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RESUMO

A febre é uma elevacdo controlada da temperatura corporal, geralmente
desencadeada por processos inflamatorios ou infecciosos, com o objetivo de estimular
a resposta imune. No entanto, quando essa resposta € exagerada, pode resultar em
efeitos adversos, como o aumento da frequéncia cardiaca e danos as proteinas do
corpo. O processo febril comeca com a acéo de pirogénios exdgenos, como bactérias,
que induzem a producdo de mediadores inflamatorios, incluindo citocinas e
prostaglandina E2 (PGE2). Esses mediadores sao responsaveis por ativar
mecanismos no corpo que elevam a temperatura. Em modelos experimentais, o
lipopolissacarideo (LPS), um componente presente na parede celular de bactérias
gram-negativas, é frequentemente utilizado para induzir febre, simulando uma
infeccdo bacteriana. Durante o processo inflamatério, ocorre a producéo de espécies
reativas de oxigénio (ERO), que desempenham um papel critico em doencas
inflamatérias e na modulagdo da resposta imune. Recentemente, os analogos de
GLP-1, desenvolvidos inicialmente para o tratamento de diabetes tipo 2 e obesidade,
tém mostrado potenciais beneficios em outras areas de pesquisa, incluindo suas
possiveis aplicacdes no controle de processos inflamatérios. Em um estudo anterior
realizado em nosso laboratério, observou-se que, durante a resposta febril, h4 um
aumento significativo na producao de ERO no figado, tecido adiposo marrom (TAM) e
hipotdlamo de ratos. No presente trabalho, investigamos o efeito da semaglutida
(SMG), um analogo do GLP-1, sobre a febre induzida por LPS e as mudancas na
producdo de ERO no figado e no tecido muscular esquelético. Utilizando
espectroscopia de ressonancia paramagnética eletrbnica (RPE). Os resultados
indicaram que o pré-tratamento com SMG foi capaz de inibir a febre nos ratos, além
de reduzir a producdo de ERO no figado. No entanto, esse efeito ndo foi observado
no muasculo gastrocnémio. Estudos adicionais estdo em andamento para esclarecer
0S mecanismos pelos quais a SMG atua na inibicdo da febre e na modulacdo das

respostas inflamatorias associadas.

Palavras-chave: febre, LPS, semaglutida, ERO.



ABSTRACT

Fever is a controlled elevation of body temperature, usually triggered by inflammatory
or infectious processes, with the aim of stimulating the immune response. However,
when this response is exaggerated, it can lead to adverse effects, such as increased
heart rate and damage to body proteins. The febrile process begins with the action of
exogenous pyrogens, such as bacteria, which induce the production of inflammatory
mediators, including cytokines and prostaglandin E2 (PGE2). These mediators are
responsible for activating mechanisms in the body that raise the temperature. In
experimental models, lipopolysaccharide (LPS), a component present in the cell wall
of gram-negative bacteria, is frequently used to induce fever, simulating a bacterial
infection. During the inflammatory process, reactive oxygen species (ROS) are
produced, playing a critical role in inflammatory diseases and in modulating the
immune response. Recently, GLP-1 analogs, initially developed for the treatment of
type 2 diabetes and obesity, have shown potential benefits in other areas of research,
including their possible applications in the control of inflammatory processes. In a
previous study conducted in our laboratory, it was observed that during the febrile
response, there is a significant increase in ROS production in the liver, brown adipose
tissue (BAT), and hypothalamus of rats. In the present study, we investigated the effect
of semaglutide (SMG), a GLP-1 analog, on LPS-induced fever and changes in ROS
production in the liver and skeletal muscle tissue, using electron paramagnetic
resonance (EPR) spectroscopy. The results indicated that pretreatment with SMG was
able to inhibit fever in rats, in addition to reducing ROS production in the liver. However,
this effect was not observed in the gastrocnemius muscle. Additional studies are
underway to clarify the mechanisms by which SMG acts in fever inhibition and
modulation of associated inflammatory responses.

Keywords: fever, LPS, semaglutide, ROS.
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1. INTRODUCAO

A febre é uma elevacdo controlada da temperatura corporal, resultante de
processos inflamatérios ou infecciosos, cujo objetivo € estimular a resposta imune. No
entanto, quando excessiva, pode causar efeitos adversos, como o aumento da
frequéncia cardiaca e danos as proteinas. (KNUT, 2013). A febre é desencadeada
por pirogénios exdgenos, como bactérias, que induzem a producdo de mediadores
inflamatorios, como citocinas e PGE2, 0s quais ativam mecanismos responsaveis pelo
aumento da temperatura corporal. (ROTH, J.; BLATTEIS, C. M., 2014).

Embora a febre possa ser benéfica ao induzir a resposta imune, quando se
torna excessiva, pode acarretar sérias consequéncias, como aumento da frequéncia
cardiaca e do metabolismo energético, danos as proteinas, comprometimento da
consciéncia, alteracfes sensoriais e até convulsées, entre outros efeitos prejudiciais
(PRAJITHA, N.; ATHIRA, S. S.; MOHANAN, P. V., 2018).

Para controlar a febre, sdo usados antipiréticos como dipirona, paracetamol e
AINEs, como o ibuprofeno. (PEREIRA et al.,, 2013). Em experimentos, o LPS,
componente de bactérias gram-negativas, é utilizado para induzir febre, imitando uma
infeccdo bacteriana. (PEREIRA et al., 2016; EVANS, S. S.; REPASKY, E. A.; FISHER,
D. T., 2015; ZAMPRONIO, A. R.; SOARES, D. M.; SOUZA, G., 2015).

