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RESUMO

DA CRUZ, Ester Karolline Martins. Modulacdo de UCP1, UCP3 e Estresse Oxidativo no
Tecido Adiposo Marrom pela Liraglutida: Diferencas entre Machos e Fémeas. Brasilia,

2025. Dissertagdo de Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas — Faculdade de Ciéncias da Saude,
Universidade de Brasilia, Brasilia, 2025.

A febre, resposta fisioldgica a estimulos infecciosos ou inflamatorios, pode levar a
complicacdes graves se nao controlada, destacando a importancia de terapias que promovam
uma antipirese eficiente. Este estudo avaliou os efeitos da liraglutida, um agonista do receptor
GLP-1, na febre induzida por lipopolissacarideo (LPS) em ratos Wistar machos e fémeas. Apos
recuperagao de 7 dias da implantacao de transmissores de temperatura, os animais receberam
LPS (50 png/kg, intraperitoneal) para inducdo febril. A liraglutida foi administrada uma hora
apds o LPS em doses variaveis, com 0,3 mg/kg determinada como a dose ideal apos estudo
piloto. A temperatura corporal foi monitorada a cada 15 minutos durante 4 horas. Apds a
eutanasia, tecidos como o tecido adiposo marrom (TAM) e musculo esquelético foram
dissecados para andlises. A producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) no TAM e no
musculo esquelético foi quantificada por espectroscopia de ressonancia paramagnética
eletronica (RPE). Os resultados demonstraram que a produgao de ERO foi reduzida em machos
apos o tratamento com liraglutida, reforgando seus efeitos antioxidantes. A expressao de genes
relacionados a termogénese, como UCP1, UCP3, ADBR3 e PGCla, foi analisada por PCR em
tempo real. Os resultados mostraram que a expressao de UCP1 e UCP3 aumentou durante a
febre e foi reduzida apos o tratamento com liraglutida em machos, indicando uma regulagao
direta dos mecanismos termogénicos. Além disso, analises histologicas do TAM de ratos
machos revelaram que a liraglutida atenuou o infiltrado inflamatério induzido por LPS e
preservou a estrutura tecidual. Conclui-se que a liraglutida apresenta propriedades antitérmicas
e anti-inflamatoérias promissoras, com potencial para regular a febre e a termorregulagao
mediada pelo TAM. Estes achados abrem novas perspectivas para o uso terapéutico da
liraglutida, sendo necessarios estudos adicionais para explorar os mecanismos de acdo e as

diferencas observadas entre os sexos.

Palavras-chave: liraglutida; febre; termorregulagdo; tecido adiposo marrom



ABSTRACT

DA CRUZ, Ester Karolline Martins. Modulacdo de UCP1, UCP3 e Estresse Oxidativo no
Tecido Adiposo Marrom pela Liraglutida: Diferencas entre Machos e Fémeas. Brasilia,

2025. Dissertagdo de Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas — Faculdade de Ciéncias da Saude,
Universidade de Brasilia, Brasilia, 2025.

Fever, a physiological response to infectious or inflammatory stimuli, can lead to severe
complications if not controlled, highlighting the importance of therapies that promote effective
antipyresis. This study evaluated the effects of liraglutide, a GLP-1 receptor agonist, on
lipopolysaccharide (LPS)-induced fever in male and female Wistar rats. After a 7-day recovery
period following the implantation of temperature transmitters, the animals received LPS (50
pg/kg, intraperitoneal) to induce fever. Liraglutide was administered one hour after LPS at
varying doses, with 0.3 mg/kg determined as the optimal dose after a pilot study. Body
temperature was monitored every 15 minutes for 4 hours. After euthanasia, tissues such as
brown adipose tissue (BAT) and skeletal muscle were dissected for analysis. The production of
reactive oxygen species (ROS) in BAT and skeletal muscle was quantified by electron
paramagnetic resonance (EPR) spectroscopy. The results demonstrated that ROS production
was reduced in males after liraglutide treatment, reinforcing its antioxidant effects. The
expression of thermogenesis-related genes, including UCPI, UCP3, ADBR3, and PGCla, was
analyzed by real-time PCR. The results showed that UCPI and UCP3 expression increased
during fever and was reduced after liraglutide treatment in males, indicating a direct regulation
of thermogenic mechanisms. Additionally, histological analyses of BAT from male rats revealed
that liraglutide attenuated LPS-induced inflammatory infiltration and preserved tissue structure.
In conclusion, liraglutide exhibits promising antipyretic and anti-inflammatory properties, with
the potential to regulate fever and BAT-mediated thermoregulation. These findings open new
perspectives for the therapeutic use of liraglutide, and further studies are needed to explore its

