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RESUMO

ASSIS, Débora de Sousa Alves. Avaliacdo dos efeitos da inibicdo da
diacilglicerol quinase sobre a febre e neuroinflamacdo induzidas por LPS.
Brasilia, 2023. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de
Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2023.

A administracdo sistémica de lipopolissacarideo (LPS) induz uma série de
respostas controladas pelo encéfalo, entre elas a febre. A febre € o aumento da
temperatura corporal, que ocorre como uma resposta de defesa do organismo frente
a processos inflamatorios ou infecciosos. Apesar de ter natureza benéfica, febres
acima de 42°C exigem alta demanda metabdlica e estdo associadas a danos
encefalicos. Em estudo de andlise protedmica quantitativa realizada por nosso grupo,
verificou-se que durante a febre induzida por LPS em ratos, ocorre ativacdo de vias
inflamatorias e metabdlicas, com destaque para o aumento da abundancia da proteina
diacilglicerol quinase (DGK) no hipotalamo. A DGK pertence a uma familia de
proteinas quinases lipidicas responsaveis pela fosforilacdo do diacilglicerol,
convertendo-o em acido fosfatidico, o que modula o equilibrio entre esses dois lipidios
bioativos. Pouco se sabe sobre a participacdo da DGK na resposta febril gerada pelo
LPS e sé@o escassos 0s estudos in vivo de sua inibicdo farmacologica. Desta forma,
este trabalho teve como objetivo investigar os efeitos da inibicdo farmacoldgica da
DGK em um modelo de febre induzida por LPS em ratos. Ratos Wistar receberam
administracao intracerebroventricular do inibidor R59949 30 minutos antes da injecéo
intravenosa de LPS, com monitoramento da temperatura corporal por até 5 h. A
inibicdo da DGK atenuou 0 aumento da temperatura induzido pelo LPS, acompanhado
pela diminuicdo da producdo de PGE: hipotalamica. A expressédo dos genes AKT,
NFkB, IL-6 e TNFa no hipotalamo e os niveis circulantes de IL6, TNFa e espécies
reativas de oxigénio nao foram alterados pelo tratamento com o inibidor de DGK. Por
outro lado, verificou-se diminuicdo da concentracdo de hemoglobina nitrosilada, o que
indica reducdo da biodisponibilidade de NO no sangue total. Esses resultados
confirmam o envolvimento da DGK na febre induzida por LPS, com acdo especifica
na modulacdo da producéo hipotalamica de PGE2 e de NO periférico, sugerindo a
DGK como um potencial alvo molecular para o desenvolvimento de terapias
farmacoldgicas mais especificas e eficazes para o controle da febre.

Palavras-chave: quinases lipidicas, febre, DGK, R59949.



ABSTRACT

ASSIS, Debora de Sousa Alves. Evaluation of the effects of diacylglycerol
kinase inhibition on LPS-induced fever and neuroinflammation. Brasilia, 2023.
Dissertation (Master in Pharmaceutical Sciences) — Faculty of Health Sciences,
University of Brasilia, Brasilia, 2023.

Systemic administration of lipopolysaccharide (LPS) induces a series of
responses controlled by the brain, including fever. Fever is the increase in body
temperature, which occurs as a defense response of the body against inflammatory or
infectious processes. Despite having a beneficial nature, fevers above 42°C require
high metabolic demand and are associated with brain damage. In a study of
guantitative proteomic analysis carried out by our group, it was verified that during the
fever induced by LPS in rats, there is activation of inflammatory and metabolic
pathways, with emphasis on the increase in the abundance of protein diacylglycerol
kinase (DGK) in the hypothalamus. DGK belongs to a family of lipid protein kinases
responsible for diacylglycerol phosphorylation, converting it into phosphatidic acid,
which modulates the balance between these two bioactive lipids. Little is known about
the participation of DGK in the febrile response generated by LPS and in vivo studies
of its pharmacological inhibition are scarce. Thus, this work aimed to investigate the
effects of pharmacological inhibition of DGK in a model of fever induced by LPS in rats.
Wistar rats received intracerebroventricular administration of the R59949 inhibitor 30
minutes before the intravenous injection of LPS, with monitoring of body temperature
for up to 5 h. Inhibition of DGK attenuated the increase in temperature induced by LPS,
accompanied by a decrease in hypothalamic PGE:2 production. The expression of the
AKT, NFkB, IL-6 and TNFa genes in the hypothalamus and the circulating levels of
IL6, TNFa and reactive oxygen species were not altered by treatment with the DGK
inhibitor. On the other hand, there was a decrease in the concentration of nitrosylated
hemoglobin, which indicates a reduction in the bioavailability of NO in whole blood.
These results confirm the involvement of DGK in LPS-induced fever, with specific
action in modulating the hypothalamic production of PGE2 and peripheral NO,
suggesting DGK as a potential molecular target for the development of more specific
and effective pharmacological therapies for the control of fever.

Keywords: lipid kinases, fever, DGK, R59949.
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1. INTRODUCAO

A febre é o aumento da temperatura corporal, que ocorre em resposta a
processos inflamatorios ou infecciosos (ROTH; BLATTEIS, 2014; ZAMPRONIO;
SOARES; SOUZA, 2015). A principal regidao responsavel pelo controle da febre e da
termorregulacéo é a area pré-optica (POA) do hipotdlamo (MORRISON, 2016; ZHAO
et al., 2017). A elevacdo da temperatura corporal relacionada com a febre ocorre por
mecanismos multifatoriais, envolvendo a reducéo da perda de calor por meio de
vasoconstricdo periférica e diminuicdo da sudorese, assim como 0 aumento na
termogénese, associada ou ndo a tremores (EVANS; REPASKY; FISHER, 2015).

Dados obtidos por nosso grupo, por meio de andlise protedmica quantitativa,
demonstraram que, durante a febre induzida por lipopolissacarideo (LPS), ocorre
ativacao de vias inflamatorias classicas como a do acido araquidénico (AA) e do fator
de transcricao nuclear kappa B (NFkB), assim como de vias metabdlicas relacionadas
ao metabolismo de carboidratos, aminoacidos e glicerofosfolipidios, com destaque
para a diacilglicerol quinase (DGK) B e y, que apresentaram aumento na abundancia
de 2,13 e 4,63 vezes, respectivamente (FIRMINO et al., 2018).

A DGK pertence a uma familia de proteinas quinases lipidicas responsaveis
pela fosforilacdo do diacilglicerol (DAG), convertendo-o em acido fosfatidico (AF)
(GUO et al., 2018). Desta forma, a DGK regula o equilibrio entre dois segundos
mensageiros lipidicos, 0 DAG e o0 AF (SHIRAI; SAITO, 2014). Do ponto de vista clinico,
o controle das concentracdes de DAG e AF pelas diferentes isoformas de DGK tem
sido implicado na patogénese de varias doencas, tais como, cancer, hipertensao e
diabetes (SAKANE; MIZUNO; KOMENOI, 2016).

Assim, a investigacao sobre a contribuicdo da DGK e de seus efetores para a
regulacdo da febre e neuroinflamacdo possibilitara melhor entendimento dos
mecanismos envolvidos e a identificacdo de possiveis alvos moleculares para o
desenvolvimento de novas terapias farmacoldgicas capazes de controlar a resposta
febril.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. TERMORREGULACAO E FEBRE

O controle da temperatura corporal € um fator de grande importancia para
garantir a sobrevivéncia do organismo. A manuten¢éo da temperatura corporal é feita
por meio de mecanismos termorregulatorios que, responsaveis por equilibrar a
producao de calor com a perda de calor, mantém a temperatura interna do organismo
constante, com pequenas variacdes (CHILDS, 2018). A termorregulacéo € essencial
para a sobrevivéncia de mamiferos e é realizada, parcialmente, por neurdnios
sensiveis a temperatura presentes no hipotalamo (ZHAO et al., 2017).

A POA é a principal regido do hipotalamo responsavel pela regulacdo da
temperatura corporal, e possui neurbnios termossensiveis capazes de detectar
mudancas locais de temperatura por meio do fluxo sanguineo e ativar respostas
termorreguladoras especificas para manutencdo de uma temperatura constante
(BARTFAI; CONTI, 2010). Estudos apontam que a POA, por meio de entradas
aferentes de termorreceptores na pele, visceras e medula espinhal, detecta alteracdes
de temperatura periférica, além de alteracdes locais de temperatura. Essas mudancas
na temperatura ativam sinais por meio de uma via neural descendente na POA que
controlam os érgédos efetores térmicos como 0s vasos sanguineos, o tecido adiposo
marrom (TAM) e o musculo esquelético (TAN; KNIGHT, 2018; ZHAO et al., 2017).

Os mecanismos termoefetores de defesa contra o frio visam reduzir a perda de
calor por meio da vasoconstricdo cutanea, piloerecdo, termogénese no musculo
esquelético (tremores) e no tecido adiposo marrom. J4 os mecanismos de defesa
contra o calor incluem o comportamento termorregulador para aumentar a perda de
calor, como a vasodilatacdo cutanea e resfriamento evaporativo (sudorese)
(MORRISON, 2016). Em humanos, a temperatura corporal central € mantida em torno
de 37°C, mas certas condi¢des sdo capazes de altera-la como o ciclo de sono/vigilia,
o ciclo menstrual, a dieta alimentar, o estresse fisico e quimico, além de insultos
imunoldgicos, como as infec¢des e inflamacdes (OKA, 2018; ZAMPRONIO; SOARES;
SOUZA, 2015).

Uma consequéncia do processo de inflamacdo ou infeccdo é a febre
(BLOMQVIST; ENGBLOM, 2018). A febre € uma condicdo fisiolégica que se

caracteriza por um aumento regulado da temperatura corporal acima de sua faixa
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circadiana normal (ROTH; BLATTEIS, 2014), e ocorre por meio de mecanismos que
tanto aumentam a producéo de calor quanto diminuem a perda de calor (MEIER; LEE,
2017). Por meio de mecanismos termorreguladores, neurénios hipotalamicos buscam
manter a temperatura em um ponto de equilibrio e durante a febre esse ponto de
equilibrio é reajustado a valores acima dos anteriormente estabelecidos. Com isso,
neurdnios especificos serdo ativados para que se inicie a producéo e conservacao de
calor, a fim de alcancar o novo ponto de equilibrio (CHILDS, 2018; MEIER; LEE, 2017).

A febre é uma reacéo fisiologica favoravel ao organismo para combater a
infeccdo e inflamacéo, uma vez que a resposta imunoldgica se torna mais eficaz,
aumentando a estimulacédo de processos inflamatorios e fatores de protecédo celular,
como migracgdo de neutrdéfilos e linfacitos, fagocitose, atividade de células dendriticas
e producdo de anticorpos (GARAMI; STEINER; ROMANOVSKY, 2018). Mas em
diversas situacdes a febre pode se tornar prejudicial ao organismo por apresentar alta
demanda metabdlica, aumento do consumo de oxigénio, citotoxicidade por
desnaturacdo de proteinas e prejuizo na sintese de DNA, podendo gerar efeitos
neuroldgicos criticos como delirio, convulsdes e dano cerebral (DRUML, 2019;
TANSEY; JOHNSON, 2015). Relatos indicam que em temperaturas acima de 40 °C
ha aumento da mortalidade em casos de infeccdo, o que sugere que os efeitos

benéficos da febre sdo suprimidos pelos deletérios (WALTER et al., 2016).

2.1.1. Pir6bgenos classicos e modelo de febre experimental

Pirdbgenos sédo substancias com capacidade de induzir a febre e podem ser
diferenciados em pirdgenos endégenos, produzidos pelo organismo como as citocinas
e eicosanoides, e pirbgenos exdgenos que podem ser 0S microrganismos e seus
subprodutos, antigenos e drogas (ROTH; BLATTEIS, 2014; WALTER et al., 2016). Os
pirbgenos enddégenos podem ser produzidos e liberados apds o reconhecimento do
sistema imunolégico a um pirégeno exégeno (GARAMI; STEINER; ROMANOVSKY,
2018).

O principal pir6geno utilizado no modelo de febre experimental € o LPS,
componente da membrana externa da parede celular de bactérias Gram-negativas
(RUMMEL, 2016; SOARES et al., 2017). A administragdo intravenosa de LPS causa
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febre ou hipotermia em animais a depender da temperatura ambiente e da dose
administrada (GARAMI; STEINER; ROMANOVSKY, 2018).

