de receptores no
hipotalamo quando comparados aos animais do respectivo grupo que receberam
somente salina (Figura 19). No entanto, a administracdo de LPS aumentou
significativamente a expressdo de RANK no hipotalamo de ratas em PE, mas
ndo em DE ou OVX (Figura 19). Ainda € importante observar que a expressao
de RANK em ratas OVX foi significativamente menor do que aquela observada
no hipotalamo de ratas falso-operadas em PE (Figura 19).

Resultados similares foram obtidos nos controles de hipotalamos
provenientes do experimento em que se fez a reposicdo hormonal com E2. A
administracao de OPG nao alterou a expressao de RANK no hipotalamo de ratas
OVX quando comparadas aos animais OVX que receberam somente salina
(Figura 20). Também n&o observamos um aumento significativo da expresséo
de RANK apés a administragdo de LPS em ratas OVX (Figura 20). No entanto,
o tratamento sub-cronico de ratas OVX com E2 promoveu um aumento da
expressdo de RANK no hipotalamo, similar ao observado em ratas falso-

operadas em PE (Figura 20).
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Figura 19. Expressao de RANK no hipotalamo de ratas em DE, PE e OVX. As ratas
foram tratadas com OPG (1ug/ 2pl, i.c.v.) ou salina (Sal, i.c.v.) e apds 30min receberam
LPS (50 pg/kg, i.p.) ou 0 mesmo volume de solugéo salina. O hipotalamo dos animais
foi coletado 6 h apés a administracdo do LPS. Os valores mostram a média + e.p.m. da
raz&o entre o RANK e a tubulina, em comparagao com o grupo Salina/Salina (n = 5).
*p<0,05 quando comparado com o grupo Sal-Sal; # p<0,05 quando comparado com o
grupo PE Sal-LPS.
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Figura 20: Expressdo de RANK no hipotalamo de ratas ovariectomizadas apés
reposicdo hormonal. Ratas OVX foram tratadas com E2 (10 ug/dia, s.c.) ou com
veiculo (V, 6leo de amendoim, s.c.) durante 5 dias. No dia do experimento,os animais
foram tratados com OPG (1ug/2l, i.c.v.) ou 0 mesmo volume de salina (Sal, i.c.v.) e
apos 30 min receberam LPS (50 ug/kg, i..p) ou 0 mesmo volume de solugao salina (i.p.).
O hipotalamo dos animais foi coletado 6 h ap6s a administragdo do LPS. Os valores
mostram a média + e.p.m. da razdo entre o RANK e a tubulina, em comparag¢do com o
grupo Salina/Salina (n = 8). * p < 0,05 quando comparado com o grupo Sal-Sal; # p<0,05
quando comparado com o grupo OPG- Sal.
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O presente estudo avaliou o envolvimento do sistema RANK/RANKL/OPG
na resposta febril induzida por endotoxina bacteriana em ratos machos e fémeas.
Nas fémeas, foi levando em conta, pelo menos em parte, as variagées hormonais
envolvidas nas fases do ciclo estral. Aléem disso, também foi verificado o papel
desse sistema em ratas OVX, que é considerado um modelo de menopausa,
onde as variagdes hormonais ndo mais ocorrem. O estudo mostra que a
temperatura corporal durante o dia € semelhante em ratos machos, fémeas OVX
ou na fase DE, porém menor em ratas em PE. No entanto, a temperatura basal
determinada nas primeiras horas da manha, apdés manipulagao, € semelhante
em ratos machos e fémeas ciclando (considerando-se o PE e o DE), porém maior
em fémeas OVX. Em relacédo a febre, o LPS induz uma resposta febril
semelhante em machos e fémeas OVX, porém menor em fémeas ciclando (DE
e PE). Quanto ao envolvimento deste sistema, a sinalizagdo por RANKL parece
estar envolvida na resposta febril induzida por LPS em machos, fémeas OVX e
em DE mas ndo em ratas em PE. Além disso, a reposicdo hormonal somente
com E2 diminuiu significativamente a participacdo de RANKL na febre induzida
por LPS em fémeas OVX. A ineficacia do tratamento com OPG na reducgao da
febre induzida por LPS, em ratas PE, n&o se deve a uma reducao da expresséo
de receptores no hipotalamo, pelo contrario, a expressdao de RANK no
hipotalamo das fémeas em PE estd aumentada mesmo o antagonista ndo sendo
capaz de reduzir a febre nesta fase. Discutiremos a seguir varios aspectos deste

trabalho separadamente que consideramos importante um aprofundamento.

5.1 A ovariectomia como um modelo de menopausa

Os animais OVX sado regularmente utilizados para investigar os
mecanismos responsaveis pelas complica¢des relacionadas a menopausa em
humanos. No entanto, alguns pontos precisam ser considerados. A inducao da
ovariectomia nao reflete o processo da pés-menopausa tal como ocorre
naturalmente, pois este € um processo longo e gradual em que a secrecgao de
estrégeno e progesterona diminuem enquanto FSH e LH aumentam, néo
cessando abruptamente (Burger, Dudley et al. 2002). Entretanto, a OVX possui
uma grande aplicabilidade por conseguir em um curto periodo de tempo a

maioria das caracteristicas desejadas que se instalam pela deficiéncia hormonal.
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Dentre essas caracteristicas destacam-se, o aumento o peso corporal e gordura
abdominal, atrofia uterina e diminuicdo de massa 6ssea, apos 8 semanas. Este
ultimo muito relacionado a estudos de desordens ésseas (Turner 2001, Jackson,
Wohlers et al. 2013).