Durante a inflamacao, ocorre a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO), que tém papel crucial em doencas inflamatorias e na modulagdo da resposta
imune. A terminologia espécies reativas de oxigénio (ERO) abrange tanto radicais
livres, quanto outras moléculas que, apesar de nao possuirem elétrons
desemparelhados, séo bastante reativas, devido sua instabilidade (RIBEIRO et al.,
2005; REUTER et al., 2010).

Além disso, analogos de GLP-1, inicialmente desenvolvidos para tratar
diabetes tipo 2 e obesidade, estdo sendo explorados por seus potenciais beneficios
em processos inflamatérios. Neste trabalho, investigamos o efeito da SMG, um
analogo de GLP-1, na febre induzida por LPS e na producéo de ERO no figado e no
musculo esquelético. Usando RPE, foi demonstrado que a SMG inibe a febre e reduz
a producao de ERO no figado, mas ndo no musculo gastrocnémio. Estudos adicionais
estdo sendo realizados para esclarecer os mecanismos pelos quais a SMG inibe a

febre e modula as respostas inflamatorias.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. FEBRE

O controle preciso da temperatura corporal é crucial para a sobrevivéncia dos
mamiferos. Circuitos no sistema nervoso central desempenham papel fundamental na
regulacdo e manutencéo dessa temperatura, a qual é tipicamente mantida dentro de
uma faixa estreita por meio da ativacdo de varias respostas termorregulatorias.
Mecanismos termorregulatorios importantes evoluiram para manter o calor nos
tecidos em niveis adequados, otimizando assim as reacfes enzimaticas e as fungdes
celulares, ao mesmo tempo que evitam variacbes bruscas na temperatura corporal
gue poderiam danificar as células através da desnaturacédo de proteinas (MADDEN;
MORRINSON, 2019).

O circuito neural essencial para a homeostase da temperatura corporal
envolve a entrada de sinais térmicos que afetam neurénios localizados na area pré-
Optica do hipotalamo (APOHA), desencadeando respostas termorregulatérias. Essas
respostas abrangem vias neurais especificas que regulam processos de dissipacao,
producdo ou retencdo de calor, como a termogénese no tecido adiposo marrom,
tremores, vasoconstricdo ou vasodilatacao cutanea, dissipacdo de calor por meio da
sudorese (e saliva em roedores), além de respostas comportamentais (MADDEN;
MORRINSON, 2019).

Durante processos infecciosos ou inflamatorios € comum ocorrer aumento
na temperatura corporal, um evento fisioldgico que faz parte de um conjunto complexo
de respostas ndo especificas mediadas pelo cérebro em resposta a invasdo do
organismo por patdgenos. Esse aumento na temperatura € conhecido como febre
(ROTH; BLATTEIS, 2014).

Diferentes substancias podem desencadear a resposta febril, sendo elas
chamadas de pirégenos, classificados como enddgenos ou exégenos. Os pirégenos
enddgenos sdo produzidos pelo organismo e liberados na corrente sanguinea em
resposta a um estimulo proveniente de pirégenos exdgenos (ROTH et al., 2009). Os
principais pirébgenos endogenos séo as citocinas e os eicosanoides (DINARELLO,
2004). Ja os pirégenos exdgenos sao os estimulos que induzem a resposta febril,
incluindo microorganismos, seus subprodutos e também substancias ndo infecciosas
como antigenos, drogas, entre outros (ROTH; BLATTEIS, 2014).
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O processo febril € iniciado pela acdo de pirogénios exdgenos, como
componentes bacterianos, que ativam células imunes e levam a producao de citocinas
pro-inflamatorias. Essas citocinas, por sua vez, estimulam a enzima ciclo-oxigenase-
2 (COX-2), que é responsavel pela conversdo do acido araquidoénico em PGE2, um
mediador chave na febre. A PGE:2 se difunde para os neurdnios da area pré-optica do
hipotadlamo (APOHA), que € a regido do cérebro responséavel pela regulagdo da
temperatura corporal. No hipotdlamo, a PGE2 se liga a receptores especificos
chamados EP3 (receptores de prostaglandina Es), localizados nos neurbnios
termorreguladores, desencadeando uma série de sinais que levam ao aumento da
temperatura corporal. (ROTH, J.; BLATTEIS, C. M., 2014).

O mediador final produzido frequentemente pelo corpo durante estados
inflamatorios ou infecciosos, € a PGE2. Esta substancia atua como um mediador chave
no processo inflamatorio e também tem uma funcao crucial na ativacdo da APOHA. A
elevacao nos niveis de PGE2 pode resultar em uma ativacdo mais intensa do centro
termorregulador no cérebro, levando a um aumento na temperatura corporal e
consequente desenvolvimento de febre (SEABRA, 2015).

Um dos modelos experimentais mais utilizados para reproduzir o que ocorre
nos processos infecciosos, quando se trata de febre, é a inducdo por meio da
administracdo sistémica de LPS, visto que produz aumento de temperatura que
permanece por varias horas. O LPS é um pirbgeno exdgeno componente da
membrana externa de bactérias gram-negativas, fundamental para a estabilidade
membranar. E o componente da bactéria que confere maior patogenicidade e que
dificulta a acdo de neutralizacdo pelos anticorpos e a acdo dos antibiéticos. Estudos
realizados com injecao de LPS tém sido de suma importancia para a compreensao e
caracterizagdo dos mecanismos moleculares subjacentes a febre (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2015).