A deteccdo imune da infecgdo comeca com a ligacao de padrdes moleculares
associados a patogenos (PAMP), como neste caso o LPS, a receptores de
reconhecimento de patdégenos, como os toll-like receptors (TLR), encontrados em
células imunoldgicas circulantes ou residentes (EVANS; REPASKY; FISHER, 2015;
HARDEN et al., 2015). A ativacado dos TLR pode gerar cascatas de transducéo de
sinal por meio do NFkB, estimulando a sintese de citocinas, como a interleucina-13
(IL-1B), interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNFa), quimiocinas,
moléculas de adeséo, e as formas induziveis de algumas enzimas inflamatorias, por
exemplo, 6xido nitrico sintase induzivel (INOS) e ciclooxigenase-2 (COX-2) (BARTFAI;
CONTI, 2010; ROTH; BLATTEIS, 2014).

Apbs estimulagdo com LPS, a primeira citocina pirogénica a ser detectada na
corrente sanguinea € TNFa, seguido de um sutil aumento de IL-13 e um aumento
prolongado de IL-6 (ROTH; BLATTEIS, 2014). Essas citocinas sdo transportadas pelo
sangue ao encontro de receptores especificos nas células endoteliais de regides
proximas ao hipotalamo. Com essa estimulacao, ocorre a induc¢édo da enzima COX-2,
enzima responsavel pela oxidacdo do AA, presente na membrana plasmética, em
prostaglandina E2 (PGE-2), que é liberada no encéfalo e pode acessar a POA, para
gerar a resposta febril (EVANS; REPASKY; FISHER, 2015).

A PGE:2 atua em receptores EP3 presentes nos neurbnios termorregulatérios
da POA para provocar elevacéo da temperatura corporal, diminuindo a taxa de disparo
dos neurénios sensiveis ao calor, 0 que resulta em aumento da temperatura corporal
e consequente geracao da febre. Assim, a PGE-2, ao ativar receptores EP3 na POA, é
considerada o mediador final da febre (Fig. 1) (BLOMQVIST; ENGBLOM, 2018;
WALTER et al., 2016).
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Figura 1: Desenvolvimento da resposta febril induzida por LPS. A ativacéo de receptores TLR nas
células imunes pelo LPS geram liberagdo de citocinas pré-inflamatdrias na corrente sanguinea capazes
de aumentar a expressao de COX-2 endotelial na POA, resultando em aumento dos niveis de PGE:. O
reconhecimento da PGE: pelos receptores EP3 nos neurbnios termorregulatérios hipotalamicos
desencadeia a febre. Adaptado de: EVANS, REPASKY e FISHER, 2015.

A PGE: € sintetizada a partir do AA liberado dos fosfolipidios de membrana por
meio da acao da fosfolipase Az (PLA2). Em seguida, o AA é oxigenado pela COX para
formar prostaglandina Hz (PGHz2), que é entdo convertida em PGE: via PGE: sintases
terminais (PGES) (CHENG et al.,, 2021; ROTH; BLATTEIS, 2014). Novos estudos
apontam uma via alternativa para a producdo de AA, que ocorre a partir do
endocanabindide 2-araquidonoilglicerol (2-AG) que, ao ser hidrolisado pela
monoacilglicerol lipase (MGL), gera AA e glicerol (KITA et al., 2015). A PGE:2 exerce
seus efeitos bioldgicos ligando-se em quatro receptores diferentes, EP1-EP4,
localizados na membrana plasmatica, expressos abundantemente no sistema nervoso
central (CHENG et al., 2021; SAPER; ROMANOVSKY; SCAMMELL, 2012).

O receptor EP3 é tido como o principal tipo responsavel pela febre, uma vez

gue camundongos nocautes para EP3, diferentemente dos nocautes para EP1, EP2
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e EP4, ndo foram capazes de desenvolver febre em resposta a administracdo de
PGE2, IL-1B ou LPS (USHIKUBI et al., 1998). Os receptores EP3 sdo acoplados a
proteinas G inibitérias, entdo sua transducado de sinal resulta na inibicdo da enzima
adenilato ciclase e, consequentemente, em niveis reduzidos de adenosina 3'5'-
monofosfato ciclico (cAMP) (CHENG et al, 2021; GARAMI; STEINER;
ROMANOVSKY, 2018; SAPER; ROMANOVSKY; SCAMMELL, 2012).

Estudo recente sugere que os neurdnios da POA que expressam receptores
EP3 (POAEP3R) controlam bidirecionalmente a temperatura corporal por meio de
uma sinalizacdo gabaérgica tbnica (NAKAMURA et al., 2022). Estes neurdnios
gabaérgicos, em condi¢des fisiolégicas normais, sdo sensiveis ao calor e inibem
neurdnios proximos que conduzem as respostas de defesa contra o frio, suprimindo a
termogénese do TAM e a vasoconstricdo da pele (ZHAO et al., 2017). Nakamura e
colaboradores verificaram que os neurénios POAEP3R sdo ativados em resposta a
temperatura ambiente elevada, mas inibidos pela PGE2. A estimulagéo
quimiogenética dos neurénios POAEP3R expostos a temperatura ambiente reduziu a
temperatura corporal por aumentar a dissipagédo de calor, enquanto a inibicdo deles
pela PGE2 provocou febre envolvendo a termogénese do TAM (NAKAMURA et al.,
2022).

A ligacdo de PGE:z nos receptores EP3 reduz a sinalizacdo de neurbnios
gabaérgicos, desinibindo assim a ativacdo simpética da vasoconstricdo da pele e
termogénese do TAM, levando ao desenvolvimento da febre (GARAMI; STEINER;
ROMANOVSKY, 2018; NAKAMURA et al, 2022; SAPER; ROMANOVSKY;
SCAMMELL, 2012).

2.1.2. Espécies Reativas de Oxigénio

As espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo um grupo de moléculas reativas
derivadas da reducdo de um ou dois elétrons do oxigénio molecular (CHENG et al.,
2018; KIM et al., 2015). O oxigénio é suscetivel a formacédo de radicais devido a dois
elétrons desemparelhados presentes na camada externa de elétrons (KIM et al.,
2015). Por esse motivo, as ERO s&o moléculas instaveis e de meia vida curta, da
ordem de milissegundos, que reagem rapidamente com outras moléculas a fim de

emparelhar seus elétrons (DROUGARD et al., 2015). As ERO intracelulares existem
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principalmente em trés formas: anion superoxido (O2"), peroxido de hidrogénio (H202)
e radicais hidroxila (OH") (BIGARELLA; LIANG; GHAFFARI, 2014) (Fig. 2).

0:0 Q0 0:0:

Oxigénio (0:) Anion Superdxido (0 Perdxido (*0:72)

j4 OO = O = 0 H_

Peréxido de Hidrogénio (H:0:) Radical Hidroxila (*OH) ion Hidroxila (eOH")

Figura 2: Reducé&o do oxigénio molecular e formacdo de ERO. A reducdo consecutiva de oxigénio
causa a formacédo de uma variedade de ERO, que incluem superoéxido (Oz™), radical hidroxila (OH"), ion
hidroxila (OH") e perdxido de hidrogénio (H202). O ponto vermelho indica um elétron desemparelhado.
Adaptado de: KIM et al., 2015.

A producéo de ERO é controlada por sistemas antioxidantes endégenos, uma
vez que sdo essenciais em diversas vias de sinalizacdo, participam da defesa do
sistema imune contra patdgenos e modulam atividades celulares como a expresséo
génica, proliferacdo e sobrevivéncia celular (KIM et al., 2015). Porém, quando ha um
desequilibrio entre os sistemas oxidantes e antioxidantes, o excesso de ERO gera o
estresse oxidativo, condicdo prejudicial ao organismo, jA associada a diversas
patologias como diabetes, cancer, inflamac&o, obesidade e neurodegeneracao
(DROUGARD et al., 2015; NAIK; DIXIT, 2011; TAFANI et al., 2016). Para neutralizar
iss0, a célula conta com alguns sistemas antioxidantes, o que auxilia na prevencédo do
acumulo de ERO e na reparacao de danos oxidativos nos componentes celulares.
Séo eles: superoxido dismutase, catalase, peroxirredoxinas, tiorredoxina, glutationa
peroxidase, glutationa redutase e xantina oxidase (BIGARELLA; LIANG; GHAFFARI,
2014).

Por se tratar de moléculas altamente reativas e devido aos mecanismos
oxidantes do organismo, as concentra¢des de ERO in vivo sdo baixissimas, da ordem
de pico ou nanomolar. Dessa forma, para a quantificacdo de ERO em sistemas

bioldgicos, sdo utilizados marcadores de spin, que reagem com as ERO formando
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compostos estaveis, que emitem sinal de detec¢ao pelo equipamento de ressonancia
paramagnética eletrénica (RPE) (DIKALOV; HARRISON, 2014).

As ERO também podem incluir compostos contendo nitrogénio ou espécies
reativas de nitrogénio (ERN), como o6xido nitrico (NO), anion nitroxil (NO7) e
peroxinitrito (ONOO™) (TAFANI et al., 2016). As ERO estdo envolvidas em diversos
processos, como ha inflamacao, crescimento e sobrevivéncia celular, mecanismos de
defesa, expressao génica e apoptose (KIM et al., 2015). Ha evidéncias de que as ERO
podem atuar como sinalizadoras para ativar a producao de citocinas proé-inflamatérias,
favorecendo o processo inflamatério (KABAT; PEARCE, 2017). Diferentes estimulos
podem levar a formacédo de ERO, como TNF-a, IL-1[3, hipdxia e irradiacdo (ZHANG et
al., 2016). Em contrapartida, as ERO mitocondriais influenciam a transcricdo de
citocinas inflamatoérias como a IL-6 e TNFa e IL-18 (NAIK; DIXIT, 2011). Nosso grupo
demonstrou que durante a febre induzida por LPS hd aumento de ERO no hipotalamo,
tecido adiposo marrom e figado de ratos, sugerindo papel inflamatoério associado ao
estresse oxidativo (GOMES et al., 2018).

2.1.3. Oxido Nitrico

O NO é um gas de meia vida curta, capaz de se difundir amplamente nas
células, que possui um elétron desemparelhado, o que possibilita inGmeras interacées
com diferentes moléculas (DROUGARD et al., 2015). Sua sintese ocorre a partir do
catabolismo da L-arginina através da atividade da enzima NO sintase (NOS)
resultando na formacdo de L-citrulina e NO (Fig. 3) (ROTH; BLATTEIS, 2014,
STEINER; BRANCO, 2001). Trés isoformas de NOS foram identificadas, as isoformas
endotelial (eNOS) e neuronal (nNOS) s&o constitutivamente expressas nos tecidos,
enquanto a iINOS geralmente ndo € expressa em condicbes basais, mas pode ser
superexpressa mediante estimulos (STEINER; BRANCO, 2001). A NOS pode ser
ativada transcricionalmente por meio da via PI3BK/AKT/NFkB e, sua forma induzida,
principalmente pelo LPS e citocinas, como IFN-a, IL-13, IL-6 e TNF-a (JIANG et al.,
2016).
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Figura 3: Esquematiza¢do do processo de formacgéo do 6xido nitrico por meio da converséo de

L-arginina em L-citrulina. Fonte: prépria autora.

O NO é essencial em varios processos bioldgicos como a vasodilatacéo,
inibicdo da agregacdo plaquetaria e modulacdo da neurotransmissdo (BRANCO;
SORIANO; STEINER, 2014; STEINER et al., 2002). Além desses eventos, o0 NO
também esta envolvido em processos fisiopatoldgicos como a termorregulacéo, febre
e neuroinflamacgéao (LJUBISAVLJEVIC; STOJANOVIC, 2015; STEINER; BRANCO,
2001). O NO tem fungbes particulares na inflamacéo, provocando vasodilatacao,
adesdao leucocitaria e aumento na permeabilidade celular, favorecendo o processo
inflamatario (LIY et al., 2021). E relatado que o NO participa da resposta febril atuando
tanto em locais periféricos quanto centrais, comportando-se como um regulador da
febre a depender do estimulo (BRANCO; SORIANO; STEINER, 2014; STEINER;
BRANCO, 2001). O aumento da temperatura de forma regulada, como na febre, esta
associado ao aumento da disponibilidade de NO periférico, o qual esta envolvido na
ativacdo da termogénese do TAM e na dilatacdo da vasculatura da pele (BRANCO;
SORIANO; STEINER, 2014).