Para verificar se algumas dessas caracteristicas relacionadas a
diminuicdo hormonal, bem descritas na literatura, estavam presentes em nossos
animais decidimos avaliar seus pesos uterinos, corporais e de gordura
abdominal. Os uteros dos animais OVX apresentaram atrofia em relagao aos
Sham, devido a diminuicdo dos hormdnios ovarianos e consequente perda de
funcdo. Os animais OVX apresentaram peso corporal e de gordura abdominal
maior em relagao aos animais Sham. Como descrito na literatura, esse aumento
ndo se deve exclusivamente a um maior consumo de dieta, mas também a
alteracdes metabdlicas como a resisténcia a insulina e sindrome metabdlica.
Assim, a OVX também é utilizada como modelo de obesidade (Gower, Munoz et
al. 2006, Jackson, Wohlers et al. 2013).

Como ja descrito na literatura, o modelo de OVX também pode ser
utilizado para analise de doencas relacionadas a homeostase Ossea,
principalmente no periodo p6s-menopausa em mulheres onde ha maior
prevaléncia dessas doencgas. O estrogeno tem efeito protetor nos ossos ao inibir
o principal ativador de osteoclastos, o RANKL. Além disso, o estrogeno aumenta
a atividade da OPG, que tem como principal funcao inibir do RANKL. Desta
forma, a ovariectomia diminuiu ou aboliu este efeito protetor, aumentando a
ativacdo de osteoclastos e a reabsor¢cdo Ossea, gerando desordem da
homeostase 6ssea, por exemplo a osteoporose (Turner 2001, Diab and Watts
2013). Em nosso estudo, nés ndo avaliamos os parametros de perda Ossea,

apenas 0s pesos corporais, de utero e gordura abdominal.

5.2 Influéncias dos horménios sexuais na temperatura corporal normal dos

ratos machos, fémeas ovariectomizadas e nas fases diestro e proestro

Inicialmente, avaliamos se a Tc era diferente entre machos, fémeas
OVX e em diferentes fases do ciclo estral (DE e PE), na fase clara (10h-16h).

Escolhemos DE e PE devido a sua menor e maior quantidade de estrogeno,
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nestas fases em relacdo as outras, assim pudemos avaliar o contraponto entre
alta e baixa quantidade deste horménio, além da absténcdo do mesmo nas ratas
OVX. Além disso, as fases DE e PE sé&o identificadas com mais facilidade e tem
durag&o maior que as demais.

Em nossos resultados, as fémeas no PE apresentaram menor
temperatura corporal em relagédo aos demais grupos, DE, OVX e machos. Este
resultado corrobora com Youchim e Spencer (1976), que relataram uma menor
temperatura corporal interna média dos animais em PE em relagdo as outras
fases do ciclo estral, ainda que esta diferenga n&o tenha sido tdo proeminente.
Estes autores realizaram seus experimentos em uma temperatura ambiente
subneutra (23°C), diferente dos nossos experimentos que foram realizados na
ZNT. A ZNT corresponde a uma faixa de temperatura ambiente (em torno de
28°C para ratos) onde ndo ha grande alteracédo na temperatura corporal do
animal. Com este conceito, os experimentos na ZNT sdo isentos da interferéncia
de mecanismos mais completos de termorregulagdo, como aqueles envolvidos
na perda e conservagéo de calor.

Em relacao a temperatura basal, Yochim e Spencer também relataram
uma diminuicdo geral na média de Tc apds a ovariectomia, enquanto que
estudos prévios do nosso grupo (Brito, Radulski et al. 2016), e do presente
estudo mostraram uma temperatura basal (Tb) significativamente maior em
fémeas OVX em comparagcdo com machos ou fémeas nas fases PE e DE.
Embora estes dados possam parecer completamente opostos, mais uma vez
estes precisam ser avaliados a luz do conceito de termoneutralidade (Yochim
and Spencer 1976).

Em relacdo a temperatura basal, Dacks e Rance (2010) demonstraram
que a ovariectomia pode modificar a zona termoneutra das fémeas e,
consequentemente, a temperatura central a diferentes temperaturas ambientes.
Esses autores observaram que a zona termoneutra foi deslocada para menores
temperaturas ap6s ovariectomia (OVX, 22 a 30°C) em relagéo as fémeas OVX
suplementadas com E2 (OVX + E2, 26 a 32°C). A zona termoneutra de OVX +
E2 é semelhante aos machos. Assim, estes dados sugerem que a auséncia
especifica de E2 é a responsavel por esta mudanga na zona de
termoneutralidade. Dacks e Rance também evidenciaram que, embora a

temperatura corporal de ratas OVX e OVX + E2 seja semelhante em
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temperaturas ambientes subneutras, em ambiente com temperaturas mais altas,
a Tc dos animais OVX séo significativamente maiores que aquelas observados
em OVX + E2 (Dacks and Rance 2010). Assim, parece que a ovariectomia, e
mais especificamente a auséncia de estrégeno, prejudica as resposta de
compensacgao ao calor. Portanto, esse estudo apoia nossas observagdes para
as fémeas em PE, DE e OVX, considerando que nossos experimentos foram
realizados na temperatura termoneutra de 28°C. Estes dados em conjunto
sugerem que as ratas em diferentes fases do ciclo estral (PE e DE), bem como
a ovariectomia podem mudar substancialmente o controle da temperatura
corporal em fémeas.