2.2. ANTIPIRESE

A antipirese enddgena ocorre por meio da ativagdo do eixo hipotalamo-
hipdfise-adrenal (HPA), um processo neuroenddcrino que acompanha a resposta
febril. Esse mecanismo atua como um feedback capaz de neutralizar o agravamento

da resposta imune e controlar a duracao e a intensidade da febre (ROTH, BLATTEIS,
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2014). Estudos indicam que exposicOes constantes a pirdgenos externos na infancia
prolongam essa a¢ao por meio do eixo HPA, defendendo o organismo dos efeitos
adversos da febre (MOUIHATE, 2013).

A antipirese endbdgena periférica € mediada por glicocorticoides, citocinas
com propriedades antipiréticas, mediadores lipidicos e outros horménios. Os agentes
com atuacao central incluem neuropeptideos, eicosanoides, 6xido nitrico (NO) e
neurotransmissores gasosos (PRAJITHA; ATHIRA; MOHANAN, 2019).

Durante a resposta febril, o ponto de ajuste da temperatura no centro
regulador do hipotalamo é restaurado quando as concentracdes de PGE2 diminuem
ou quando sdo administrados antipiréticos, os quais podem inibir a sintese de PGE:.-.
Isso desencadeia respostas fisioldgicas, como o aumento do fluxo sanguineo na pele,
resultando na dissipagéo de calor (SANJUANELO, 2013).

O paracetamol € um dos farmacos mais utilizados mundialmente para o
tratamento da febre e de dores agudas. Apesar de estar em uso clinico ha mais de
um século, ainda ndo ha consenso sobre o mecanismo de agcdo deste farmaco. A
teoria predominante sugere que o paracetamol atue através da inibicdo de uma
enzima variante da ciclooxigenase-1 (COX-1) para mediar suas acdes analgésicas e,
particularmente, termorregulatérias (antipirética e hipotermia). Apesar de possuir uma
janela terapéutica larga e baixa toxicidade, o paracetamol possui pouca atividade anti-
inflamatoéria (AYOUB, 2021; CASTRO, 2014).

Da mesma maneira, a dipirona se demonstra carente de atividade anti-
inflamatoria significativa, esta é um pré-farmaco que gera metabdlitos responsaveis
pela forte atividade antipirética e analgésica (QUEIROZ, 2016). A dipirona passa por
rapida hidrélise no trato gastrointestinal, transformando-se em 4-metil-amino-antipirina
(4-MAA). Este composto € entdo metabolizado em outros produtos, incluindo o 4-
formil-amino-antipirina (4-FAA) e o 4-amino-antipirina (4-AA), sendo este ultimo
convertido em 4-acetil-amino-antipirina (4-AAA) por meio de acetilagdo subsequente.
O 4-MAA e 4-AA séo considerados os principais metabdlitos responsaveis pelo efeito
antipirético durante a febre induzida por LPS (MALVAR et al., 2014).

Os medicamentos conhecidos como AINEs exercem sua funcéo principal ao
bloquear a acdo da enzima ciclooxigenase (COX). Esta enzima desempenha papel
crucial na converséo do acido araquidonico em diversas substancias, entre as quais
estdo as PGE. A PGE2, em particular, desempenha um papel significativo na

regulacéo da temperatura corporal (SEABRA, 2015).
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Ao interromper a producdo de PGE2, os AINEs agem reduzindo a acdo do
centro regulador da temperatura no hipotalamo. Portanto, esses medicamentos sao
frequentemente utilizados para diminuir a febre e aliviar os sintomas associados a
condig¢des inflamatdrias, proporcionando um alivio eficaz para os pacientes afetados
por essas condicdes (SEABRA, 2015).

2.3 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

A relacdo das ERO com a producéo de febre, tem sido demonstrada ao longo
dos anos. As ERO séo produzidas por células do sistema imune, como neutrofilos, e
podem levar a disfuncé@o endotelial por oxidacéo de proteinas de sinalizagéo celular,
como por exemplo as tirosinas fosfatases, ou por danos a outras estruturas celulares
(MITTAL et al., 2014). O aumento na producdo de ERO tem sido verificado em
modelos de choque séptico, inflamacgéo, dor, asma, doencas neurodegenerativas,
dentre outros (CLOSA; FOLCH-PUY, 2004; GELDERMAN et al., 2007; KIM et al.,
2015; PRAUCHNER, 2016; VIGGIANO et al., 2005).

Para manter o equilibrio no sistema redox, o organismo desenvolveu uma
variedade de sistemas antioxidantes para combater o estresse oxidativo causado
pelas espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERON). Esses mecanismos incluem
defesas preventivas, de reparo e antioxidantes, tanto enzimaticos quanto nao
enzimaticos. Entre os sistemas enzimaticos fundamentais estdo a catalase, que
converte peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio, a glutationa peroxidase, que
oxida a glutationa (GSH) usando hidroperdxidos e a superéxido dismutase (SOD),
encontrada em trés formas distintas nos mamiferos (CuzZnSOD no citoplasma,
MnSOD nas mitocondrias e uma forma extracelular - EC-SOD), responsavel por
converter superéxido em peréxido de hidrogénio (YOUNG; WOODSIDE, 2001).

A inflamacdo representa um cenario no qual esse desequilibrio entre a
producdo de ERO e os mecanismos antioxidantes se manifesta. Durante esse
processo inflamatério, uma variedade de substancias sdo geradas, incluindo os
radicais livres, desempenhando um papel crucial no surgimento e na evolucdo da
reacao. Desde as fases iniciais desse processo, os radicais podem ativar fatores de
transcrigdo nucleares, como o fator nuclear kB (NF-kB), que, por sua vez, estimulam
a sintese de citocinas (CLOSA; FOLCH-PUY, 2004).