Os principais impactos fisiopatolégicos do NO ocorrem ap0s sua rea¢cdo com o
anion superdéxido resultando em peroxinitrito, uma ERN altamente reativa e instavel,
capaz de afetar a funcdo enzimatica por oxidacao ou nitracdo, induz dano celular por
peroxidacao lipidica e ataca enzimas mitocondriais levando a disfungcéo mitocondrial
(STEVEN et al., 2017; TAFANI et al., 2016).
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O NO pertence a familia das ERN, mas por ser um gas derivado tanto de
nitrogénio quanto de oxigénio, também pode ser associado as ERO (DROUGARD et
al., 2015).

2.1.4. Via de sinalizacdo PI3K/AKT/NFkB

A resposta inflamatéria e a febre ocorrem por meio de uma ativacdo
coordenada de varias vias de sinalizacdo que regulam a expresséo e liberacdo de
mediadores inflamatérios (NEWTON; DIXIT, 2012). A sinalizacédo de PI3K/AKT € uma
via de sinalizacdo importante na regulacao de fungdes celulares essenciais. A PI3K é
uma proteina ligada & membrana que, quando ativada, fosforila o fosfatidilinositol 4,5-
bifosfato (PIP2) em fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato (PIP3). Essa conversao ativa a
proteina quinase B (AKT) que, fosforilada, participa de diversos processos celulares
(MIRICESCU et al., 2021). A AKT ativada medeia a regulacéo do crescimento celular,
proliferacdo, ciclo celular e glicometabolismo, fosforilando muitas proteinas como
Caspase-9, proteina alvo da rapamicina em mamiferos (MTOR) e fatores de
transcricdo, como o NFkB (XU et al., 2020). Ha uma proteina reguladora desta via, a
PTEN, uma fosfatase que desfosforila PIP3s em PIP2, fazendo o inverso da PI3K,
resultando na ndo ativacdo de AKT (MIRICESCU et al., 2021). Na inflamacéo, o
acumulo de ERO contribui para a fosforilacdo de AKT (CAl et al., 2022), ativacao de
NFkB e inativacdo da PTEN (ZHANG et al., 2016), podendo sugerir que a presenca
de ERO atua de forma sinérgica com a via de sinalizacdo PISK/AKT/NFkB.

O NFkB, um dos fatores de transcricdo ativados na vida PI3K/AKT, esta
envolvido em alguns processos celulares, como em respostas imunes e inflamatorias,
na adesdao, proliferacdo, e diferenciacdo celular, além da apoptose e oncogénese
(FAN; MAO; YANG, 2013; MINCHEVA-TASHEVA; SOLER, 2013). Isso ocorre porgque
a ativagao de NFkB é realizada por diversos fatores, como infec¢bes (LPS), citocinas
inflamatdrias (TNFa, IL-1B), estresses fisicos, fisiolégicos e oxidativos (ERO)
(NAPETSCHNIG; WU, 2013; OECKINGHAUS; HAYDEN; GHOSH, 2011). A ativacao
de NFkB resulta na maior producdo dos principais elementos inflamatérios, como
TNFa, IL-6, IL-1, IL-8, 0 que sugere um mecanismo de feedback positivo nesta via
(FAN; MAO; YANG, 2013).
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2.2. GLICEROFOSFOLIPIDIOS

Recentemente, Firmino e colaboradores (2018) demonstraram, por meio de
andlise protedmica do tecido hipotalamico, modificagbes nas vias inflamatorias e
metabdlicas associadas a resposta febril induzida por LPS ou por PGE2. Ambos os
estimulos favoreceram ativacdo de vias inflamatorias classicas como a do AA e do
NFkB, assim como de vias metabdlicas relacionadas ao metabolismo de carboidratos,
aminoacidos e glicerofosfolipidios (FIRMINO et al., 2018).

Os fosfolipidios sdo formadores de membrana que participam da manutencgéo
da homeostase por meio de regulacdo de diversos processos bioldgicos como
proliferacéo celular, biossintese de lipidios, resposta imune, inflamacéo e apoptose
(BOLDYREVA et al., 2021; ZENG et al., 2017). Alteracdes no metabolismo lipidico sao
associadas a algumas doengas como diabetes, obesidade, cancer e Alzheimer (ZENG
et al., 2017). Os glicerofosfolipidios sdo os principais fosfolipidios que integram as
membranas biologicas, e estdo intimamente relacionados a inflamacédo e febre
(HISHIKAWA et al., 2014; VALENTINE et al., 2022; XIE et al., 2022). Evidéncias
indicam que ocorre desregulacdo dos niveis de glicerofosfolipidios na inflamacéo
(BOLDYREVA et al., 2021) e na febre, com consequente alteracéo dos niveis de AA,
COX-2 e PGE2 (XIE et al., 2022).

Os glicerofosfolipidios sao regulados por enzimas metabolizadoras de lipidios,
como fosfolipases e lipidio quinases (GU et al., 2019; HISHIKAWA et al., 2014). Apés
acdo dessas enzimas ha producdo de mediadores lipidicos ou segundos
mensageiros, como o0 AA, inositol trifosfato (IPs), DAG, AF e lisofosfatidico, que
conduzem a diversas vias de sinalizacao celular (HUANG; FRETER, 2015; IGLESIAS
GONZALEZ et al., 2019). As vias de sinalizacdo de citocinas inflamatérias podem
induzir enzimas que regulam o metabolismo lipidico (HUANG; FRETER, 2015).

No estudo de Firmino e colaboradores (2018), durante a febre induzida por
LPS, grande quantidade das proteinas envolvidas no metabolismo de
glicerofosfolipidios foi regulada positivamente. Dentre as proteinas diferencialmente
abundantes nesta via destacam-se a DGKB e DGKy, que apresentaram maior
abundancia durante a febre induzida por LPS (FIRMINO et al., 2018).
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2.2.1. Diacilglicerol Quinase

Estimulos externos desencadeiam a hidrélise de PIP2, um glicerofosfolipidio
presente na membrana, por meio da ativacdo da fosfolipase C (PLC), com
subsequente geracdo de dois segundos mensageiros, DAG e IP3 e diminuigdo dos
niveis de PIP2 (BLUNSOM; COCKCROFT, 2020; GOTO; FUNAYAMA; KONDO,
1994).

A DGK é uma proteina quinase lipidica responséavel pela fosforilacdo de DAG,
convertendo-o em AF (AVILA-FLORES et al., 2005; BLITTERSWIJK; HOUSSA,
2000). Ou seja, a reacdo da DGK modula o equilibrio entre dois lipidios bioativos,
atenuando a sinalizacdo de DAG e intensificando a sinalizacdo de AF (AKIMOTO et
al., 2020; GUO et al., 2018). Sendo a principal reguladora dos niveis de DAG e AF, a
DGK se tornou um promissor alvo de estudos, ja que a falta de equilibrio entre esses
dois lipidios esta sendo associada a diversas doencas relacionadas a proliferacéo,
migracado e crescimento celular mediada por citocinas ou fatores de crescimento e
metabolismo da glicose (FAZIO et al., 2020; MERIDA et al., 2019).



24

Bicamada lipidica

RARARARARARRARAARRARRAARARARAR
8%88888888888\&888888888888%8%

PLC

*» DG >
\ DGK
PIP2 ®

IP3?®

DGK :
Hz-(f—o C— RI H;‘i‘og—
C-0-C— R2 £ ¥ : ?-0-3—“*’
| ADENOSNA
HzC —OH | HzC 260
| e o=r-0
0=P=-0 =p= ;
/"6"\ "'-é'." -
o=p-0 =r-0
('6\> 6
DIACILGLICEROL (DG) £ a ACIDO FOSFATIDICO (AF)
|
o

Figura 4: Via de sinalizacéo lipidica e funcédo da DGK. Ap0s estimulo, PIP2, um lipidio de membrana,
por meio da PLC é hidrolisado em IP3 e DAG. O papel da DGK determina a sinalizagao de DAG, uma
vez que catalisa a fosforilacdo de DAG para produzir AF, utilizando o ATP como doador de fosfato.
Adaptado de: (MERIDA; AVILA-FLORES; MERINO, 2008; NAKANO, 2015).

A DGK foi identificada na maioria dos organismos estudados, mas sua
expressdo em mamiferos é mais bem caracterizada (SHULGA; TOPHAM; EPAND,
2011). Em mamiferos foram identificadas e caracterizadas 10 isoformas da enzima
DGK (a—k), divididas em 5 grupos diferentes (tipos I-V) de acordo com a estrutura
primaria, especificidade do substrato e distribuicdo tecidual (MERIDA; AVILA-
FLORES; MERINO, 2008; ZHU et al., 2016). Os diferentes subtipos de DGK exibem
diferentes distribui¢Bes teciduais, padrées de expresséo e fungdes bioldgicas (GU et
al., 2019). Todas as 10 isoformas de DGK de mamifero compartilham em sua estrutura
um dominio catalitico conservado e dois dominios de tipo | conservados de proteina
quinase C (PKC), mas apenas as DGK tipo | tém sua atividade dependente de Ca?*
(Fig. 5) (MERIDA; GRAZIANI; SAKANE, 2017; SIM; KIM; YANG, 2020).
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Figura 5: Classificacdo, estrutura primaria e distribuicdo tecidual dos subtipos de DGK. Sao 10

as isoformas de DGK distribuidas em 5 tipos diferentes, com base em sua estrutura, especificidade e
distribuicao tecidual. PA: acido fosfatidico. Fonte: (BARBER; RABEN, 2019; MASSART; ZIERATH,

2019)

A DGK é uma proteina altamente expressa na maioria dos tecidos, tornando

possivel que, em um mesmo tipo celular, se encontrem diferentes isoformas da DGK
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(SHULGA; TOPHAM; EPAND, 2011). A DGKYy, juntamente com a DGKa e DGK},
compdem o tipo | e estdo presentes de forma abundante no sistema nervoso central
(SNC), diferindo em sua localizag&o tecidual e celular (BLITTERSWIJK; HOUSSA,
2000).

A DGKJ é menos abundante quando comparada as outras isoformas de DGK,
mas com prevaléncia apenas no SNC, principalmente no cértex cerebral e hipocampo
(SHIRAI et al.,, 2010; SHULGA; TOPHAM; EPAND, 2011). Esta envolvida em
processos de espinogénese e inducdo de neurites mediadas pelo aumento na
producdo de AF (KANO et al., 2014; NAKAI et al., 2020; SHIRAI et al., 2010). Quanto
a sua localizacao, dados sugerem que esta expressa especificamente em neurdnios
(NAKAI et al., 2020; SHIRAI; SAITO, 2014), entretanto, ha relatos de sua presenca na
micréglia (UEYAMA et al., 2004).

Diferentemente da DGK[3, a DGKYy esta associada ao sistema imune, uma vez
que sua expressao € aumentada em células endoteliais apds estimulacdo com IL-1f3
(NAKANO et al., 2012), e por regular negativamente a diferenciacdo de macrofagos
(YAMADA et al.,, 2003). Pouco se sabe da sua participacdo no SNC, além da
localizacao principalmente em Células de Purkinje (ADACHI et al., 2005; TSUMAGARI
et al., 2020). O estudo da localizacdo das diferentes isoformas de DGK é complexo,
uma vez que condicdes patoldgicas sdo capazes de alterar a expressado tecidual
dessa enzima (SHULGA; TOPHAM; EPAND, 2011).

Evidéncias indicam que a atividade exercida pelas enzimas DGK sobre a
conversdo de DAG em AF parece ser um alvo promissor para o tratamento de diversas
doencas humanas. Tanto o DAG quanto o AF sdo componentes estruturais de
membranas celulares, mas além desse papel estrutural, esses dois lipideos atuam
como segundos mensageiros, com acdes de sinalizacdo e comunicagéo celulares,
tais como ativacdo de PKC e producdo de mediadores inflamatérios (MERIDA et al.,
2019). Além disso, hd aumento nos niveis de DAG e AF em resposta a estimulos
inflamatorios (MAHAJAN; MELLINS; FACCIO, 2020).

Como uma das agfes do DAG é ativar a PKC, o controle da conversao entre
DAG e AF pela DKG também regula a ativacdo da PKC, pois reduzindo o nivel de
DAG, a DGK inibe indiretamente a atividade da PKC (MERIDA et al., 2019). Esse dado
merece destaque, uma vez que a inibicdo farmacoldgica da PKC inibe a resposta
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febril, a producéo de citocinas pro-inflamatorias induzida por LPS e diminui a formacéo
de ERO (KOZAK et al., 2017; UEYAMA et al., 2004). Ainda, o0 aumento nos niveis de
DGK, além da diminuicdo dos niveis de PKC, apresentou efeitos anti-histaminicos em
camundongos (GANESH et al., 2018).