Além disso, esses mesmos autores, em 2011, avaliaram a
termorregulagéo através da temperatura da pele da cauda, e 14 areas do cérebro
de ratas OVX tratadas ou ndao com E2, através de imunohistoquimica, afim de
estabelecer em qual regiao ocorria essa diferengca hormonal na termorregulacéo
verificada no trabalho anterior. Eles identificaram uma correspondéncia entre a
ativacao do MnPO e a vasomotricidade da cauda, e o E2 como um inibidor de
ambos os fatores em temperaturas de 31°C, evidenciando um importante papel
do MnPO nesta modulag¢ao (Dacks, Krajewski et al. 2011).

Além de ser importante compreender estas diferencas de controle de
temperatura corporal normal nas diferentes condicdes hormonais, estes dados
também foram importantes para determinarmos como seriam essas diferencas
a uma temperatura termoneutra, uma vez que os experimentos com febre seriam
conduzidos a esta temperatura. Baseados nestas diferencas, procedemos as
analises posteriores sempre avaliando a variagdo da temperatura corporal, que
€ a diferenca entre a temperatura em um dado momento em relacédo a
temperatura basal, ao invés da analise das temperaturas absolutas (como

apresentado na Figura 11) dos animais.

5.3 Influéncias dos horménios sexuais na resposta febril induzida pelo

LPS em fémeas ovariectomizadas e nas fases diestro e proestro

A administracdo de LPS em ratos machos e fémeas induziu uma
resposta febril semelhante a observada em estudos anteriores, sendo a resposta

em fémeas ciclando (sem distingdo de fase do ciclo) menor que em machos
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(Ashdown, Poole et al. 2007, Brito, Radulski et al. 2016) . No presente estudo
avaliou-se ainda a resposta febril induzida pelo LPS nas duas fases do ciclo
estral distintas em relacéo ao estrogeno. As fémeas em PE e em DE tiveram
uma resposta febril similar. No entanto, em comparacédo com ratos machos, a
resposta febril de fémeas em PE mostrou diferengas significativas em um
nuamero menor de pontos de avaliacdo (tempo) do que as fémeas em DE.
Corroborando resultados anteriores, as fémeas OVX apresentaram uma
resposta febril, semelhante a dos machos (Brito, Radulski et al. 2016). Estes
resultados indicam que, aparentemente, os hormdnios sexuais femininos, e
particularmente E2, modulam a resposta febril induzida por LPS de forma
horménio-dependente. Na abstencéo de estrogénio (OVX) e machos, ou em uma
diminuicdo hormonal (DE) ha uma maior resposta febril, enquanto que em uma
maior quantidade de horménio (PE) ou com reposi¢cédo hormonal (Brito, Radulski
et al. 2016), essa resposta febril € reduzida. Ainda em relagcdo aos grupos de
ratas em PE e DE, foi observado apenas um ponto de diferenga estatistica entre
€sses grupos.

Esses estudos relacionando a resposta febril com os hormonios sexuais
tem relevancia clinica e s&o de extrema importancia, visto que ja foram descritos
na literatura diferencas na resposta febril em ratas gravidas em comparag¢ao com
ndo gravidas. Em gravidas, ha uma resposta febril reprimida a desafios
imunoldgicos, principalmente em gravidez tardia. Dado o valor benéfico da febre,
onde ha um maior trabalho da maquinaria imunologica, sua supressao vem com
um alto risco para a méae e o feto (Harre, Mouihate et al. 2006, Spencer, Mouihate
et al. 2008)

5.4 Efeitos do tratamento com osteoprotegerina na resposta febril induzida
pelo LPS em ratos machos, fémeas ovariectomizadas e nas fases diestro e

proestro

Um estudo conduzido por Hanada et al. (2009) demonstrou que o
RANKL participa da resposta febril induzida pelo LPS em camundongos machos.
Ainda, a administrac&o i.c.v. de RANKL resulta em aumento da temperatura em
camundongos machos. Estes experimentos foram realizados em animais com

delecao especifica para RANK em neurdnios e astrécitos, no sistema nervoso
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central. Além disso, foi verificado que o RANKL & um importante mediador da
febre induzida por IL-1B e TNF-a e recruta prostaglandinas para exercer esse
efeito pirogénico (Hanada, Leibbrandt et al. 2009). Em fémeas, foi verificado
apenas que a temperatura corporal normal era maior nos camundongos
transgénicos RANK, durante a fase clara, e essa diferenga era abolida, apos a
ovariectomia, sugerindo que esse sistema RANK / RANKL esta sob o controle
dos horménios sexuais femininos. Nao foi realizado quaisquer tratamentos
farmacologico para verificar esse fato.