mechanisms of action and the differences observed between sexes.

Keywords: liraglutide; fever; thermoregulation; brown adipose tissue
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1. INTRODUCAO

1.1. TERMORREGULACAO E FEBRE

A temperatura corporal (Tc) ¢ mantida dentro de uma faixa constante através de um
processo conhecido como termorregulacao (PONGEN, 2023), controlado principalmente pela
area pré-optica do hipotdlamo anterior (APOHA). Esta regido contém neurdnios que respondem
a variacoes de temperatura, desencadeando respostas apropriadas para seu ajuste. A
termorregulacdo ¢ um processo homeostatico que mantém o equilibrio entre a producdo e a
dissipacdo de calor, assegurando condi¢cdes adequadas para as funcdes metabodlicas e
fisiologicas do organismo (OGOINA, 2011). Este sistema de controle térmico ¢ importante para
a sobrevivéncia, pois mantém a temperatura corporal dentro de limites estreitos, mesmo frente
a variacOes significativas na temperatura ambiente ou em condi¢des que alteram a produgdo
interna de calor (BARTFAI; CONTI, 2010).

Em ambientes frios, a diminui¢ao da atividade dos neurdnios sensiveis ao calor ¢ o
aumento dos sensiveis ao frio ativam mecanismos de conservagdo de calor, como
vasoconstricdo, aumento da contragdo muscular, termogénese sem tremores € piloerecao.
Nessas condi¢des, impulsos enviados pelo tdlamo ao cortex cerebral geram a sensagao de frio,
estimulando comportamentos como maior atividade motora e busca por calor. Em ambientes
quentes, a maior atividade dos neuronios sensiveis ao calor e a redugdo dos sensiveis ao frio
estimulam mecanismos de dissipacdo de calor, como sudorese e vasodilatacdo, além de
comportamentos de busca por locais frescos. Esses mecanismos termorregulatdrios sao
influenciados pela temperatura da pele e sdo essenciais para manter a Tc (BRAZ, 2005;
SCHLADER; 2011).

A zona termoneutra, ou termoneutralidade, ¢ o intervalo de temperatura ambiente (Ta)
no qual a regulacdo térmica ¢ mantida apenas pelo ajuste do fluxo sanguineo cutaneo,
garantindo equilibrio entre a conservagao e a perda de calor (ROMANOVSKY et al., 2018).

A homeostase térmica ¢ mantida quando a conservacdo e a perda de calor estdo
balanceadas, e a Tc varia quando esse equilibrio ¢ perturbado. A termorregulagao tem a funcao
de preservar a Tc em um intervalo previamente definido, proximo a 37° celsius (°C),
apresentando uma variacdo diaria de aproximadamente 0,5°C e sendo afetada por diversos
fatores ambientais e biologicos, resultando em variagdes ao longo do tempo. Fatores endogenos,

como o ritmo circadiano, ciclo menstrual, aptidao fisica, sexo e idade, juntamente com fatores
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exogenos, como o ambiente, dieta e estilo de vida, desempenham um papel importante nas
flutuagdes da Tc (WALKER, 1990; KELLY, 2007).