Em sintese, a partir de um estimulo, como danos nos tecidos, diversas fontes
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de ERO séo ativadas (como mitocdndrias, xantina oxidase e neutroéfilos). Essas ERO
geradas, por sua vez, tém a capacidade de ativar vias de sinalizacdo, como as
proteinas quinases ativadas por mitdgenos (MAPKs) e o NF-kB, que, por sua vez,
estimulam moléculas essenciais para as respostas celulares, como as citocinas,
desencadeando assim a resposta inflamatéria sistémica (CLOSA; FOLCH-PUY,
2004).

A resposta febril € um processo desencadeado por multiplos fatores e
embora seja uma situagdo clinica bastante comum, seus mecanismos moleculares
ainda ndo estdo claros, assim como o mecanismo de acdo dos antitérmicos. A
investigacdo da concentracdo de ERO durante a antipirese € capaz de revelar vias de
sinalizagdo que podem contribuir para o melhor entendimento dos mecanismos
fisiopatolégicos envolvidos e a producdo de novas terapias anti-inflamatorias e anti-

térmicas.

2.4. SEMAGLUTIDA

A SMG é um agonista do receptor do peptideo-1 semelhante ao glucagon
(GLP-1RA) mais recentemente aprovado dessa classe de farmacos, pela Food and
Drug Administration dos EUA para o controle cronico do peso, além de ser o Unico
GLP-1RA atualmente disponivel como formulacao subcuténea e oral (SMITS, M.M.;
RAALTE, D.H., 2021; CHAO et al., 2023).

Originalmente, os analogos do GLP-1 eram usados como farmacos
hipoglicemiantes de segunda linha, entretanto pesquisas posteriores demonstraram
que esses farmacos promovem efeitos anti-inflamatérios e neuroprotetores, bem
como a capacidade de melhorar a disfungcédo cognitiva em pacientes com doenca de
Alzheimer e Parkinson e acdo anti-inflamatoria, por diminuir a producdo de
mediadores inflamatérios (WANG et al., 2021; MERT et. al., 2022). Em 2023, 0 uso
deste medicamento foi aprovado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria para
auxiliar no tratamento contra a obesidade.

A SMG é uma versao modificada da liraglutida, resistente a protease por
meio de uma altera¢cdo no amino&cido na posicao 8, e inclui um espacador estendido
com um acido graxo anexado, aumentando assim o tempo de circulacéo do peptideo
na corrente sanguinea, oOu seja, possui uma meia-vida prolongada de

aproximadamente 1 semana, o que permite a administracdo subcutanea uma vez por
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semana (LAU et al., 2015; MARSO et al, 2016). Estudos indicam que a SMG tem o
efeito mais significativo na perda de peso entre os GLP-1RAs atualmente disponiveis
no Brasil. Entretanto, seu impacto na musculatura esquelética ainda carece de
esclarecimentos (TRUJILLO et al., 2021).

Evidéncias recentes sugerem que a SMG exerce efeitos significativos sobre o
muasculo através da regulacdo do metabolismo de lipidios musculares e acidos
organicos, conforme demonstrado em estudos com camundongos. Esses estudos
indicam que a SMG promove uma notavel redugéo do peso corporal e do acumulo de
gordura intramuscular. Além disso, ela estimula a sintese de proteinas musculares,
contribuindo para um aumento na proporcéao relativa de masculo esquelético. Essa
regulacdo metabdlica resulta em melhorias substanciais na funcdo muscular,
especialmente em camundongos obesos. Os achados de Ren et al. (2022) destacam
o potencial da SMG como uma intervencao eficaz para melhorar a satde muscular e
combater a obesidade, ao promover um perfil metabdélico mais favoravel e um melhor
desempenho muscular.

Recentemente, estudos clinicos e ndo-clinicos tém relatado que os GLP-1RAs
podem diminuir o acumulo de lipidios no figado (GASTALDELLI et al., 2020; ZHOU
et al.,, 2019). Os mecanismos subjacentes a esses beneficios envolvem diversas
modalidades, como a reducdo da sintese lipidica hepatica, a mitigacdo da
lipotoxicidade e da inflamacéo hepética, além da ativacdo da mitofagia, entre outros
(ZHOU et al., 2019; YU et al., 2019). Um estudo recente demonstrou que a SMG pode
efetivamente reduzir a esteatose hepatica, diminuindo o acumulo de gordura no
figado e exercendo um papel anti-inflamatério nas vias metabdlicas desse 6rgao. Isso
a torna uma candidata promissora para intervencao no diabetes tipo 2 associado a
esteatose hepatica ndo alcodlica (NAFLD) (NIU et al., 2022; LI et al.,, 2023;
MOLLERHQOJ et al., 2022).

Ap6s a administragéo cronica de SMG, observou-se uma redugéo significativa
nos niveis de expressdo de NF-kB, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
interleucina-1 beta (IL-18) em modelos animais. Esses resultados sugerem que a
SMG pode desempenhar um papel importante na inibicdo da resposta inflamatoria,
ao reduzir a expressao de proteinas associadas a esse processo. A diminuicdo da
atividade dessas proteinas inflamatérias € essencial, pois elas estdo frequentemente

implicadas na mediacéo e amplificacdo da resposta inflamatéria (QIANG, 2020).
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Com a inibicdo dessas proteinas, a SMG potencialmente protege o tecido
miocardico dos danos que a resposta inflamatéria pode causar, preservando assim a
integridade e a funcionalidade do coracdo. Esses achados, apresentados por Qiang
L. e colaboradores em 2020, abrem novas perspectivas para 0 uso terapéutico da
SMG em condi¢des inflamatorias e cardiovasculares, destacando seu potencial como
agente protetor contra danos inflamatorios.