No presente estudo, confirmamos o resultado obtido por Hanada e
colaboradores (2009), mostrando que o RANKL participa da resposta febril
induzida por LPS em ratos, uma vez que a OPG reduziu a resposta febril
induzida por LPS nesses animais. No entanto, OPG nao alterou a resposta febril
em ratas falso-operadas em PE. Em ratas na fase DE, uma hipotermia ocorreu
logo apds a administragcado de OPG e LPS, seguida por uma reducgao parcial na
febre induzida por LPS. Entretanto, 4 h apds a injecédo de LPS, a resposta febril
induzida por LPS foi idéntica em ambos os grupos, tratado e n&o tratado com
OPG, durante o DE. As fémeas OVX apresentaram uma reducao na resposta
febril similar a observada em machos quando tratados com OPG e LPS. Estes
resultados sugerem que existe uma conexao entre a participagao do RANKL na
resposta febril e 0 estado hormonal do animal.

O papel do sistema RANK/RANKL na febre induzida por LPS parece
atuar quando hormdénios sexuais estao diminuidos ou abolidos, ou seja, no DE e
em OVX, respectivamente. Em contrapartida, quando os homoénios sexuais
estdo aumentados, como na fase PE, este sistema tem uma regulacao diferente
na resposta febril induzida por LPS. De nosso conhecimento, este é o primeiro
relato que mostra que um mediador da resposta febril participa ou ndo da
resposta febril, dependendo da fase do ciclo estral, e consequentemente de
variagbes hormonais. Deste modo, a compreensdo destes e de outros
mediadores que variam quantitativamente, como prostaglandinas por exemplo
(Brito, Radulski et al. 2016), entre as diferentes fases do ciclo, podem ser
importantes para o entendimento de porque a resposta febril em fémeas é menor

do que em machos.
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5.5 Efeitos do tratamento com B-estradiol e osteoprotegerina na resposta

febril induzida pelo LPS em ratas ovariectomizadas

Para confirmar os dados apresentados anteriormente, realizamos o
tratamento subcronico com E2 ou veiculo, em animais OVX, afim de verificar se
esse horménio estaria modulando a acdo do sistema RANK/RANKL/OPG na
resposta febril induzida por LPS. Hipotetizamos que, embora a reposi¢cao
hormonal somente com estrogeno em ratas OVX ndo caracterizasse uma
reposi¢cao hormonal que permitisse ao individuo um retorno a condi¢éo previa,
este hormonio poderia ser necessario e suficiente para reverter estas diferengas
relacionadas a resposta febril e ao sistema RANK/RANKL entre as ratas OVX e
ratas com ciclo estral normal. O tratamento com E2 reduziu a resposta febril
induzida por LPS em ratas OVX, ja previamente descrito na literatura (Brito,
Radulski et al. 2016). Da mesma maneira, o pré-tratamento com OPG reduziu a
resposta febril induzida por LPS em animais tratados com veiculo (presente
estudo). Ao realizar a reposi¢céo de E2 e o tratamento adicional com OPG, néo
houve uma reducao adicional da resposta febril, tornando este animal, de certa
maneira, bastante parecido com a rata em PE. Obviamente que nao
esperavamos que a resposta febril induzida por LPS em animais OVX com
reposicao de E2 tivesse um perfil temporal similar aquela obervada em ratas
falso-operadas em PE, uma vez que as ultimas possuem outros horménios e
estdo passando por uma mudanca ciclica destes horménios. Por outro lado, a
rata OVX tratada com E2, recebe-o diariamente durante uma semana (portanto
ndao ha ciclos e ndo ha outros horménios sendo repostos), protocolo
normalmente utilizados em outros trabalhos encontrados na literatura (Limon-
Morales, Soria-Fregozo et al. 2014, Gervais, Mumby et al. 2015). Estes
resultados sugerem que o sistema RANK/RANKL é controlado por estrogénios
em ratas. Quantidades mais baixas de estrogénios ( como durante o DE) ou a
auséncia desses horménios (como apds a ovariectomia) regulam esse sistema,
0 que contribui para a resposta febril nas fémeas. No sentido oposto, 0 aumento
de estrogénios, pelo menos em parte, durante a fase de PE leva ao aumento de
OPG, inibindo a agdo do RANKLna resposta febril induzida por LPS.
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5.6 Quantificagoes de receptores RANK no hipotalamo de ratas fémeas

ovariectomizadas e nas fases diestro e proestro

Uma vez que observamos que o sistema RANK/RANKL n&o participa da
resposta febril induzida por LPS em ratas durante o PE mas que participa da
resposta em ratas em DE ou OVX, decidimos avaliar possiveis razdes que
pudessem explicar estas diferencas. Para tanto resolvemos comparar os niveis
do receptor (RANK) no hipotalamo em diferentes condi¢ées hormonais.