A febre representa uma resposta fisioldgica caracterizada pela elevagao controlada da
temperatura corporal, resultado da ativagdo do centro termorregulador localizado na APOHA
em resposta a estimulos infecciosos ou ndo infecciosos. Sua resposta complexa reflete efeitos
sistétmicos coordenados por mecanismos enddcrinos, neurolégicos, imunoldgicos e
comportamentais. Além de elevar a temperatura, a febre promove alteragdes nas fungdes
metabolicas, fisiologicas e imunoldgicas, bem como desencadeia mudangas comportamentais
(BALLI; SHUMWAY; SHARAN, 2023; OGOINA 2011).

A febre oferece diversas vantagens no combate a infecg¢des, funcionando como um
mecanismo de defesa do organismo. Ela induz respostas metabdlicas que favorecem o uso de
proteinas e gorduras como fontes de energia, em vez de glicose, prejudicando o crescimento
bacteriano, a fun¢do imunoldgica ¢ aprimorada, com maior infiltracio de leucdcitos,
estimulacdo da producao de citocinas, como interleucinas e interferons, e ativacao de células T
e natural killer (NK). A resposta febril também inibe a replicagao viral e o crescimento de muitos
agentes microbianos, que crescem a Tc normais, resultando em uma resposta imunoloégica mais
eficiente e eficaz durante infec¢des (PEREIRA; BATALHAO; CARNIO, 2014; BALLI;
SHUMWAY; SHARAN, 2023).

Porém, a elevagao excessiva e prolongada da Tc pode gerar efeitos graves em diversos
sistemas organicos. Apenas um aumento de 1°C pode elevar a taxa metabdlica em 10-12,5%,
resultando em maior demanda de oxigénio, aumento da frequéncia respiratoria e sobrecarga
cardiovascular (BALLI; SHUMWAY; SHARAN, 2023). Isso pode causar fadiga, cefaleias,
dores articulares, alteracdes no eletrocardiograma, aumento do sono de onda lenta, além de
distarbios da consciéncia e até convulsdes. No cérebro, pode levar a disfungdes cognitivas e
cerebelares devido a sensibilidade das células de Purkinje. No figado, ocorre elevagdo de
enzimas hepaticas e danos, podendo levar a insuficiéncia hepatica. Nos rins, reduz a taxa de
filtracdo glomerular e aumenta o risco de lesdo renal aguda devido a ativagdo do sistema renina-
angiotensina-aldosterona. No trato gastrointestinal, a febre pode causar redu¢do no fluxo
sanguineo, estresse oxidativo, inflamacdo e edema, agravando ainda mais os danos ao
organismo (SILBERNAGL; LANG, 2016; BALLI; SHUMWAY; SHARAN, 2023).

Os pirdgenos sao substancias capazes de induzir febre, sendo classificados em
exdgenos, quando provenientes de agentes externos, e endogenos, produzidos pelo proprio
organismo em resposta aos exogenos. Os pirdgenos exdgenos incluem toxinas bacterianas,

patogenos virais, complexos antigeno-anticorpo e componentes da parede celular de bactérias,
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como lipopolissacarideos (LPS) presentes na membrana externa de bactérias Gram-negativas,
que se ligam a receptores em macréfagos e induzem a liberagdo de pirdgenos endogenos. Estes
incluem citocinas pro-inflamatorias, como interleucinas e interferons, que estimulam a
producao de endotelina-1 (ET-1), fator de liberagdao de corticotrofina, substancia P, opioides e
prostaglandina E> (PGE2), principal mediador pirogénico, que atua na APOHA alterando o
intervalo regulatorio térmico para temperaturas mais elevadas. Como resultado, o organismo
ativa mecanismos de producao e conservacao de calor, levando ao aumento da Tc caracteristico
da febre (ZAMPRONIO, 2015; CHARKOUDIAN, et al., 2003; BROOM, 2007).

A febre envolve a interacdo coordenada entre o sistema imunoldgico inato e circuitos
neurais centrais e periféricos. O processo comeca com a deteccdo de padrdes moleculares
associados a patogenos (PAMPs), como LPS, por receptores de reconhecimento de patdégenos
(PRRs), incluindo os receptores Toll-like (TLRs), em células imunes inatas como macrofagos,
neutrofilos e células dendriticas. Em resposta, o LPS ativa rapidamente o sistema imunolégico,
que induz a producdo inicial de PGE> (EVANS; REPASKY; FISHER, 2015; ZAMPRONIO,
2015).