Para investigar o papel da DGK na febre e neuroinflamacéo, também se faz
necessario avaliar a participacdo do seu produto, o AF, nessas condi¢cbes. Em
mamiferos, AF regula a apoptose e proliferacdo celular, principalmente por meio da
via de sinalizacdo da mTOR (BOLDYREVA et al.,, 2021). Dados da literatura
demonstram que, apés estimulo com LPS, ha aumento nas concentracdes de AF, com
consequente aumento na liberacédo de citocinas e ativacdo de macrofagos (MORITA,;
UEDA,; KITAGAWA, 2009; OKADA et al., 2012). Ainda, relata-se que o AF patrticipa
da ativacdo da NADH oxidase, enzima envolvida na producdo de ERO, por
mecanismos semelhantes a ativacao feita pelo AA nesta mesma enzima (BALDANZI;
MALERBA, 2019; PALICZ et al, 2001). Além destas funcdes, o AF é um
glicerofosfolipidio que age como precursor na sintese de outros fosfolipidios, como
fosfatidilinositol e acido lisofosfatidico, este envolvido na secre¢édo de citocinas pro-
inflamatorias e producédo de NO e PGE2 (BOLDYREVA et al., 2021; VALENTINE et
al., 2022).

Entretanto, dados sobre o AF sdo conflitantes, uma vez que foi identificado que
um de seus metabdlitos atenua a dor neuropatica e neuroinflamacéo induzida por
LPS, por diminuir a produgéo de PGE2 (SHIBAIKE et al., 2019). Ademais, a conversao
do DAG em AF representa o inicio do ciclo de ressintese do fosfatidilinositol, em que
PIP2 é reabastecido e toda a sinalizacdo de DAG reiniciada (Fig. 6) (FAZIO et al.,
2020; SAKANE et al., 2021).
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Figura 6: Esquemarepresentativo daressintese de PI. A ressintese de Pl ocorre apds a estimulagéo
da PLC, que degrada PIPz em IP3 e DAG. O AF produzido pela DGK apds aumento nos niveis de DAG
participa do ciclo do PI, por meio de enzimas especificas, no reticulo endoplasméatico. O PI produzido
¢é transferido para a membrana plasmatica para fosforilagdo em PIP2. PI: fosfatidilinositol; Pl14P: PI 4-
fosfato; Pl (4,5) P2: fosfatidilinositol (4,5) bisfosfato; PLC: fosfolipase C; IPs: inositol (1,4,5) trifosfato;
DG: diacilglicerol; PA: acido fosfatidico; PITPs: proteinas de transferéncia de fosfatidilinositol; CDS:
CDP-DG sintase; CDP-DG: CDP-diacilglicerol; PIS: PI sintase. Adaptado de: (BLUNSOM,;
COCKCROFT, 2020).

AlteracGes no equilibrio entre os niveis intracelulares de DAG e AF podem
resultar em diferentes efeitos. Por exemplo, a inibi¢cdo farmacol6gica da DGK ocasiona
acumulo de DAG disponivel para participar da sintese de 2-AG (MERIDA; GRAZIANI;
SAKANE, 2017). Associado a este dado, foi relatado recentemente que a inibicdo da
DGK potencializou a atividade do receptor de potencial transitério vaniloide tipo 1
(TRPV1), por meio da fosforilagdo causada por PKC (LIU; YUDIN; ROHACS, 2020).
Este receptor, além de ser ativado por endocanabinoides (DE PETROCELLIS et al.,
2000), participa da modulac&o da dor e inflamacdo (BARRIERE et al., 2020; HOLZER,

2011), e esté envolvido na sensacgédo térmica inflamatoria (PABBIDI et al., 2008).

Alguns estudos correlacionam a atividade de DGK com processos
inflamatorios. Em células do sistema imune, um subtipo especifico de DGK, a DGK{,
limita a ativacéo e resposta das células T (ARRANZ-NICOLAS; MERIDA, 2020) e a

estimulacdo dessas células com LPS ou interleucina-2 (IL-2) aumenta a expressao de
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DGKe (YAMAMOTO et al., 2014). Ja é descrito que a IL-2 induz a producao de AF por
ativar a DGK em células de mielina de ratos (CHAKRABORTY et al., 2003; FLORES
et al., 1999). Além disso, outras citocinas inflamatdrias também estédo relacionadas
com o aumento da DGK. A estimulagcéo com IL-1p3 foi capaz de aumentar a expressao
de DGKy em células endoteliais vasculares (NAKANO et al., 2012). Em concordancia,
Chen e colaboradores relataram que a estimulagao por LPS, TNFa e IL-13 em células
tumorais aumentou os niveis de DGKa, com consequente aumento da ativagao da via
AKT/NFKB (CHEN et al., 2019).

Estudos de delecdo genética da DGK confirmam esse envolvimento
inflamatoério. Recentemente foi identificado que a deficiéncia de DGKC{ resulta em
producdo reduzida de TNFa, IL-6 e IL-1B3, além de diminuicdo da fosforilagdo de
STAT1 e STATS3, importantes fatores de transcricdo associados a inflamacao
(MAHAJAN; MELLINS; FACCIO, 2020), além de atenuar a fagocitose de bactérias
induzida por LPS (OKADA et al., 2012). Além disso, a delecdo de DGKa inibiu
consideravelmente a atividade de NFkB (YANAGISAWA et al., 2007). Por fim, foi
descoberto um possivel envolvimento da DGK com a PGE2. Apds estimulo
inflamatoério com LPS ou IL-1B, animais nocautes para DGKe foram incapazes de
induzir COX-2 e PGE2, mas ainda nao se sabe por qual mecanismo (LIU et al., 2021a;
ZHU et al., 2016).

2.2.2. Inibicdo farmacoldgica da DGK

Sao dois os principais inibidores da enzima DGK disponiveis para uso
experimental e melhor caracterizados, 0 R59949 e o R59022 (MERIDA et al., 2019).
A administracdo do R59949 inibiu a producdo de NO induzida por IL-1p em células
vasculares (SHIMOMURA et al., 2016), reduziu a eosinofilia (SINGH et al., 2020) e
aboliu o desenvolvimento de neurites induzidas por DGKB (NAKAI et al., 2020). Em
adipécitos humanos, o R59022 atenuou a expressao e secrecao de IL-8, IL-6 e
proteina quimioatraente de mondécitos-1 (MCP-1) (MARTINEZ et al., 2013). Somados
a esses dados, a utilizagdo dos dois inibidores, R59022 e R59949, reduziu a
expressdo da enzima iNOS ap0s estimulo com IL-1 em células endoteliais (NAKANO
et al., 2012), e IL-6 em macréfagos (HAKUNO et al.,, 2018), ressaltando o

envolvimento da via dos glicerofosfolipidios na inflamacéo.
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Ambos, R59949 e R59022, sao inibidores nédo seletivos de DGK por inibirem
diferentes subtipos da enzima (SATO et al., 2013), mas € proposto que 0 R59949 seja
um inibidor alostérico, atuando em um sitio diferente ao sitio ativo da enzima (JIANG
et al., 2000; MERIDA et al., 2019). O R59949 inibe fortemente a atividade DGK do tipo
| e atenua a atividade DGK do tipo Il (SHIMOMURA et al., 2016), enquanto o R59022
inibe DGK tipo Il e V e atenua DGK tipo | (SATO et al., 2013; VELNATI et al., 2020).
Assim, 0 R59949 é relatado como mais eficiente na inibicdo das DGK tipo | que o
R59022 (TORRES-AYUSO et al., 2014).

Foi identificado recentemente que, por semelhanca estrutural com inibidores do
transportador de serotonina (5-HT), como a ritanserina, ambos os inibidores de DGK
também agem como antagonistas 5-HT (BORODA et al., 2017; VELNATI et al., 2020)
(Fig. 7), ressaltando o cuidado necessario durante a analise de dados. Este é um dos
motivos pelo qual estudos baseados na administracéo in vivo de inibidores de DGK
séo escassos (MERIDA et al., 2019).
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Figura 7: Semelhancga estrutural entre os inibidores de DGK e a ritanserina. Estrutura dos
inibidores com destaque em verde para a regido necessaria para atingir a atividade DGK. Fonte:
(MERIDA et al., 2019).
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAL:

e Investigar o papel funcional da DGK na resposta febril e neuroinflamacéao

induzidas por LPS em ratos.

3.2. ESPECIFICOS:

e Analisar o efeito do tratamento com o inibidor de DGK (R59949) sobre a
resposta febril;

e Analisar o efeito do tratamento com R59949 sobre a neuroinflamagéo, por
meio da quantificacéo de PGE: e sobre o perfil de expresséo génica de AKT,
NFkB, IL-6 e TNFa.

e Analisar o efeito do tratamento com R59949 sobre as concentragdes

circulantes de IL-6, TNFa e de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio.
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4. METODOLOGIA

4.1. ANIMAIS

Os experimentos foram conduzidos utilizando ratos (Rattus novergicus),
variedade Wistar, machos, pesando entre 180 e 200g. Os animais foram provenientes
do Biotério do Instituto de Biologia (IB) da Universidade de Brasilia (UnB) e ficaram
alojados 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 cirirgicos e 0s
experimentos farmacoldgicos foram realizados no Laboratério de Bioquimica e
Quimica de Proteinas do IB/UnB, no periodo entre 8:00 e 18:00. Os protocolos para
uso de animais estéo de acordo com as resolucdes do Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal (CONCEA) e este projeto foi aprovado pelo Comité de
Etica no Uso Animal (CEUA) do Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia (SEI
n.°© 23106.010488/2021-33) (Anexo 1).

4.2. CIRURGIA PARA IMPLANTE DA CANULA INTRACEREBRO-
VENTRICULAR

Anteriormente a cirurgia, as canulas foram feitas a partir da agulha BD-7, com
calibre 22G (0,7 mm de didametro externo e 10 mm de comprimento) de ago inoxidavel
e, em seguida, foram esterilizadas. Os animais foram anestesiados com uma mistura
de cetamina (Cloridrato de Cetamina 10 %, Ketamina Agener®, Agener Unido, Sao
Paulo, Brasil) e xilazina 2 % (Calmiun®, Agener Unido, Sao Paulo, Brasil), nas doses
de 60 mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente, por via intraperitoneal (ip). Os animais
foram tricotomizados, posicionados e fixados em aparelho estereotaxico (Insight,
Ribeirdo Preto, SP). Apos a assepsia da pele da parte superior da cabeca, 0s animais
receberam uma injecdo local (subcutédnea) de lidocaina 2% e fenilefrina 0,04% (0,2
mL), e uma inciséo, de aproximadamente 1 cm foi feita para a exposicédo da calota
craniana, a fim de permitir a introdugdo da cénula intracerebroventricular (icv). Os
parametros estereotaxicos utilizados para a perfuracdo do cranio e posterior
implantacdo da canula tendo o bregma como referéncia foram: -1,5 mm antero-
posterior e -1,6 mm lateralmente ao bregma, sendo a inclinacdo da barra incisal de -

2,5 mm. As canulas esterilizadas foram introduzidas no tecido cerebral com
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coordenada ventral de 2,5 mm abaixo da superficie craniana. Todas as coordenadas
utilizadas foram determinadas com base no Atlas de Paxinos e Watson (1986).

Para a fixacdo das canulas foi utilizada prétese de acrilico auto-polimerizavel
com o auxilio de dois parafusos na calota craniana. Logo ap0s a cirurgia de implante
de cénulas no ventriculo lateral dos animais e, ainda sob o0 mesmo procedimento
anestésico, foi realizada a cirurgia para o implante de transmissores de afericao de

temperatura.

4.3. CIRURGIA PARA IMPLANTE DE TRANSMISSORES DE
TEMPERATURA NA CAVIDADE PERITONIAL

Para a afericAo da temperatura corporal dos animais, foram implantados
cirurgicamente na cavidade peritoneal dos ratos transmissores de temperatura (Data
LoggersSubcue, Calgary Canadd). Os transmissores foram desinfetados em solugéo
de &lcool 70% (v/v; imersdo por 30 min). Ainda sob efeito do procedimento anestésico
descrito no item 4.2., ap0ds tricotomia e antissepsia da pele, foi feita uma incisdo e o
transmissor lavado com solucéo salina estéril foi inserido na cavidade peritoneal. Em
seguida, o musculo e a pele da incisdo foram suturados separadamente. Apés a
cirurgia os animais receberam tratamento com antibiético Terramicina (10 mg/kg) e
Meloxicam (2 mg/kg). Aguardou-se um periodo de recuperacao de sete dias para a

realizacdo dos experimentos farmacolégicos nos animais.