A avaliacdo da expressédo do receptor no hipotalamo mostrou que a
administracao do antagonista OPG né&o alterou os niveis de RANK em fémeas
OVX ou nas fases PE e DE. A administracdo de LPS pareceu nao induzir uma
expressao significativamente aumentada de RANK em ratas em DE ou OVX,
porém a expressdo de RANK no grupo PE tratado com LPS  foi
significativamente maior em relagao ao grupo controle (salina). Nao encontramos
dados na literatura que comprovem o aumento da expresséo desse receptor em
hipotalamo de fémeas apds a administracdo de LPS. Em resultados anteriores
no nosso laboratério, ainda n&o publicados, realizamos através de
imunohistoquimica avaliacao de receptores RANK em ratas falso-operadas (sem
distingéo de fase do ciclo estral) e OVX, apods tratamento com LPS, e obtivemos
resultado semelhante, porém de forma qualitativa (Brito, 2016, ndo publicado).
Entretanto, no presente estudo mostramos quantitativamente que esta diferenca
ocorre principalmente no PE. Ainda, avaliamos a expressao de receptores RANK
no hipotalamo de ratas ovariectomizadas tratadas com E2 de forma subcrénica.
A reposicdo hormonal em ratas OVX foi capaz de aumentar a expresséo de
receptores tanto no tratamento singular com LPS quanto no tratamento duplo
com OPG e LPS. A expressao de receptores nesses animais foi similar aquela
observada em ratas na fase do ciclo PE quando tratadas com LPS. Estes dados
reforcam a idéia de que a expressao de receptores RANK esta ligada aos niveis
de estrogénio. No entanto, estes dados ainda sugerem que a auséncia de efeito
da OPG na resposta febril induzida por LPS em ratas no PE ndo se deve a
modulacéo negativa da expressao de receptores por estrogénios. De fato, em
animais em PE, a expressédo de RANK esta aumentada ap6s a administragc&o de

LPS embora a OPG seja inefetiva em reduzir a febre.
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Este dados levantam a possibilidade de que os hormdnios femininos, e
neste contexto o estrogénio, possam estar modulando a expressao de RANKL e
ndo do receptor RANK. E importante salientar que a OPG, como antagonista
endogeno, liga-se ao RANKL e ndo ao RANK. Assim, uma maior expressao de
RANK como esta observada durante o PE, ndo necessitaria da administracao de

uma quantidade maior do antagonista.
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Os ratas na fase PE apresentam menor temperatura corporal em
comparagao com os ratos ou fémeas em DE ou OVX. Além disso, as ratas OVX
apresentam maior temperatura basal no periodo da manha em relagcdo aos
mesmos grupos quando avaliadas na ZTN de temperatura.

A resposta febril induzida pelo LPS & modulada pelos horménios sexuais,
inclusive nas difrentes fases do ciclo estral em ratas (PE e DE).

A participacao do sistema RANK/RANKL na resposta febril é alterada por
horménios sexuais femininos, em especial o E2. Deste modo, nossos dados
sugerem que o RANKL n&o participa da resposta febril induzida por LPS em ratas
em PE, mas pode participar desta resposta quando estas estdo em DE ou s&o
OVX.

O papel do sistema RANK/RANKL/OPG na resposta febril é diferente,
portanto, entre machos e fémeas e varia de acordo com os hormonios sexuais
em fémeas.

Ainda ndo sabemos o mecanismo pelo qual esse sistema € capaz de
interferir na resposta febril em relagéo ao estrégenos embora saibamos que essa
diferenca de resposta ndo se deve a uma maior expressdao de RANK no
hipotalamo promovida por estrogénios. Ainda serdo necessarios mais estudos

para que possamos entender esse mecanismo.



REFERENCIAS

73




74

Anderson, D. M., E. Maraskovsky, W. L. Billingsley, W. C. Dougall, M. E.
Tometsko, E. R. Roux, M. C. Teepe, R. F. DuBose, D. Cosman and L. Galibert
(1997). "A homologue of the TNF receptor and its ligand enhance T-cell growth
and dendritic-cell function." Nature 390(6656): 175-179.

Ansar Ahmed, S., W. J. Penhale and N. Talal (1985). "Sex hormones, immune
responses, and autoimmune diseases. Mechanisms of sex hormone action." Am
J Pathol 121(3): 531-551.

Ashdown, H., S. Poole, P. Boksa and G. N. Luheshi (2007). "Interleukin-1
receptor antagonist as a modulator of gender differences in the febrile response
to lipopolysaccharide in rats." Am J Physiol Requl Integr Comp Physiol 292(4):
R1667-1674.

Bastos-Pereira, A. L., et al. (2014). "Involvement of brain cytokines in zymosan-
induced febrile response." J Appl Physiol (1985) 116(9): 1220-1229.

Bastos-Pereira, A. L., et al. (2015). "Central mediators involved in the febrile
response induced by polyinosinic-polycytidylic acid: lack of involvement of
endothelins and substance P." J Neuroimmunol 278: 100-107.