Estudos adicionais sdo essenciais para compreender os impactos desse
medicamento em pessoas sem diabetes ou obesidade, dado que as informacdes

disponiveis se concentram principalmente em pacientes diabéticos ou obesos.
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3. JUSTIFICATIVA

Os anélogos de GLP-1 tém sido amplamente utilizados para o tratamento de
DM-2 e obesidade. Entretanto, a medida que séo publicados mais estudos sobre os
efeitos desse grupo de medicamentos, outros potenciais beneficios tém surgido.
Desta forma, mais pesquisas sdo necessarias para expandir a compreensao sobre os
efeitos agudos e crbénicos desses medicamentos em individuos nédo diabéticos, para
permitir seu uso de maneira segura e eficaz, pois os dados existentes se concentram
principalmente em individuos diabéticos. Os dados obtidos desta pesquisa poderao
auxiliar na descoberta de novos alvos moleculares, além de contribuir para o melhor
entendimento sobre o uso da SMG na reducdo da temperatura corporal e em

condi¢Oes de estresse oxidativo.
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4. OBJETIVOS

4.1 GERAL
Este estudo tem por objetivo investigar os efeitos do tratamento com SMG

sobre a febre e a producdo de ERO em ratos.
4.2 ESPECIFICOS
e Analisar se a SMG possui efeitos antitérmicos na febre induzida por LPS.

e Quantificar a producdo de ERO no tecido muscular esquelético dos ratos;

e Quantificar a producao de ERO no figado dos ratos.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 ENSAIO IN VIVO

Os ensaios farmacoldgicos foram realizados utilizando ratos (Rattus
norvegicus) da variedade Wistar, machos, pesando entre 180 e 220 g. Os animais
foram provenientes do Biotério da UniEvangélica (Anapolis, GO) e alojados no Biotério
da Faculdade de Medicina (FM) da Universidade de Brasilia (UnB) e em ambiente com
temperatura de 24° £ 1 °C, sob um ciclo claro-escuro de 12 h, com agua e alimentos
fornecidos ad libitum. Os procedimentos cirdrgicos e 0os experimentos farmacolégicos
foram realizados no Laboratério de Bioquimica e Quimica de Proteinas do IB/UnB, no
periodo entre 8:00h e 18:00h. Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso
Animal (CEUA) da Universidade de Brasilia (SEI 23106.018435/2024-11).

5.2 CIRURGIA PARA MENSURACAO DE TEMPERATURA

Foi realizada uma cirurgia na cavidade peritoneal para implante de
transmissores (Data Loggers Subcue, Calgary Canada) com 1,5 cm de diametro x 0,5
cm de espessura, que mensuram a temperatura corporal dos animais. Previamente,
os ratos foram anestesiados por via intraperitoneal (ip) com combinac&o de cetamina
(Cloridrato de cetamina 10%, Ketamina Agener®, Agener Unido, Sao Paulo, Brasil),
xilazina 2% (Calmiun®, Agener Unido, Sao Paulo, Brasil) e acepromazina (Acepran®
0,2%, Vetnil, Sdo Paulo, Brasil) nas doses de 60 mg/kg, 10
mg/kg e 1 mg/kg, nesta ordem.

Em seguida, realizou-se a laparotomia para implantacdo dos
transmissores de temperatura. Foi realizada a tricotomia e assepsia da pele da regiédo
peritoneal, seguida por uma incisdo de aproximadamente 2cm, necessdaria para
insercao do transmissor limpo com solucéo salina estéril na cavidade peritoneal, apos
sua desinfeccdo em solucéo de alcool 70% por 30 min. Os animais foram suturados
no muasculo e na pele isoladamente, por meio de sutura continua simples. Logo apos,
receberam antibioticoterapia mediante injecdo intramuscular de cloridrato de
oxitetraciclina (Terramicina®, Pfizer, Sdo Paulo, Brasil) na dose de 10 mg/kg e
meloxicam (Maxicam 2%, Ourofino, Minas Gerais, Brasil) na dose de 1 mg/kg. Apos

a cirurgia, os animais passaram por um periodo de 48 horas em observacao, e
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administracdo de meloxicam a cada 24h durante 2 dias. Os experimentos foram

realizados 7 dias apoés as cirurgias.

5.3 ACOMPANHAMENTO DA TEMPERATURA

Os ratos tiveram sua temperatura aferida a partir dos transmissores
implantados. O ambiente de experimento teve a temperatura controlada a 27 + 1 °C,
por no minimo 12 h antes do inicio da inducdo de febre e antipirese. A afericdo de
temperatura teve o inicio 2 h antes dos experimentos até o final do procedimento, com
intervalos de 15 min, que se estendeu por mais 5 h depois da injecédo do LPS (Sigma-
Aldrich, EUA).

5.4 ADMINISTRACAO DA SEMAGLUTIDA E LPS

Para a avaliacdo da dose de SMG a ser usada, fizemos levantamento da
literatura, buscando estudos que investigaram a acdo anti-inflamatéria ou
neuroprotetora do farmaco em questao. Como as doses variam bastante, percebeu-
se a necessidade de realizar estudos-piloto, com o objetivo de determinar a melhor
dose e reduzir o numero total de animais a serem utilizados, uma vez que a dose
pode variar de acordo com o modelo experimental, e que ndo ha em nosso
conhecimento, estudos que investigaram o efeito deste farmaco no modelo de febre
experimental induzida por LPS.

Verificamos na literatura que as doses dos GLP1RAs variam de 60 a 900
Mg/kg quando administrados por via subcutéanea ou peritoneal. Nos baseamos, em
conjunto, com 0 projeto que se encontra em andamento em nosso laboratorio, no
gual, com base em um estudo-piloto, foi esclarecido que a melhor dose resposta da
liraglutida, outro analogo de GLP-1, foi a dose de 300 ug/kg. Devido a maior poténcia
da SMG e sua meia-vida mais longa, optamos por néo utilizar doses maiores que 300
pa/kg.