4.4. MENSURACAO DA TEMPERATURA CORPORAL DOS RATOS

O processo de afericdo da temperatura corporal foi realizado por transmissores
implantados na cavidade peritoneal. Os animais permaneceram na sala de
experimentacdo, com temperatura controlada, por pelo menos 12 h antes do inicio
dos experimentos. A temperatura corporal foi registrada em intervalos de 15 min, com
inicio 1,5 h antes dos experimentos, prosseguindo até 5 horas apoés a injecéo de LPS.
O procedimento experimental foi realizado dentro da zona termoneutra para ratos, ou
seja, temperatura ambiente controlada a 27 = 1°C (GORDON, 1990). A temperatura
basal de cada animal foi determinada pela média das aferigbes 2 h antes de qualquer

tratamento.
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4.5. EXPERIMENTOS FARMACOLOGICOS

4.5.1. Experimento 1 — Padronizacdo da dose de R59949

Para determinar a dose do inibidor R59949 (Catalog Number D5794, Sigma-
Aldrich, St. Louis, EUA) capaz de influenciar a resposta febril induzida pelo LPS em
nossas condicdes experimentais, diferentes doses foram avaliadas quanto ao seu
efeito antipirético. Os animais receberam R59949 nas doses de 1, 2 e 4 ug/rato ou
seu veiculo (tween 80 1% salina) por via icv. Ap6s 30 minutos do tratamento, 0s
animais receberam injecéo endovenosa de LPS (endotoxina de E. coli 0111:B4, Sigma
ChemCo., St. Louis, EUA) na dose de 5 pg/kg ou seu veiculo (solugédo salina, 2
mL/Kg). A partir de entdo, cada animal teve sua temperatura corporal aferida a cada
15 min, durante 5 h. Em seguida, cada animal foi eutanasiado para a retirada dos

transmissores de temperatura.

4.5.2. Experimento 2 — Coleta das amostras para andlise

Apos a escolha da dose de R59949 e determinacdo do melhor tempo para
coleta das amostras, o procedimento experimental foi reproduzido. Foi administrado
aos animais R59949 na dose de 2 pg/rato ou seu veiculo (tween 80 1% salina) por via
icv 30 min antes da administragédo de salina estéril (0,9%, 2 mL/Kg) ou LPS (5 pg/kg
via endovenosa). Quatro horas apdés a administracdo do LPS os animais foram
anestesiados para coleta de sangue e entdo eutanasiados por decapitacdo para a
dissecacdo do hipotalamo.

Primeiramente foi feita incisédo no térax do animal para expor o coragcao. Com
uma seringa heparinizada, foi feita puncdo no ventriculo direito para a coleta de
sangue. Os animais foram entdo decapitados e a calota craniana aberta para que o
cérebro fosse exposto. Para a dissecacdo do hipotalamo foram considerados os
seguintes limites: borda anterior do quiasma O6ptico, borda anterior dos corpos
mamilares e o sulco hipotalamico lateral, com uma profundidade de 2 mm (PAXINOS;
WATSON, 2013).
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4.6. QUANTIFICACAO DE PGE2 NO HIPOTALAMO

Para a determinacdo da concentracdo de PGE:2 hipotalamica, foi seguido o
protocolo previamente descrito (FIGUEIREDO et al., 2012). Cada hipotalamo foi
homogeneizado em 1 mL de meio RPMI contendo indometacina em 0,2 M Tris-HCI (2
mg/mL, pH 8,2) usando o Q125 Sonicator (Qsonica sonicators, Newtown, CT, EUA) e
acidificado com solucéo de HCI (1 mol/ L 35%) para pH = 3,5-4,0. As amostras foram
mantidas no escuro sob gelo até a centrifugacdo a 20.000 xg por 15 min a 4 °C. O
sobrenadante foi aplicado a uma minicoluna (Sep-Pak® Classic C18 cartucho 360 mg,
Waters Corporation, Milford, MA, EUA) e a PGE: foi eluida em 2 mL de etanol. A
amostra foi seca usando um vacuo de velocidade (Hetovac® modelo CT110, Birkercd,
Dinamarca) por 18 h.

No dia seguinte, a amostra seca foi ressuspensa no tampao de imunoensaio
enzimatico. A concentracdo de PGE2 nas amostras hipotalamicas foi determinada
usando o “Prostaglandin E2 ELISA Kit Monoclonal” (Cayman Chemical, Ann Arbor,
MI, EUA) seguindo os procedimentos das instrugdes do fabricante, com um limite de
deteccgéo de 7,8 pg/mL.

4.7. EXTRACAO DE RNA

Amostras de hipotalamos foram homogeneizadas em um tubo contendo cinco
esferas de aco inoxidavel (diametro, 2,3 mm) (BioSpec Products, Bartlesville, OK,
Estados Unidos), trés particulas afiadas de carboneto de silicio (1 mm) (BioSpec
Products) e TRIzol, por agitacdo usando um instrumento FastPrep-24 (M.P.
Biomedicals, Solon, OH, Estados Unidos) (MARQUETI et al., 2018). Para homogeneizar
completamente o hipotalamo, o processo de agitacdo foi repetido cinco vezes na
velocidade 4. Os tubos foram mantidos em resfriamento com gelo por 2 min para evitar
a degradacdo do RNA entre cada etapa de agitacdo. O RNA total foi extraido de
acordo com o método TRIzol previamente descrito (CHOMCZYNSKI; SACCHI, 1987). Um
espectrofotometro NanoDrop (ND-1000; NanoDrop Technologies Inc., Wilmington,
DE, Estados Unidos) foi usado para quantificar as concentracbes de RNA em cada
amostra, determinando a taxa de absorbéncia de 260-280 nm (DE SOUSA NETO et
al., 2022). Para a digestdo do DNA foi utilizado o kit TURBO DNA-free (Ambion - Life
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Technologies - 1907M), de acordo com as recomendacdes do fabricante. Em seguida,
as amostras foram congeladas a -80°C. Posteriormente, as amostras foram

congeladas a 80 °C até a purificacao.

4.8. TRANSCRICAO REVERSA gRT-PCR

Para avaliar a expressao génica no hipotdlamo, um total de 1 yg de RNA
extraido de cada amostra foi convertido em cDNA (volume final 20 pL) usando a
transcriptase reversa SuperScript ™ VILO ™ MasterMix (Invitrogen-Cat. 11755-010)
de acordo com o fabricante protocolo. Para realizar a transcri¢cao reversa, as amostras
foram incubadas a 25°C por 10 minutos, a 42°C por 60 minutos e a 85°C por 5 minutos

antes de serem armazenadas a -20°C em freezer.

4.9. REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE QUANTITATIVA EM TEMPO
REAL (qRT-PCR)

Por meio de protocolos previamente descritos (DE SOUSA NETO et al., 2022), a gRT-
PCR foi realizada usando o sistema TagMan Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems, CA, EUA - Cat. 4304437). Dez uL de GoTaq Probe qPCR Master Mix
(Promega - A6102) foram homogeneizados e combinados com 1 yL do primer 20x,
uma quantidade de cDNA determinada de acordo com a curva padrdo e agua para
um volume final de 20 pL. A reacéo de amplificacao foi realizada pelo QuantStudioTM3
(Applied Biossystems) de acordo com as instru¢des do fabricante. A gRT-PCR foi
realizada usando um sistema de PCR em tempo real QuantStudio 3 (Applied
Biosystems) para os seguintes genes: interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral

alfa (TNFa), fator nuclear kappa b (NFkB) e proteina quinase B (AKT).

4.10. PREPARO DE AMOSTRAS PARA QUANTIFICACAO DE ERO E DE
HEMOGLOBINA NITROSILADA POR RPE

Todas as solucgdes foram preparadas imediatamente antes dos experimentos,
em tampao Krebs HEPES (KHB) (NOX-7.6, Noxygen, Alemanha), dissolvido em agua

bi-destilada e deionizada. Preparou-se uma solucéo estoque com concentracdo de 10
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mM com a spin probe: 1-hidroxi-3-metoxicarbonil-2,2,5,5- tetrametilpirrolidina (CMH)
(NOX-2, Noxygen, Alemanha), dissolvida em KHB contendo 25 mM de deferoxamina
(NOX-9, Noxygen, Alemanha), um quelante de ferro e trihidrato de dietilditiocarbamato
de sddio (NOX-10, Noxygen, Alemanha), um quelante de cobre, na concentracdo de
5 mM. As solu¢cdes foram mantidas resfriadas durante todo o decorrer dos
experimentos.

Para a coleta de sangue, os animais foram anestesiados 4 horas apoés a
administragao do LPS e as amostras de sangue foram coletadas lentamente com uma
seringa heparinizada de 3 mL. Para a quantificacdo de hemoglobina nitrosilada
(HbNO), 1 mL de sangue foi colocado em seringa heparinizada. As seringas foram
centrifugadas a 2000 g por 5 min e entdo congeladas em nitrogénio liquido.

Para a quantificacdo de ERO no sangue foi preparada uma solucdo de CMH a
400 UM e heparina sodica (100 Ul/ml) (Hepamax-S®, Blausiegel Ind. Com. Ltda., S&o
Paulo, Brasil). Foi adicionado sangue a essa solucao na proporcao 1:1, e incubado
sob agitacao por 30 min a 37 °C. Apés esse tempo foi adicionado em uma seringa
onde foi colocado 200 pL de &gua, congelada em nitrogénio liquido, em seguida 50
puL da amostra de sangue, que também foi congelada e entdo mais 200 uL de agua,
congelando entdo todo o contelddo da seringa. As amostras foram armazenadas a -

80 °C até que as medidas em RPE fossem realizadas.

4.11. MEDIDAS DE RPE PARA QUANTIFICACAO DE ERO E HBNO

RPE € uma técnica baseada na absorcdo de radiacdo eletromagnética,
geralmente na regido das micro-ondas, por uma amostra paramagnética, (como por
exemplo, espécies com um ou mais elétrons desemparelhados), quando sé&o
submetidos a um campo magnético. Essas absorcbes acontecem apenas em
combinacgdes de frequéncias e campo magnético muito bem definidas, que dependem
da espécie paramagnética e suas caracteristicas (HAWKINS; DAVIES, 2014). A partir
desse principio foram otimizados os parametros para a leitura das amostras. As
medidas de RPE foram realizadas em um espectrometro de onda continua Bruker
EMXplus usando a banda X (9 GHz), em uma cavidade de alta resolu¢cdo (ER
4119HS).
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Para as medidas de HbNO os parametros utilizados foram: poténcia 10 mW,
campo de modulacdo de 5 Gauss, frequéncia de modulacdo 100 kHz, tempo de
varredura de 12 s e foi utilizado o espectro da média de 4 varreduras com 240 G de
largura de varredura adicionados em conjunto para cada medicdo. Para as medidas
de ERO, foi utilizada poténcia de 2 mW, campo de modulacéo de 5 Gauss, frequéncia
de modulacédo 100 kHz, tempo de varredura de 10 s. Para mensuracao da amplitude
foi utilizado o espectro da média de 5 varreduras com 200 G de largura de varredura
adicionados em conjunto para cada medi¢cdo. Os parametros e a andlise dos dados
foram baseados em metodologia padronizada e adaptados de acordo com as
necessidades do nosso estudo (GOMES, 2022).

Para a quantificacdo de HbNO, a quantidade de NO detectado foi determinada
a partir da curva de calibracdo para a intensidade do sinal de RPE de eritrécitos
tratados com concentragdes conhecidas de nitrito (1, 10 e 100 uM) e Na2S204 (20
mg). Para a curva de calibracdo das medidas de ERO, foram preparadas amostras a
partir de uma solugdo-mée de 10 mM do padrao: 3-carboxi-proxilo (CP¢) (NOX-8.2,
Noxygen, Alemanha) preparado em KHB e diluido a concentragfes de 0, 5, 10, 50, e
100 pM.

Exatamente 450 pL das amostras de calibracdo foram transferidos para
seringas de 1 mL e congelados instantaneamente em nitrogénio liquido. Os
experimentos foram conduzidos no Laboratério de Ressonancia Paramagnética

Eletronica do Instituto de Fisica da Universidade de Brasilia.