Baud'huin, M., F. Lamoureux, L. Duplomb, F. Redini and D. Heymann (2007).
"RANKL, RANK, osteoprotegerin: key partners of osteoimmunology and vascular
diseases." Cell Mol Life Sci 64(18): 2334-2350.

Beeson, P. B. (1994). "Age and sex associations of 40 autoimmune diseases."
Am J Med 96(5): 457-462.

Bicego, K. C., R. C. Barros and L. G. Branco (2007). "Physiology of temperature
regulation: comparative aspects." Comp Biochem Physiol A Mol Integr Physiol
147(3): 616-639.

Blatteis, C. M. (2006). "Endotoxic fever: new concepts of its regulation suggest
new approaches to its management." Pharmacol Ther 111(1): 194-223.

Blatteis, C. M., L. Xin and N. Quan (1994). "Neuromodulation of fever. A possible
role for substance P." Ann N Y Acad Sci 741: 162-173.

Bouman, A., M. J. Heineman and M. M. Faas (2005). "Sex hormones and the
immune response in humans." Hum Reprod Update 11(4): 411-423.

Brito, H. O., D. R. Radulski, D. B. Wilhelms, A. Stojakovic, L. M. Brito, D.
Engblom, C. R. Franco and A. R. Zampronio (2016). "Female Sex Hormones
Influence the Febrile Response Induced by Lipopolysaccharide, Cytokines and
Prostaglandins but not by Interleukin-1beta in Rats." J Neuroendocrinol 28(10).

Brooks-Asplund, E. M., J. G. Cannon and W. L. Kenney (2000). "Influence of
hormone replacement therapy and aspirin on temperature regulation in
postmenopausal women." Am_J Physiol Requl Integr Comp Physiol 279(3):
R839-848.




75

Burger, H. G., E. C. Dudley, D. M. Robertson and L. Dennerstein (2002).
"Hormonal changes in the menopause transition." Recent Prog Horm Res 57:
257-275.

Byers, S. L., M. V. Wiles, S. L. Dunn and R. A. Taft (2012). "Mouse estrous cycle
identification tool and images." PLoS One 7(4): e35538.

Caligioni, C. S. (2009). "Assessing reproductive status/stages in mice." Curr
Protoc Neurosci Appendix 4: Appendix 41.

Dinarello, C. A. and Canno,S. M. Wolff (1988). "New Concepts on the
Pathogenesis of Fever." Oxford University Press Vol. 10, No. 1 (Jan. - Feb.,
1988), pp. 168-189(No. 1): 168-189

Dacks, P. A., S. J. Krajewski and N. E. Rance (2011). "Ambient temperature and
17beta-estradiol modify Fos immunoreactivity in the median preoptic nucleus, a
putative regulator of skin vasomotion." Endocrinology 152(7): 2750-27509.

Dacks, P. A. and N. E. Rance (2010). "Effects of estradiol on the thermoneutral
zone and core temperature in ovariectomized rats." Endocrinology 151(3): 1187-
1193.

Dempster, D. W., C. L. Lambing, P. J. Kostenuik and A. Grauer (2012). "Role of
RANK ligand and denosumab, a targeted RANK ligand inhibitor, in bone health
and osteoporosis: a review of preclinical and clinical data." Clin Ther 34(3): 521-
536.

Diab, D. L. and N. B. Watts (2013). "Postmenopausal osteoporosis." Curr Opin
Endocrinol Diabetes Obes 20(6): 501-509.

Dinarello, C. A. (1999). "Cytokines as endogenous pyrogens." J Infect Dis 179
Suppl 2: S294-304.

Emanuele, M. A., F. Wezeman and N. V. Emanuele (2002). "Alcohol's effects on
female reproductive function." Alcohol Res Health 26(4): 274-281.

Fabricio, A. S., C. A. Silva, G. A. Rae, P. D'Orleans-Juste and G. E. Souza (1998).
"Essential role for endothelin ET(B) receptors in fever induced by LPS (E. coli) in
rats." Br J Pharmacol 125(3): 542-548.

Faienza, M. F., A. Ventura, F. Marzano and L. Cavallo (2013). "Postmenopausal
osteoporosis: the role of immune system cells." Clin Dev Immunol 2013: 575936.

Gervais, N. J., D. G. Mumby and W. G. Brake (2015). "Attenuation of dendritic
spine density in the perirhinal cortex following 17beta-Estradiol replacement in
the rat." Hippocampus 25(11): 1212-1216.

Gordon, C. J. (1990). "Thermal biology of the laboratory rat." Physiol Behav 47(5):
963-991.




76

Gower, B. A., J. Munoz, R. Desmond, T. Hilario-Hailey and X. Jiao (2006).
"Changes in intra-abdominal fat in early postmenopausal women: effects of
hormone use." Obesity (Silver Spring) 14(6): 1046-1055.

Hammel, H. T. (1965). "Neurones and temperature regulation. AMRL-TR-65-
232." AMRL TR: 1-32.

Hanada, R., T. Hanada, V. Sigl, D. Schramek and J. M. Penninger (2011).
"RANKL/RANK-beyond bones." J Mol Med (Berl) 89(7): 647-656.