Dessa maneira, selecionamos 0s seguintes grupos:
Salina + LPS
Semaglutida + 30 pg/kg
Semaglutida + 100 pg/kg

R

Semaglutida + 300 pg/kg
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O grupo controle positivo (Salina + LPS) e grupos de tratamento com 3
doses receberam a administracdo por via intraperitoneal (ip).

Nos experimentos in vivo, foi feita a avaliagéo do perfil de inibicdo da SMG,
com as doses selecionadas nos estudos pilotos, sobre a febre e a neuroinflamacao
induzida pelo LPS, a partir do pré-tratamento com a SMG. Com base na literatura
publicada, diversos estudos pré-clinicos que investigam drogas com efeitos anti-
inflamatoérios e imunomoduladores utilizam o tratamento prévio para melhor avaliar
seu impacto preventivo, especialmente em modelos agudos, como o de inducéo de
febre por LPS. Isso ajuda a entender se o medicamento tem potencial para impedir a
ativacao de vias inflamatérias cruciais.

Portanto, optamos pelo tratamento prévio com SMG, a fim de observar se
h& modulacéo da resposta inflamatoria desde o inicio, em vez de tentar reverter um
processo ja instalado com o pos-tratamento.

Assim, apos uma hora da injecdo de SMG, a febre foi induzida pela
administrac@o de LPS 50 pg/kg via ip e a temperatura corporal foi monitorada por até
5 horas em temperatura ambiente termoneutra. Em seguida, os animais foram
anestesiados e decapitados para a dissecacdo dos tecidos, os quais foram
congelados para quantificacdo de espécies reativas de oxigénio.

O célculo do indice de febre foi realizado pela diferenca entre a
temperatura inicial do organismo e as medi¢des individuais apés a administracdo do
LPS, até o momento da eutandsia dos animais. A area sob a curva (ASC) foi
determinada para cada animal utilizando o referido indice de febre, expresso em

unidades arbitrarias.

5.5 QUANTIFICACAO DE ERO

Para a quantificacdo de ERO, os tecidos foram lavados 3 vezes em
solucéo de tampéao Krebs Hepes e, em seguida, imersos em solu¢ao de tampéo Krebs
Hepes contendo o marcador de spin CMH (200 uM) e incubados durante 1h a 37°C.
Em seguida, o sobrenadante foi imediatamente coletado e congelado em nitrogénio
liquido para posterior analise quantitativa de ERO por espectrometria de ressonancia
paramagnética eletronica. Os tecidos foram secos em speed vac e depois pesados
para o calculo da razdo ERO/massa de tecido.

Sabe-se que a oxidacdo de CMH leva a formacdo de CM-* (3-metoxi-
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carbonil-proxilnitroxido) paramagnético, composto estavel e que permite
quantificacdo das ERO em tempos maiores, devido a meia-vida curta dessas nas
amostras coletadas. Amostras para a curva de calibracdo foram obtidas a partir de
uma solugcdo estoque do padrao 3-carboxi-proxil (CP-) (Noxygen, Alemanha)
preparado em tampao Krebs Hepes e diluido nas concentracdes de 12,5; 25; 50; 100;
200; 300; 400 e 500 uM. As medidas de RPE foram realizadas em um espectrometro
Bruker E500, pertencente ao Laboratério de RPE do Instituto de Fisica da UnB.

5.6 ANALISES ESTATISTICAS

As comparacdes estatisticas foram efetuadas por analise de variancia de uma
via (one-way ANOVA) seguida pelo teste de Tukey para comparacdes multiplas com
a utilizacdo do programa estatistico Prism 9.0. O nivel de significancia considerado
sera de 5% (p < 0,05).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 EFEITOS DA SEMAGLUTIDA SOBRE A FEBRE INDUZIDA POR LPS

Com a finalidade de investigar o efeito da SMG sobre a resposta febril, as doses
de 30 pg/kg, 100 pg/kg, 300 pg/kg (ip) foram administradas por via intraperitoneal (ip)
1 hora antes da injecdo de LPS (ip). Na Figura 1A, € possivel observar que 0os animais
do grupo controle positivo (Sal/LPS) tiveram um aumento significativo da temperatura
corporal em relacdo a temperatura basal, o que indica que houve febre apds inducao
por LPS.

Os grupos que receberam tratamento mostraram que a administracdo prévia
do medicamento resultou na inibicdo da febre induzida por LPS, em comparacédo ao
grupo controle nas trés doses do tratamento mencionadas. Assim, observa-se que a

inibicdo ocorreu de maneira dose-dependente e demonstrou um efeito antitérmico.
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Figura 1: Efeito da SMG sobre a febre induzida por LPS. A SMG foi administrada por via ip nas
doses de de 30 pg/kg, 100 ug/kg, 300 pg/kg, apods 1 hora foi administrado o LPS (n=4). Os animais do
grupo controle receberam salina (2,5 mL/kg). No gréfico A, esta demonstrada a mudanca na
temperatura corporal no transcorrer do tempo em horas. O tempo 0 (zero) indica a aplicacdo de SMG
i.p. e o tempo 1 (um) indica a aplicacdo de LPS. Os pontos indicam a média + EPM da temperatura

corporal dos animais. No grafico B, as barras indicam a area sob a curva durante todo o periodo
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observado. Os dados foram analisados por one-way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey. *p<0,05.