4.12. QUANTIFICACAO DE IL-6 E TNFa NO PLASMA

Para quantificacéo de IL-6 e TNFa, amostras de sangue foram coletadas por
puncao cardiaca durante a exsanguinacdo em tubos heparinizados e centrifugadas
por 20 min a 3500 rpm a 4 °C para extracdo de plasma (AMORIM et al., 2020). O
sobrenadante foi coletado em novos tubos e armazenado a -80 °C até analise
posterior. A producéo de IL-6 e TNFa foram avaliadas por ELISA, realizadas de acordo
com as instru¢bes do fabricante (Catalog Number RAB0311 e RAB0479, Sigma
Aldrich, USA).
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4.13. ANALISE ESTATISTICA

O indice térmico € um método bem aceito para evidenciar e analisar a amplitude
das respostas térmicas, baseado na area sob a curva (AUC) (SARAMAGO et al.,
2019). Definimos 36,5 °C como linha de base e calculamos a AUC de 1 a 5 h. Os
valores para a AUC sdo expressos em unidades arbitrarios (UA).

A variacao de temperatura (AT) foi calculada pela diferenca entre a temperatura
obtida na 4h apd6s a inducéo de febre (momento da eutandsia) e temperatura basal
média (média das temperaturas aferidas 2 h antes da primeira administragdo).

Os dados de indice térmico, AT, os valores plasmaticos de HbNO e IL-6,
quantificacdo de PGE2, bem como os resultados de gRT-PCR foram analisados por
andlise de variancia de duas vias (2-way ANOVA) (fator 1: estimulo e fator 2:
tratamento), seguido pelo teste de comparacao multipla de Bonferroni. Para os dados
de analise da temperatura corporal apos estimulo febril foi feita analise por 2-way
ANOVA (fator 1: tempo e fator 2: estimulo).

Outros resultados sao expressos como média * erro padrdo da média (EPM) e
as comparac0des estatisticas foram feitas por analise de variancia de trés vias (3-way
ANOVA) (fator 1: tempo, fator 2: estimulo e fator 3: tratamento), seguida pelo teste
comparacao multipla de Bonferroni. Utilizamos o GraphPad Prism versao 8 (GraphPad
Software Inc. La Jolla, CA, EUA) para realizar as andlises estatisticas descritas na
legenda de cada figura. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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5. RESULTADOS

5.1. Efeito da administracdo de LPS sobre a temperatura corporal

A dose utilizada de LPS promoveu aumento da temperatura corporal, com perfil
bifasico, que iniciou cerca de 1,5 h apds sua administracdo intravenosa, com picos de
temperatura em torno de 2,5 e 4,25 h apds a administracdo (Fig. 8). O aumento da
temperatura que ocorreu proximo ao momento das injecdes foi devido ao estresse
ocasionado pelo manuseio dos animais, e foi observado de forma semelhante nos

demais experimentos.
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Figura 8: Febre induzida por LPS na dose de 5 pg/kg. O LPS foi administrado por via intravenosa
(iv) na dose de 5 ug/Kg. Os animais do grupo controle receberam solug¢ao salina 0,9% (1 mL/Kg). Os
pontos representam a média + EPM da temperatura corporal (em °C) em 5-6 animais. * p <0,05 Vei/LPS
quando comparado ao valor correspondente do grupo Vei/SAL. Os dados foram analisados por two-

way ANOVA, seguido pelo teste de comparagédo multipla de Bonferroni.

5.2. Avaliagcao de febre e perfil de inibicdo do R59949 em diferentes
doses

Para a avaliagéo do efeito do inibidor seletivo de DGK (R59949) sobre a febre,

os animais foram tratados com 3 diferentes doses do inibidor (1,2 e 4 ygem 2 uL) ou
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seu respectivo veiculo (tween 80 1% salina), via intracerebroventricular, 30 minutos
antes da administracao intravenosa de LPS (5 pg/kg) ou salina 0,9% (1 mL/kg).

A escolha das doses do inibidor R59949 baseou-se em artigos publicados
aplicando outros modelos experimentais nos quais o inibidor foi utilizado (SATO et al.,
2013; SHIMOMURA et al., 2016; VELNATI et al., 2019). Foi possivel observar que o
pré-tratamento com diferentes doses do R59949 inibiu o0 aumento da temperatura
induzido pelo LPS (Fig. 9A). A administracao icv das diferentes doses de R59949
causou efeitos dependentes da dose, na qual a dose intermediaria (2 pg) inibiu o
aumento de temperatura induzido pelo LPS, enquanto a menor e maior dose (1 e 4
Mg, respectivamente) testadas ndo causaram diferenca estatistica no indice térmico
(Fig. 9B).
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Figura 9: Efeito da administracé@o de diferentes doses de R59949 sobre a temperatura corporal
de ratos. R59949 foi administrado nas doses de 1, 2 e 4 ug (icv) em 2 uL ou seu veiculo (Vei, 2uL) 30
minutos antes da injegao intravenosa de LPS (5 pg/kg) ou salina. (A) Curva temporal da temperatura
corporal dos diferentes grupos de animais. As setas azul e preta representam o tempo de microinjecfes
icv e injecdes iv, respectivamente. Os dados sdo expressos como média + EPM da temperatura
corporal (-C) em 5-6 animais. (B) indice térmico calculado a partir da area sob a curva, de 1 a5 h
(conforme indicado no painel A). **** p < 0,0001 Vei/LPS quando comparado ao grupo Vei/SAL e
R59949 2 ug/LPS quando comparado ao grupo Vei/LPS, * p < 0,05 Vei/LPS quando comparado ao
grupo Vei/SAL. Os dados foram analisados por two-way ANOVA, seguido pelo teste de comparacéo

multipa de Bonferroni.
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5.3. R59949 na dose de 2 pg inibe o aumento de temperatura induzido
pelo LPS

A administragdo de LPS (5 pg/kg, iv) induziu um aumento na temperatura
corporal, que comecou cerca de uma hora apdés a injecdo e aumentou
progressivamente até 5 h. O pré-tratamento com R59949 na dose de 2 ug foi eficaz
em inibir o0 aumento de temperatura a partir de 3 h do momento da injecdo de LPS.
Essa dose diminuiu em aproximadamente 63,8% a temperatura atingida no tempo de
4 h, quando comparados com 60,4% e 48,8% nos tempos de 3,5 h e 45 h
respectivamente. Em 5 h apds o estimulo, ndo houve diferenca estatistica da
temperatura dos animais. Além disso, a dose de 2 pg nao influenciou a temperatura
dos animais quando administrada isoladamente no grupo que nao recebeu estimulo
febril. Por esse motivo, 0 momento escolhido para coleta das amostras para as
analises subsequentes foi 4 h apds a administracao de LPS, com pré-tratamento de
R59949 na dose de 2 ug (Fig. 10).
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Figura 10: Efeito da administracao de R59949 na dose de 2 pug/2 uL sobre a temperatura corporal
de ratos. O R59949 (2ug/2 pL, i.c.v.) ou seu veiculo (Vei, 2uL) foram administrados 30 minutos antes
da injecdo de LPS (5 pg/kg, i.v.) ou salina. (A) Mudangas na temperatura corporal dos animais no
decorrer do tempo. Os dados séo expressos como média + EPM da temperatura corporal (°C) de 5-6
animais. (B) Indice térmico calculado a partir da area sob a curva, de 1 a 5 h (conforme indicado no
painel A). **** p < 0,0001 R59949 2 ug/LPS quando comparado ao grupo Vei/LPS, **p < 0,01 estimulo
LPS quando comparado com SAL. Os dados foram analisados por (A) three-way ANOVA e (B) two-

way ANOVA, ambos seguidos pelo teste de comparacao miltipla de Bonferroni.
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5.4. O pré-tratamento com R59949 inibe a producéo de PGE2
hipotalamica

Apos a definicdo da melhor dose e tempo para coleta, seguiu-se este desenho
experimental para os experimentos seguintes. Os dados coletados apresentaram a
variacdo de temperatura esperada, em que o pré-tratamento com R59949 inibiu o
aumento de temperatura ocasionado pela administracdo de LPS (Fig. 11A). Como
esperado, a administracdo de LPS ocasionou aumento significativo, cerca de 230%,
na concentracdo de PGE2 no hipotdlamo dos animais. Ainda, o pré-tratamento com
R59949 reduziu a concentragcdo de PGE: hipotalamica em 51%, sugerindo o
envolvimento da via DAG-DGK-AF na producdo de PGE: gerada durante a febre
induzida por LPS (Fig. 11B).
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Figura 11: A inibicdo da DGK regula a concentragdo de PGE; no hipotalamo de ratos. O R59949
(2 pg/2 pL, icv) ou veiculo (Vei, 2uL) foram administrados 30 minutos antes da injecdo de LPS (5 pg/kg,
i.v.) ou salina. (A) Mudancas na temperatura corporal dos animais no decorrer do tempo. Os dados séo
expressos como média+ EPM da temperatura corporal (°C) de 3-4 animais. As setas azul e preta
representam o tempo de microinje¢des icv e injecdes iv, respectivamente. (B) Quantidade de PGE: por
grama de tecido hipotalamico, coletados 4 h apds a injecao de LPS. ***p < 0,001 estimulo LPS quando
comparado com SAL, **p < 0,01 R59949 2 ug/LPS quando comparado ao grupo Vei/LPS, *p < 0,05
Vei/lLPS quando comparado ao grupo Vei/SAL. Os dados foram analisados por (A) three-way ANOVA
e (B) two-way ANOVA, ambos seguidos pelo teste de comparacdo multipla Bonferroni.
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5.5. Anélise de mRNA de animais tratados com R59949

A fim de analisar o efeito do R59949 nos niveis de expressédo de mediadores
inflamatorios centrais, os hipotalamos dos animais foram coletados apdés realizagéo
do procedimento experimental previamente descrito (Fig. 12A). A analise da
expressao génica foi normalizada pelo gene constitutivo RPLPO. Os dados de mRNA
sdo apresentados em escala logaritmica como fold change em relacdo a média do
grupo controle. Por essa razao, o valor do grupo “Vei/SAL” é sempre “17.

Os grupos que receberam LPS apresentaram aumento na expressao de TNFa
em cerca de 256% (p< 0,001 Fig. 12E) e de IL-6 em cerca de 39,4% (p= 0,0359), Fig.
12D), porém o uso do inibidor ndo alterou o perfil de expresséo dessas citocinas.

A expressdao de NFkB ndo sofreu mudancas no grupo que recebeu LPS,
resposta diferente da esperada nestas condi¢cbes (Fig. 12C). O tratamento com
R59949 nao alterou estatisticamente a expressdo do mRNA de NFkB, nem de AKT,
(Fig. 12B e C).
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Figura 12: Efeitos do tratamento com R59949 na expressao de citocinas e fatores de transcri¢cao
inflamatérios. (A) Mudancas na temperatura corporal 4h apds LPS em relagdo a temperatura basal.
mMRNA de IL-6, TNFa, AKT e NFkB foram analisados em amostras do hipotalamo de animais que
receberam o pré-tratamento com R59949 (2ug/2uL) ou seu veiculo (Vei, 2uL). A expresséo de AKT (B)
e NFkB (D) n&o foi alterada apds administracao de LPS ou tratamento com o inibidor R59949, enquanto
houve aumento significativo na expressao de IL-6 (D) e TNFa (E) nos grupos que receberam o estimulo
febril. Os niveis de expressao foram representados como fold change de cada gene, dispondo o quanto
uma amostra apresentou diferenca quando comparado ao grupo controle. **** p < 0,0001 e *p < 0,05
estimulo LPS quando comparado com SAL, **p < 0,01 R59949 2 ug/LPS quando comparado ao grupo
Vei/lLPS. Os dados sédo expressos como média + EPM de 6-8 animais e analisados por two-way

ANOVA, seguidos pelo teste de comparagdo multipla Bonferroni.
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5.6. O pré-tratamento com R59949 reduz os niveis circulantes de
HbNO

A fim de avaliar o efeito sistémico causado pela administracéo icv de R59949,
analisamos a producao de citocinas plasmaticas, ERO e ERN periféricos durante a
febre induzida por LPS. Para isso, quantificou-se a formacdo de IL-6 e TNFa
plasmaticos e ERO e hemoglobina nitrosilada no sangue de animais tratados com
R59949 (Fig. 13A).

A administragdo de LPS promoveu aumento na concentragdo plasmética de
TNFa (137%, Fig. 13C), porém, diferentemente do esperado, ndo alterou a
concentracdo de IL-6 (Fig. 13B). O tratamento com o inibidor previamente ao estimulo
febril ndo alterou a concentragédo das citocinas analisadas, em comparacdo com 0s
animais que receberam apenas o LPS (Fig. 13 B, C).