Hanada, R., A. Leibbrandt, T. Hanada, S. Kitaoka, T. Furuyashiki, H. Fujihara, J.
Trichereau, M. Paolino, F. Qadri, R. Plehm, S. Klaere, V. Komnenovic, H. Mimata,
H. Yoshimatsu, N. Takahashi, A. von Haeseler, M. Bader, S. S. Kilic, Y. Ueta, C.
Pifl, S. Narumiya and J. M. Penninger (2009). "Central control of fever and female
body temperature by RANKL/RANK." Nature 462(7272): 505-509.

Harre, E. M., A. Mouihate and Q. J. Pittman (2006). "Attenuation of fever at near
term: is interleukin-6-STAT3 signalling altered?" J Neuroendocrinol 18(1): 57-63.
Hasday, J. D., C. Thompson and I. S. Singh (2014). "Fever, immunity, and
molecular adaptations." Compr Physiol 4(1): 109-148.

Hirata, B. K., R. M. Banin, A. P. Dornellas, |. S. de Andrade, J. C. Zemdegs, L.
C. Caperuto, L. M. Oyama, E. B. Ribeiro and M. M. Telles (2015). "Ginkgo biloba
extract improves insulin signaling and attenuates inflammation in retroperitoneal
adipose tissue depot of obese rats." Mediators Inflamm 2015: 419106.

Horowitz, M. C., Y. Xi, K. Wilson and M. A. Kacena (2001). "Control of
osteoclastogenesis and bone resorption by members of the TNF family of
receptors and ligands." Cytokine Growth Factor Rev 12(1): 9-18.

Jackson, K. C., L. M. Wohlers, R. M. Lovering, R. A. Schuh, A. C. Maher, A.
Bonen, T. R. Koves, O. llkayeva, D. M. Thomson, D. M. Muoio and E. E.
Spangenburg (2013). "Ectopic lipid deposition and the metabolic profile of
skeletal muscle in ovariectomized mice." Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol
304(3): R206-217.

Kanzaki, H., S. Makihira, M. Suzuki, T. Ishii, A. Movila, J. Hirschfeld, H. Mawardi,
X. Lin, X. Han, M. A. Taubman and T. Kawai (2016). "Soluble RANKL Cleaved
from Activated Lymphocytes by TNF-alpha-Converting Enzyme Contributes to
Osteoclastogenesis in Periodontitis." J Immunol 197(10): 3871-3883.

Kiechl, S., J. Wittmann, A. Giaccari, M. Knoflach, P. Willeit, A. Bozec, A. R.
Moschen, G. Muscogiuri, G. P. Sorice, T. Kireva, M. Summerer, S. Wirtz, J.
Luther, D. Mielenz, U. Billmeier, G. Egger, A. Mayr, F. Oberhollenzer, F.
Kronenberg, M. Orthofer, J. M. Penninger, J. B. Meigs, E. Bonora, H. Tilg, J.
Willeit and G. Schett (2013). "Blockade of receptor activator of nuclear factor-
kappaB (RANKL) signaling improves hepatic insulin resistance and prevents
development of diabetes mellitus." Nat Med 19(3): 358-363.



77

Kluger, M. J. (1991). "Fever: role of pyrogens and cryogens." Physiol Rev 71(1):
93-127.

Lacey, D. L., E. Timms, H. L. Tan, M. J. Kelley, C. R. Dunstan, T. Burgess, R.
Elliott, A. Colombero, G. Elliott, S. Scully, H. Hsu, J. Sullivan, N. Hawkins, E.
Davy, C. Capparelli, A. Eli, Y. X. Qian, S. Kaufman, |. Sarosi, V. Shalhoub, G.
Senaldi, J. Guo, J. Delaney and W. J. Boyle (1998). "Osteoprotegerin ligand is a
cytokine that regulates osteoclast differentiation and activation." Cell 93(2): 165-
176.

Laemmli, U.K. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4, Nature 15 (1970) 680-685.

Lam, J., C. A. Nelson, F. P. Ross, S. L. Teitelbaum and D. H. Fremont (2001).
"Crystal structure of the TRANCE/RANKL cytokine reveals determinants of
receptor-ligand specificity." J Clin Invest 108(7): 971-979.

Leibbrandt, A. and J. M. Penninger (2008). "RANK/RANKL: regulators of immune
responses and bone physiology." Ann N Y Acad Sci 1143: 123-150.

Limon-Morales, O., C. Soria-Fregozo, M. Arteaga-Silva, M. H. Gonzalez, G.
Vazquez-Palacios and H. Bonilla-Jaime (2014). "Hormone replacement with
17beta-estradiol plus dihydrotestosterone restores male sexual behavior in rats
treated neonatally with clomipramine." Horm Behav 66(5): 820-827.

Lum, L., B. R. Wong, R. Josien, J. D. Becherer, H. Erdjument-Bromage, J.
Schlondorff, P. Tempst, Y. Choi and C. P. Blobel (1999). "Evidence for a role of
a tumor necrosis factor-alpha (TNF-alpha)-converting enzyme-like protease in
shedding of TRANCE, a TNF family member involved in osteoclastogenesis and
dendritic cell survival." J Biol Chem 274(19): 13613-13618.