Na Figura 1B, a area sob a curva da temperatura dos ratos foi avaliada durante
as 6 horas de observacdo. Dessa maneira, demonstrou-se que o grupo SAL/LPS
apresentou aumento da temperatura corporal, enquanto o pré-tratamento com
diferentes doses de SMG né&o permitiu a evolugdo do quadro de febre. As taxas de
inibicdo foram 63,5%, 41,4% e 24,9%, para as doses de 300 pg/kg, 100 pg/kg, 30
Hg/kg de SMG, respectivamente.

6.2 EFEITO DO PRE-TRATAMENTO COM SMG SOBRE A PRODUCAO DE
ERO

Com o objetivo de avaliar o impacto da SMG na producdo de ERO no figado
durante a resposta febril, foi realizada a quantificagcdo da concentracdo de CM* nas
amostras de figado dos ratos. Os resultados indicaram uma concentracdo média de
380uM de CM® no grupo controle. Quando os grupos tratados com SMG foram
comparados ao controle, observou-se que o0 grupo que recebeu a dose de 300 pg/kg
de SMG antes da inducdo da febre apresentou uma inibicdo significativa de 39,13%
na producdo de CM'em comparac¢éo ao grupo controle.

No entanto, nos grupos que receberam doses de 30 pg/kg e 100 pug/kg de SMG,
nao foi observada uma diferenca significativa na concentracdo de CM* em relacdo ao
grupo controle. Isso indica que a administracdo de SMG nas doses de 30 e 100 pg/kg
nao foi suficientemente eficaz para reduzir a producdo de EROs associada a febre
induzida. Esses achados estao representados na Figura 2, que ilustra as diferencas
nas concentragdes de CM* entre 0S grupos experimentais.

Em 2003, Riedel e seus colaboradores realizaram um estudo que demonstrou
um aumento significativo na concentracéo de peroxidos plasmaticos durante a febre
induzida por LPS em coelhos. Esse aumento, no entanto, foi revertido com o
tratamento utilizando agentes antioxidantes, como o azul de metileno e o acido a-
lipbico. Em pesquisas anteriores, esse mesmo grupo de cientistas havia demonstrado
que, durante episodios febris, ocorre um aumento nos niveis de malonaldeido (MDA)
nos tecidos periféricos. Como o0 malonaldeido € um produto da peroxidacao lipidica,
esses resultados indicam que as membranas celulares podem ser danificadas pelas
espécies reativas de oxigénio (ERO) durante a febre (RIEDEL; MAULIK, 1999).
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Figura 2. Pré-tratamento com SMG e o efeito sobre a concentracdo de CM* no figado de ratos
febris. Concentracéo de CM" no figado de ratos. Os valores obtidos por média + EPM (n= 4 a 6 ratos).

Os dados foram analisados por one-way ANOVA.

Outro farmaco conhecido por sua acdo antioxidante, que também apresenta
efeito antipirético, € a N-acetilcisteina. Estudos mostraram que esse composto é capaz
de reduzir a febre induzida por LPS ou turpentina em ratos (WROTEK et al., 2011).
Corroborando esses achados, 0 n0osso grupo de pesquisa demonstrou que, durante a
resposta febril, hA um aumento na producdo de ERO no figado, TAM e hipotalamo de
ratos (GOMES et al., 2018).

Consistente com nossos achados experimentais, o estudo conduzido por Niu e
colaboradores em 2022 revelou que a SMG demonstrou eficacia na reducédo da
inflamacéo e da resposta ao estresse oxidativo em um modelo de NAFLD (doenca
hepatica gordurosa nao alcodlica) induzida por uma dieta hiperlipidica. O tratamento
com SMG foi capaz de inibir a regulacdo positiva de fatores pro-inflamatorios como
TNF- a, IL-6, IL-1mdaB e MDA. Embora a SMG tenha reduzido a inflamacgé&o hepatica,
ela ndo conseguiu normalizar completamente o quadro inflamatorio. Esse resultado
pode estar relacionado tanto a dosagem quanto ao momento da administracdo da

SMG no modelo experimental.
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Esse estudo também observou que a dieta hipercaldrica acelerou a resposta
ao estresse oxidativo, o que se refletiu no aumento da expressdo de MDA e na
reducdo da expressao de SOD. No entanto, esses efeitos foram revertidos com a
adicdo da SMG. Esses dados sugerem que a SMG pode melhorar a condicdo de
NAFLD por meio de mecanismos que envolvem a acgéo anti-inflamatoria e a inibicao
do estresse oxidativo (NIU et al., 2022).

O estudo da concentragcdo de ERO durante a antipirese pode revelar
importantes vias de sinalizagcéo, proporcionando um entendimento mais aprofundado
dos mecanismos envolvidos nesse processo. Durante o processo inflamatoério, os
radicais livres, que sdo gerados, desempenham um papel fundamental no inicio e na
progressao da reacao inflamatoria. Esses radicais podem ativar fatores de transcri¢céo
nucleares, como o NF-kB, que promovem a sintese de citocinas. Em resposta a
estimulos como danos teciduais, diversas fontes de EROs, incluindo mitocondrias,
xantina oxidase e neutrofilos, sdo ativadas. As EROs entdo ativam vias de sinalizacéo
como MAPKs e NF-kB, que estimulam a producdo de citocinas e desencadeiam a
resposta inflamatdria sistémica (CLOSA; FOLCH-PUY, 2004).

Entretanto, os resultados relacionados ao efeito da SMG no musculo
esquelético ndo demonstraram uma inibicao significativa na producéo de CMe-. Isso
sugere que, nas doses administradas, a SMG ndo exerce um efeito notavel no
combate ao estresse oxidativo associado ao processo febril induzido por LPS. (Figura
3) O gastrocnémio, sendo o maior musculo do membro posterior dos camundongos,
desempenha um papel crucial no sistema motor desses animais. Sua importancia ndo
se restringe apenas a locomocdo, mas também a sua funcdo como um tecido
metabolicamente ativo, o que o torna um modelo relevante para estudos de saude
muscular.