Para a deteccao e quantificacdo de ERO, o sangue foi incubado com a spin
probe CMH gerando uma amplitude de sinal caracteristico no equipamento de RPE.
O pré-tratamento com o inibidor da DGK nao alterou a formacgéao de ERO no sangue,
notavelmente ampliada nos animais estimulados com LPS (159%, Fig 13D).
Observou-se um aumento de cerca de 6 vezes na formacado de HbNO nos animais
qgue receberam estimulo pirogénico em relacdo ao grupo salina, e diminuicao

significativa quando pré-tratados com R59949 (Fig. 13E).
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Figura 13: A inibicdo da DGK inibe os niveis circulantes de HbNO. (A) Mudancas na temperatura
corporal 4h apo6s LPS em relagdo a temperatura basal. (B) Concentragdes plasmaticas de IL-6 (pg/mL).
(C) Concentracdes plasmaticas de TNFa (pg/mL). (D) Concentragdo de ERO no sangue total (uM). (E)
Concentracdo de HbNO no sangue total (uM). Os dados sdo expressos como média + EPM de 4-
7animais e analisados por two-way ANOVA, ambos seguidos pelo teste de comparacdo multipla

Bonferroni.

Esses dados indicam que a regulacéo da via dos glicerofosfolipidios por meio
da inibicdo da DGK pode ser eficaz na reducdo da febre. O efeito antipirético do
R59949 envolve a diminuicdo nos niveis hipotalamicos de PGE: e sistémicos de

HbNO e aponta a DGK como um importante regulador da resposta febril.
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6. DISCUSSAO

Este estudo apresentou o envolvimento da via dos glicerofosfolipidios na
modulacdo da febre. Dados anteriores obtidos por nosso grupo demonstraram o
aumento na abundancia das isoformas B e y de DGK no hipotédlamo de ratos febris
(FIRMINO et al., 2018). Os presentes resultados revelaram que a inibicdo
farmacoldgica da DGK atenuou a febre induzida por LPS e ocasionou diminui¢do da
concentracdo de PGE2, mediador final da febre, no hipotadlamo de ratos. Em conjunto,
esses dados nos estimularam a investigar os mecanismos adicionais envolvidos na
regulacdo da febre e da neuroinflamacédo pela DGK. Dessa forma, com base na
literatura criamos a hipotese de que a via de sinalizacdo mediada por AKT/NFkB, bem
como a expressao de citocinas inflamatorias no hipotalamo teriam papel fundamental
nestas condigbes. Em paralelo, percebemos a importancia de se avaliar os efeitos
sistémicos da inibicdo central da DKG, pela quantificacdo das concentracdes de IL-6,
TNF-a, ERO e HbNO circulantes.

A administragdo intravenosa de LPS na dose utilizada (5 ug/Kg) gerou uma
resposta febril caracteristica, com dois picos de aumento de temperatura. A febre que
ocorre como defesa do organismo em resposta ao LPS decorre da liberacdo de
citocinas por células do sistema imune. Essas citocinas, principalmente IL- 1B, IL-6 e
TNFa , estimulam receptores presentes em células endoteliais vasculares, que
passam a expressar COX-2 e a produzir PGEz, que se difunde até neurbnios da POA,
para a geracao da febre (ROTH; BLATTEIS, 2014).

Firmino et al. demonstraram que durante a febre ocorrem alteragcbes em
diversas vias de sinalizacdo, como nas vias inflamatorias e metabdlicas e, em
decorréncia, ha alteracao no perfil de expressdo de muitas proteinas. Neste mesmo
estudo foi identificado aumento em mais de 2 vezes da abundancia da enzima DGK[f3
e mais de 4x da DGKy no hipotalamo de ratos que receberam estimulo com LPS
(FIRMINO et al., 2018). Dados semelhantes também foram verificados em outros
modelos experimentais. Em linhagens de células T humanas estimuladas com LPS
houve um aumento transitorio nos niveis de mMRNA de alguns subtipos de DGK
(YAMAMOTO et al., 2014), e em células cancerigenas houve aumento substancial na

expressao de DGKa apés estimulos inflamatérios, inclusive com LPS (CHEN et al.,
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2019). Esses resultados sugerem que o aumento da expressado da DGK ocorre, ao
menos de forma transitoria, durante a inflamacao induzida por LPS.

Assim, para confirmar se de fato a DGK participa da resposta do organismo
frente uma infec¢cdo com LPS, e se esse envolvimento contribui ou para a geragéo ou
para atenuacdo da febre, fizemos uso do inibidor R59949 em condicbes
experimentais. Como sdo poucos 0s estudos que o utilizam in vivo, foi feita escolha
de 3 doses para analise prévia. A escolha das doses do inibidor foi feita com base em
aplicacdes de outros modelos experimentais que utilizaram o R59949 e confirmaram
a inibicdo da DGK (SATO et al., 2013; SHIMOMURA et al., 2016; VELNATI et al.,
2019). De fato, a inibicdo farmacoldgica da DGK atenuou a febre induzida por LPS,
confirmando o envolvimento desta via de sinalizacdo na manutencdo da resposta
febril. O pré-tratamento dos animais com R59949 nas doses de 1, 2 e 4 ug, seguido
da administracdo de LPS resultou em uma curva dose-resposta em U, uma vez que
apenas a dose intermediaria (2 ug) foi capaz de atenuar o aumento da temperatura
corporal gerado pelo LPS. Assim, a pré-administracdo de R59949 reduziu de forma
significativa a resposta febril induzida por LPS. Esse resultado merece destaque, uma
vez que apresenta diversas possibilidades de andlises, ja que ao inibir a DGK ocorre
alteracdo de toda uma via de sinalizacdo, gerando aumento das concentracfes de
DAG e diminuicdo nos niveis de AF, ou seja, interferindo com dois segundos
mensageiros e suas cascatas de ativacao.

Apos a confirmacédo do envolvimento da DGK na resposta febril, testamos a
hipétese de que a inibicdo da DGK poderia reduzir a producédo de PGE: hipotalamica,
diminuindo assim a febre. E bem estabelecido que a PGE2 atua na POA, principal
regido do hipotadlamo responséavel pela termorregulacdo, e trata-se do mediador
terminal critico da febre (HARDEN et al., 2015). Zampronio e colaboradores (2015)
relatam que, diante da dele¢do seletiva de PGE: sintase-1 microssomal, enzima
sequencial na producdo de PGE2, camundongos ndo apresentaram febre apos
inducdo com LPS (ESKILSSON et al., 2014; ZAMPRONIO; SOARES; SOUZA, 2015),
evidenciando a importancia deste eicosanoide na febre. Além disso, os principais
tratamentos utilizados para controle da febre possuem mecanismos de inibi¢éo,
seletiva ou ndo, da COX-2, enzima responsavel pela produgédo de PGE2 (OKA, 2018;
ROTH et al., 2009). Nossos dados demonstraram que o aumento dos niveis de PGE2

gue ocorre apos a administracao de LPS, foi significativamente reduzido nos animais
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tratados com R59949. Esse resultado sugere que inibicdo da de DGK e,
consequentemente diminuicdo da sinalizacdo de AF, pode diminuir a resposta febril
por reducao dos niveis hipotalamicos de PGE:-.

As prostaglandinas sdo mediadores lipidicos sintetizados a partir do AA. O AA
é liberado dos fosfolipidios de membrana celular por meio da acéo da fosfolipase A-.
O AA liberado é oxigenado pela COX para formar alguns produtos, entre eles a PGE:2
(CHENG et al., 2021; PARK; CHRISTMAN, 2006). Essa relacéo entre DGK e PGE: j&
comegou a ser proposta por Zhu e colaboradores (2016), que mostraram que
camundongos nocautes para DGKe nao conseguem induzir, de forma eficaz, a
expressdo de COX-2 e consequentemente PGE2, em modelo de glomerulonefrite.
Esse resultado foi concordante com o modelo in vitro, em que macréfagos de animais
nocautes para o mesmo subtipo de DGK, ainda que estimulados com LPS,
apresentaram diminuicdo da expressdao de COX-2 (ZHU et al.,, 2016). Ainda,
recentemente, em células endoteliais silenciadas para DGKg, a expressao de COX-2
foi comprometida (LIU et al., 2021a; TANG et al., 2019). Dessa forma €& possivel
sugerir que a DKG esta envolvida na inducdo de COX-2 e na sintese de PGE:
hipotalamica e, com base em nossos resultados, a diminuicdo da temperatura na febre
induzida por LPS pode ocorrer por esta razao.

Dados na literatura sugerem o envolvimento de alguns subtipos de DGK na
ativacao da via PISBK/AKT/NFkB em diversos tipos celulares e modelos experimentais
(CHEN et al., 2019; GU et al., 2019; HAKUNO et al., 2018; LIU et al., 2021a, 2021b;
TORRES-AYUSO et al., 2014; ZHANG et al., 2018). Chen e colaboradores (2019)
apontam que a DGKa, estimulada por citocinas inflamatdrias, ativam a via
PIBK/AKT/NFkB, uma vez que células de carcinoma silenciadas para DGKa
apresentaram niveis menores de expressao de AKT fosforilada quando comparada
com o grupo controle (CHEN et al., 2019). Ainda, em células de glioma silenciadas
para DGKC a fosforilacao de AKT foi menor do que em células de controle (GU et al.,
2019). Além disso, modelos utilizando inibidores da DGK, R59949 (HAKUNO et al.,
2018; TORRES-AYUSO et al., 2014; ZHANG et al., 2018) e R59022 (CHEN et al.,
2019) apresentaram inibicdo da sinalizacdo AKT apdés tratamento. Ainda, se constatou
que a administracdo exogena de AF, produto da DGK, foi capaz de recuperar a
atividade de AKT, antes diminuida pela inibicdo da DGK (CHEN et al., 2019; GOMEZ-



51

LARRAURI et al., 2021), sugerindo participacdo do AF na cascata de ativacdo da via
AKT/NFkB.

A sinalizagdo induzida por LPS estimula a sintese de citocinas pirogénicas
tanto no local da infecgdo, como no SNC (EVANS; REPASKY; FISHER, 2015). As
citocinas coordenam o desenvolvimento e a atividade do sistema imunolégico (ROSE-
JOHN, 2018). Niveis elevados de algumas citocinas, como IL-6, TNFa e INF-y, séo
observados em condi¢fes inflamatorias crénicas (JOHNSON; O’KEEFE; GRANDIS,
2018). A IL-6 induz a producdo de fatores pré-inflamatorios e promotores de
angiogénese, além de estimulacao de células B, funcdes metabdlicas e importante
mediador na inducdo da febre (EVANS; REPASKY; FISHER, 2015; JOHNSON;
O’KEEFE; GRANDIS, 2018; ROSE-JOHN, 2018). A IL-6 € considerada uma das mais
importantes citocinas pro-inflamatérias, apenas o bloqueio de sua sinalizacao foi
suficiente para inibir o estado inflamatorio, e esse mecanismo ja é utilizado na pratica
clinica para tratamento de doencas autoimunes (ROSE-JOHN, 2020). O TNFa € uma
citocina importante durante a resposta inflamatéria e participa da patogénese de
algumas doencas inflamatorias e autoimunes (JANG et al., 2021). Somado a isso, em
modelo inflamatorio, in vivo e in vitro, o silenciamento de DGKC diminui a expressao
de citocinas inflamatdrias como IL-6 e TNFa (MAHAJAN; MELLINS; FACCIO, 2020).

Sendo assim, testamos a hipétese de que a inibicdo da DGK atenua a resposta
febril gerada pelo LPS por meio da diminuicho da expressdao de AKT e,
consequentemente, de NFkB, resultando na diminuicdo na expresséo de citocinas
inflamatorias. Sob os mesmos procedimentos experimentais, realizamos analises de
gRT-PCR em hipotadlamos de ratos tratados com R59949 e seu controle no modelo
de febre induzida por LPS, e analisamos o perfil de expresséo dos genes IL-6, TNFa,
NFkB e AKT.