Marcondes, F. K., K. J. Miguel, L. L. Melo and R. C. Spadari-Bratfisch (2001).
"Estrous cycle influences the response of female rats in the elevated plus-maze
test." Physiol Behav 74(4-5): 435-440.

Mouihate, A., X. Chen and Q. J. Pittman (1998). "Interleukin-1beta fever in rats:
gender difference and estrous cycle influence." Am J Physiol 275(5 Pt 2): R1450-
1454.

Nakamura, K. and S. F. Morrison (2011). "Central efferent pathways for cold-
defensive and febrile shivering." J Physiol 589(Pt 14): 3641-3658.

Ngo, S. T., F. J. Steyn and P. A. McCombe (2014). "Gender differences in
autoimmune disease." Front Neuroendocrinol 35(3): 347-369.

Papaioannou, S., M. Aslam, B. H. Al Wattar, R. C. Milnes and T. G. Knowles
(2013). "User's acceptability of OvuSense: a novel vaginal temperature sensor
for prediction of the fertile period." J Obstet Gynaecol 33(7): 705-709.




78

Paxinos, G. & Watson, C. The rat brain in steriotaxic coordinates. Academic
Press, 2a ed., Sydney, Australia, 2005.

Rao, S., S. J. F. Cronin, V. Sigl and J. M. Penninger (2018). "RANKL and RANK:
From Mammalian Physiology to Cancer Treatment." Trends Cell Biol 28(3): 213-
223.

Reis, R. C., H. O. Brito, D. Fraga, D. A. Cabrini and A. R. Zampronio (2011).
"Central substance P NK(1) receptors are involved in fever induced by LPS but
not by IL-1beta and CCL3/MIP-1alpha in rats." Brain Res 1384: 161-169.

Romanovsky, A. A., A. |. lvanov and Y. P. Shimansky (2002). "Selected
contribution: ambient temperature for experiments in rats: a new method for
determining the zone of thermal neutrality." J Appl Physiol (1985) 92(6): 2667-
2679.

Spencer, S. J., A. Mouihate, M. A. Galic and Q. J. Pittman (2008). "Central and
peripheral neuroimmune responses: hyporesponsiveness during pregnancy." J
Physiol 586(2): 399-406.

Turner, A. S. (2001). "Animal models of osteoporosis--necessity and limitations."
Eur Cell Mater 1: 66-81.

Wada, T., T. Nakashima, N. Hiroshi and J. M. Penninger (2006). "RANKL-RANK
signaling in osteoclastogenesis and bone disease." Trends Mol Med 12(1): 17-
25.

Walsh, M. C. and Y. Choi (2014). "Biology of the RANKL-RANK-OPG System in
Immunity, Bone, and Beyond." Front Immunol 5: 511.

Wong, B. R., R. Josien, S. Y. Lee, B. Sauter, H. L. Li, R. M. Steinman and Y. Choi
(1997). "TRANCE (tumor necrosis factor [TNF]-related activation-induced
cytokine), a new TNF family member predominantly expressed in T cells, is a
dendritic cell-specific survival factor." J Exp Med 186(12): 2075-2080.

Yasuda, H., N. Shima, N. Nakagawa, S. |. Mochizuki, K. Yano, N. Fujise, Y. Sato,
M. Goto, K. Yamaguchi, M. Kuriyama, T. Kanno, A. Murakami, E. Tsuda, T.
Morinaga and K. Higashio (1998). "Identity of osteoclastogenesis inhibitory factor
(OCIF) and osteoprotegerin (OPG): a mechanism by which OPG/OCIF inhibits
osteoclastogenesis in vitro." Endocrinology 139(3): 1329-1337.

Yasuda, H., N. Shima, N. Nakagawa, K. Yamaguchi, M. Kinosaki, S. Mochizuki,
A. Tomoyasu, K. Yano, M. Goto, A. Murakami, E. Tsuda, T. Morinaga, K.
Higashio, N. Udagawa, N. Takahashi and T. Suda (1998). "Osteoclast
differentiation factor is a ligand for osteoprotegerin/osteoclastogenesis-inhibitory
factor and is identical to TRANCE/RANKL." Proc Natl Acad Sci U S A 95(7): 3597-
3602.




79

Yochim, J. M. and F. Spencer (1976). "Core temperature in the female rat: effect
of ovariectomy and induction of pseudopregnancy.”" Am J Physiol 231(2): 361-
365.

Zampronio, A. R., D. M. Soares and G. E. Souza (2015). "Central mediators
involved in the febrile response: effects of antipyretic drugs." Temperature
(Austin) 2(4): 506-521.

Zampronio, A.R., G. E. Souza, C. A. Silva, F. Q. Cunha and S. H. Ferreira (1994).
“Interleukin-8 induces fever by a prostaglandin-independent mechanism." Am J
Physiol 266(5 Pt 2): R1670-1674.

Zhao, L., L. Huang and X. Zhang (2016). "Osteoimmunology: memorandum for
rheumatologists." Sci China Life Sci 59(12): 1241-1258.