Devido aos achados que nao sugerem efeito protetor da SMG sobre 0 musculo
esquelético, torna-se pertinente aprofundar a analise de outros marcadores de
inflamacé&o neste tecido. Citocinas inflamatorias, como TNF-q, IL-6 e IL-1, poderiam
ser investigadas no gastrocnémio para avaliar melhor o impacto da SMG na
modulacdo da inflamacao e na manutencdo da funcdo muscular em condi¢cdes que
envolvem estresse oxidativo e inflamatério. A analise desses marcadores no
gastrocnémio pode fornecer informagdes adicionais sobre como a SMG contribui para

a preservacéo e melhora do tecido muscular, especialmente em contextos de doencgas
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metabdlicas, inflamacé&o crénica ou até mesmo no processo de febre.

Estudos mostraram que a SMG pode reduzir o peso corporal, aumentar a
massa muscular e melhorar a composicédo corporal em camundongos obesos. Foi
observado que o nimero e a area das mitocondrias aumentaram ap0s uma dieta rica
em gordura. No entanto, de maneira interessante, a adicdo de SMG reverteu essas

tendéncias nos indicadores mencionados (REN et al., 2022).
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Figura 3. Pré-tratamento com SMG e o efeito sobre a concentracdo de CM® no musculo
esquelético (gastrocnémio) de ratos febris. Concentracdo de CM no masculo de ratos. Os valores

obtidos por média + EPM (n= 4 a 7 ratos). Os dados foram analisados por one-way ANOVA.

As mitocbndrias sdo fundamentais na geracao de energia, e seu hiumero pode
impactar diretamente a fungdo muscular (FRONTERA WR, OCHALA J., 2015). Por
essa razao, acredita-se que a SMG possa melhorar a fungdo muscular. O muasculo
esquelético é composto por diferentes tipos de fibras, e a inflamagéo crénica pode
provocar uma mudanca no tipo de fibra predominante (SCHULER M. et al., 2006). Nos
estudos conduzidos por Ren et al. (2022), a marcacédo por fluorescéncia revelou um
aumento na proporc¢éo de fibras musculares do tipo I/ll no grupo alimentado com uma
dieta rica em gordura (HFD), indicando que a obesidade levou a uma reducdo nas
fibras musculares oxidativas e um aumento nas fibras glicoliticas, o que intensificou
os disturbios metabdlicos. Apés o tratamento com SMG, houve uma reversao nessa
proporcao de fibras musculares. Esses achados sugerem que a SMG pode reduzir o

estado inflamatoério, melhorar a resisténcia a insulina e promover uma melhor funcao
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muscular em camundongos obesos.

Evidéncias acumuladas indicam que os GLP-1RAs possuem efeitos anti-
inflamatorios e podem modificar a resisténcia a insulina (RAKIPOVSKI G, et al., 2018).
Pesquisas demonstram que a obesidade pode induzir niveis baixos, porém crénicos,
de inflamacéo, o que resulta na secrecao de fatores inflamatérios como TNF-q, IL-6 e
IL-18. Essas alteragbes secretoras estdo associadas ao desenvolvimento de
resisténcia a insulina, inibem a diferenciacdo das fibras musculares, alteram as vias
do metabolismo proteico, ativam o sistema de degradacdo de proteinas e,
eventualmente, contribuem para a degeneracdo muscular (FORSYTHE LK,
WALLACE JM, LIVINGSTONE MB., 2008; SCHARAGER MA. et al., 2006).
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7. CONCLUSAO

Conclui-se a partir dos resultados obtidos que a SMG possui potencial anti-
térmico, devido a inibicdo significativa da febre induzida por LPS no ratos com o pré-
tratamento do GLP-1RA mencionado. Também certifica o que estudos anteriores
haviam relatado sobre a relacdo com a producdo de ERO no figado e a inibicéo deste
com o tratamento farmacolégico com a SMG. Entretanto, a SMG nas doses de de 30
ug/kg, 100 pg/kg, 300 pg/kg, no periodo de 6h ndo diminui significativamente a
producdo de EROs no tecido muscular esquelético.

A SMG ¢é analogo de GLP-1 com potencial terapéutico em funcao de sua alta
seletividade em uma via de sinalizacdo envolvida em diversos processos celulares.
Por causa de seu efeito antipirético pode ser uma nova opc¢ao de tratamento para a
febre, pois age por uma via de sinalizacdo diferente dos farmacos ja utilizados, que
geralmente estdo envolvidos com a PGE2. Além disso, quando utilizada clinicamente
para o controle do DM2 ou obesidade, pode mascarar respostas infecciosas, por
modular a febre. Sendo assim, em nosso laboratdrio estdo sendo realizados outros
estudos com a SMG para determinar como este farmaco atua na resposta febril,
mediante analise de tecidos e de mediadores inflamatorios que estdo envolvidos na
febre.

Nossos dados contribuem para entender melhor como os efeitos decorrentes
do pré-tratamento da SMG podem regular a resposta febril e a sinalizacdo eferente
gue ocorrem em resposta a estimulos, como o LPS. No entanto, estudos
complementares sdo necessarios para avaliar outros marcadores inflamatérios no
figado e musculo esquelético, a fim de afirmar o potencial anti-inflamatério da SMG
nos tecidos supracitados, visto que ha possibilidade de observar mais alteracdes em

estudos de tratamento crbnico ou subcronico.
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