No modelo experimental apresentado neste estudo, ndo foram observadas
alteracdes nos niveis de expressdo génica de AKT ou NFkB no hipotalamo de ratos
tratados com R59949 e estimulados com LPS comparados aos seus controles. Este
resultado sugere que atenuacédo de temperatura gerada pela inibicdo da DGK pode
nao ocorrer pela via PISK/AKT/NFkB no tempo analisado, porém esse dado ndo exclui
a possibilidade do envolvimento desta via em um momento anterior, ja que no cérebro,
0 NFkB & um dos primeiros fatores de transcri¢cdo induzidos pelo LPS ((DAMM et al.,
2013; RUMMEL, 2016). Este resultado possibilita debate, uma vez que na literatura
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se considera, para analise, a expressao da forma fosforilada (ativada) de AKT, ndo da
expressdo de sua forma constitutiva, uma vez que este valor pode nao ser alterado
(CAl etal., 2022; GU et al., 2019; ZHANG et al., 2018). Além do mais, ndo é esperado
que, apos estimulagdo com LPS, ndo haja aumento nos niveis de NFkB, posto que é
bem estabelecido que durante exposicdo ao LPS ha maior ativacdo (CASAS et al.,
2021; FAN; MAO; YANG, 2013; SIMPSON; OLIVER, 2020) e expressao (CHEN et al.,
2019) do fator de transcrigdo NFkB. Além disso, como para AKT, a validacdo do
aumento da ativagdo de NFkB se da por meio da razédo entre sua forma fosforilada
(ativa) e nao fosforilada, representando se houve aumento efetivo de sua translocacao
nuclear para inicio da transcricdo génica.

Como esperado, os animais que receberam LPS, independente se tratados ou
ndo com R59949, apresentaram maiores niveis de expressdo de IL-6 e TNFa no
hipotalamo, ja que a ativacdo do sistema imune gerada pela presenca de um PAMP
ocasiona liberacdo macica de citocinas para auxiliar este mecanismo de defesa do
hospedeiro (EVANS; REPASKY; FISHER, 2015). Porém, este dado sugere que nao é
por meio de alteracdo nos niveis de citocinas inflamatérias (IL-6 e TNFa)
hipotalamicas que o0 R59949 atenua a resposta febril induzida pelo LPS.

E bem estabelecido que a estimulacdo com LPS in vivo (NOGUEIRA et al.,
2017; SCHNEIDERS et al., 2015) e in vitro (HAN et al., 2017) em ratos ocasiona
aumento das concentracfes plasmaticas de IL-6 e TNF-a. Em modelo de inflamacao
sistémica induzida pelo LPS em ratos, este aumento pode ser observado em dois
momentos, 120 e 360 minutos (2 e 6 horas), apds o estimulo (SARAMAGO et al.,
2019). O TNF-a é a primeira das citocinas pirogénicas a aparecer na corrente
sanguinea apoés injecao sistémica de LPS, seguido por uma maior elevacao de IL-6
(ROTH; BLATTEIS, 2014). Nestas condi¢fes, o aumento do TNF-a € relatado como
rapido e transitério na circulacdo sanguinea (HARDEN et al.,, 2015), porém a
administracdo icv de TNF-a é capaz de aumentar a temperatura corporal em ratos
(BRITO et al., 2016).

Da mesma forma, a IL-6 € critica para a febre induzida por LPS. Blomqvist e
Engblom (2018) relatam que animais nocautes para IL-6 ndo apresentam resposta
febril ao LPS. Em animais que apresentavam dele¢&o do receptor endotelial de IL-6,
a resposta febril ocasionada pela administracdo periférica de LPS foi atenuada
(ESKILSSON et al., 2014).
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Dessa forma, como a sinalizacdo ocasionada pelo LPS gera efeitos de
transducdo de sinal tanto ao nivel de SNC quanto ao nivel sistémico, propds-se
quantificar as concentra¢cdes das citocinas IL-6 e TNFa no plasma sanguineo de
animais tratados ou ndo com R59949. Por meio de ensaio de imunoabsorcdo
enzimatica foi possivel identificar que a estimulacdo gerada pelo LPS proporcionou
aumento na concentracdo de TNFa e IL-6 plasmaticos. Entretanto, o tratamento dos
animais com R59949 né&o alterou esse aumento, indicando que a inibicdo da DGK
atenue a febre independentemente da redugdo da concentracdo de citocinas
periféricas.

Com a intencéo de analisar o envolvimento da DGK com as ERO e ERN, foram
realizadas andlises de RPE, que permite a deteccdo de espécies paramagnéticas,
como as ERO e ERN, com alta preciséo e sensibilidade (HAWKINS; DAVIES, 2014).

Poucos séo os estudos que investigam os efeitos da inibicdo da DGK sobre a
concentracdo de ERO no organismo. Em nosso trabalho, a analise do sangue de
animais tratados com R59949 nao apresentou alteragdes significativas na producao
de ERO circulante, sinalizando que os efeitos da diminuicdo do aumento da
temperatura verificados apoés inibicdo da DGK ndo ocorrem por alteracao nos niveis
de ERO.

O NO modula relevantes termoefetores, como a vasculatura cutanea, TAM e
musculo esquelético (BRANCO; SORIANO; STEINER, 2014). A meia vida do NO é
muito curta, da ordem de segundos, porém € possivel avaliar sua biodisponibilidade
por meio de sua reacdo com a hemoglobina (LJUBISAVLJEVIC; STOJANOVIC,
2015). Assim, para estimar os niveis circulantes de NO, é realizada quantificacédo de
hemoglobina glicosilada no sangue total por meio de RPE, dado que a HbNO
apresenta espectro de RPE caracteristico, podendo ser quantificada pela anéalise de
amplitude de sinal e comparando com a amplitude da curva de calibracdo (HOGG,
2010; STEVEN et al., 2017). Foi demonstrado que a inibi¢cdo sistémica ndo seletiva
da sintese de NO, usando analogos de L-arginina, como L-NAME, abole ou pelo
menos reduz febres induzidas por LPS (BRANCO; SORIANO; STEINER, 2014;
STEINER; BRANCO, 2001).

Em estudo analisando células estimuladas com uma citocina inflamatoria, IL-
1B, por meio de PCR, western blotting e analises densitométricas e fluorimétricas, a
producdo de NO foi atenuada quando tratadas com R59949 (SHIMOMURA et al.,
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2016). Neste estudo, Shimomura e colaboradores (2016) indicam que o inibidor
diminui os niveis de NO por atenuar a captacao de L-arginina nas células incubadas
com IL-1B e tratadas com R59949. A hipotese apresentada é que a DGK pode estar
envolvida no transporte de L-arginina e, consequentemente, na geracédo de NO pela
NOS (SHIMOMURA et al., 2016). Ainda, em estudo prévio, o0 aumento da expressao
de INOS gerado pelo estimulo com IL-18 em células vasculares, foi reduzida
(NAKANO et al., 2012). Esses dados indicam um envolvimento da DGK na sinalizagéao
do NO.

Para entender entdo se a inibicdo da DGK poderia alterar os niveis de NO
circulante, realizamos quantificacdo do HbNO do sangue total dos animais, por meio
de RPE. Em nossos dados, o pré-tratamento com R59949 diminui os niveis de HbNO
do sangue de animais estimulados com LPS.

Este € um dado de grande relevancia no estudo do envolvimento da DGK na
manutencdo da febre. H4 uma hip6tese presente na literatura que a producao de TNF
e a producéo reduzida de NO sejam importantes para a disfuncdo do TAM (FARAH;
MICHEL; BALLIGAND, 2018). Steiner aponta que a inibicdo sistémica da sintese de
NO demonstrou prejudicar o aumento induzido pela norepinefrina na termogénese do
TAM (STEINER; BRANCO, 2001). O TAM é um 6rgéo especializado para a producéo
rapida de calor. A exposi¢cédo ao frio ou a presenca de pirdgenos ativa uma via de
termorregulacdo que resulta na inducdo da termogénese do TAM (TAN; KNIGHT,
2018). As mitocondrias dos adipdcitos marrons presentes no TAM possuem a proteina
desacopladora-1 (UCP-1), o que confere a capacidade de gerar calor por dissociar a
energia derivada da cadeia transportadora de elétrons para producdo de ATP
(TUPONE; MADDEN; MORRISON, 2014).

Sabe-se que o NO aumenta os niveis ciclicos de GMP em varios tecidos,
inclusive no TAM (STEINER; BRANCO, 2001). A via do NO-cGMP intensifica a funcao
do TAM durante a exposicdo ao frio, ou seja, quando ocorre a diminuicdo da
temperatura ambiente, o NO estimula a producédo de calor pelo TAM (FARAH,;
MICHEL; BALLIGAND, 2018). Nossos resultados apontam que o tratamento com
R59949 atenua a febre e diminuiu a concentracdo de HboNO uma possivel explicagdo
seria que a diminuigdo da biodisponibilidade de NO diminui a atividade do TAM por
meio da diminuicdo da atividade das UCP para geracdo de calor, ocasionando na
atenuacao da febre.
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Ha relatos que o papel pré-pirético do NO periférico ndo foi associado a
alteracdes nos niveis de citocinas pro-inflamatorias circulantes (BRANCO; SORIANO;
STEINER, 2014). Essa informacao esta em concordancia com os nossos dados, uma
vez que nas analises realizadas no sangue de animais tratados com R59949, os niveis
de citocinas circulantes ndo apresentaram muitas altera¢des, enquanto o aumento de
HbNO gerado pelo LPS foi reduzido no grupo tratado. Como este dado é bastante
significativo e ainda ndo ha estudos que relacionem o efeito da inibicdo da DGK com
a sinalizacao de NO na resposta febril induzida por LPS, novos estudos precisam ser
conduzidos para esclarecer esse resultado.

A sinalizacdo da via DGK é ampla, uma vez que regula os niveis de dois
segundos mensageiros, DAG e AF, que além de suas func¢@es individuais, participam
do ciclo de ressintese do fosfatidilinositol. Assim, os efeitos observados da inibicao de
DGK podem estar associados tanto ao acumulo de DAG, a diminui¢do de AF, ou a
inibicdo do ciclo de ressintese do fosfatidilinositol. O que torna o estudo do
envolvimento da DGK em uma condicao fisiolégica especifica, como a febre induzida
por LPS, complexo e com inimeras probabilidades e perspectivas.
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7. CONCLUSAO

Neste estudo apresentamos a contribuicdo da DGK para a modulacéo da febre
induzida por LPS. Nossos resultados demonstram que a sinalizacéo da via DGK esta
de fato associada aos efeitos produzidos pelo organismo em resposta ao estimulo
inflamatorio e pirogénico. A inibicdo da DGK ocasionou atenuacdo do aumento da
temperatura corporal esperado pela administracao sistémica de LPS, gerando menor
producdo de PGE: hipotalamica e menor biodisponibilidade de NO nesta condicéo.

Nossos dados fornecem novas vertentes para estudo dos mecanismos
envolvidos na manutencdo da febre e para novas possibilidades de atuacdo da
sinalizacdo DGK, e seus efetores, no organismo.

Estudos complementares sdo necessarios para compreender melhor o0s
resultados obtidos neste trabalho a fim de reconhecer a DGK como um novo alvo

molecular para o desenvolvimento de novas terapias farmacoldgicas.
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8. PERSPECTIVAS

Para melhor compreensdo do envolvimento da DGK na manutencéo da febre
induzida por LPS, alguns ensaios serdo propostos a fim de complementar os
resultados obtidos neste estudo.

Inicialmente confirmar se os resultados observados foram consequéncia da
inibicdo da DGK ou se séo efeitos do inibidor. Para isso € interessante analisar a
atividade enzimética da DGK apds o pré-tratamento com R59949. Além disso,
quantificar os niveis de DAG e AF para confirmar se ha acumulo e inibi¢éo,
respectivamente, apos o uso do R59949. Por fim, investigar se o efeito da inibicdo da
DGK pode ser reproduzido pela administracdo de um analogo do DAG, o 1-oleoil-2-
acetil-sn-glicerol.

Para avaliar se a antipirese decorrente da inibicdo da DGK é dependente da
ativacdo de PKC, prop0e-se co-tratar os animais com um inibidor de PKC e verificar
se ocorre reversao da febre. Estas andlises trardo um norte para o entendimento de
parte dos mecanismos envolvidos na diminuicdo da temperatura por inibicdo da
sinalizagdo DGK.

Ainda, para excluir de fato a possibilidade de inibicdo da via PISK/AKT/NFkB,
estudos de expressdo génica e western blotting da forma fosforilada da AKT e de
subunidades de NFkB no modelo experimental realizado sdo necessarios. Por fim,
como a diminuicdo da biodisponibilidade de NO foi intensa, cabe ressaltar a
importancia de complementar os dados obtidos com anélises mais especificas, como
a quantificacdo de L-arginina apos o tratamento com R59949 in vivo e analises do

efeito tecidual da inibicdo da DGK em outros locais, como no TAM.
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