A PGE; se liga ao receptor EP3 nos neurdnios termorreguladores dessa regido,
desencadeando mecanismos autondmicos como a liberagdo de noradrenalina (NA), que
aumenta a termogénese no tecido adiposo marrom (TAM) e provoca vasoconstri¢ao periférica,
reduzindo a perda de calor. Simultaneamente, a acetilcolina estimula a musculatura a converter
energia em calor, elevando a taxa metabdlica. A ativagdo continua de receptores TLR4 em
macrofagos, células de Kupffer, adipocitos e microglia estimula a liberagdo de citocinas
inflamatérias, como IL-1B, interleucina-1a (IL-1a), TNF-a, IL-6, interferon B (IFN-B) e
interferon y (IFN-y). Essas citocinas agem em receptores expressos em células endoteliais
encefélicas responsaveis pelo aumento da sintese de ciclooxigenase 2 (COX-2), enzima que
catalisa a oxidacdo do acido araquiddnico, resultando na producgdo adicional de PGE, e enviam
sinais a APOHA, consolidando e mantendo o estado febril durante a infeccdo (ROTH,

BLATTEIS, 2014; EVANS; REPASKY:; FISHER, 2015).
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Figura 1: Mecanismo de inducdo da febre. O LPS ativa macrofagos e células dendriticas, estimulando a
liberacdo de citocinas como IL-1, IL-6 ¢ TNF, além da producdo de PGE.. Esta, por sua vez, age na APOHA,
ativando receptores EP3 em neuronios, o que leva ao aumento da temperatura corporal. No tecido periférico,
noradrenalina e acetilcolina promovem ativagao do TAM, vasoconstri¢do e tremores musculares, contribuindo para
a termogénese e manutengdo da febre. Fonte: EVANS; REPASKY; FISHER, 2015 (adaptado).

A febre ¢ caracterizada por um processo autorregulado, resultando em um aumento da
Tc central induzido por pirdgenos, que ultrapassa as variagdes diarias normais de 0,5°C. Em
constraste, a hipertermia (>41,0°C) ocorre quando a Tc excede os limites da regulacdo
hipotalamica, sem controle homeostatico, geralmente devido a aquisi¢do de calor de fontes
externas ou, mais raramente, por condi¢gdes como tumores ou hipertiroidismo. A resposta febril
pode ser classificada em baixa (37,3 a 38,0°C), moderada (38,1 a 39,0°C) e alta (39,1 a 41,0°C),
sendo diagnosticada com temperaturas superiores a 38°C na medicao retal, 37,8°C na oral ou
37,5°C na axilar. O tratamento ¢ indicado apenas quando ha desconforto clinico significativo
ou quando a temperatura axilar ultrapassa 38,5°C (CORDEIRO, 2013; OGOINA, 2011;
FERREIRA et al., 2022; BALLI et al., 2022).

1.2.  ANTIPIRESE

A reducdo da Tc desempenha papel protetor em casos de febres intensas e prolongadas.
A antipirese enddgena refere-se aos mecanismos que neutralizam a febre, sendo regulada
principalmente pelo eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal (HPA) e por neuropeptideos. O HPA atua

como um sistema de feedback neuroendécrino que controla a intensidade e a duragdo da febre,
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moderando a resposta imune excessiva e mantendo a febre sob controle (ROTH, BLATTEIS,
2014). Esse processo permanece ativo no organismo para limitar a febre, prevenindo danos
decorrentes de uma resposta inflamatoria exacerbada. Estudos indicam que a exposi¢ao
continua a pirogenos exogenos durante a infancia pode prolongar a acdo do HPA,
proporcionando uma protecdo contra agravos da febre (MOUIHATE, 2013).

A arginina vasopressina (AVP) age como antipirético endégeno, regulando a reacao
febril com feedback negativo sobre a Tc. A AVP, liberada no sistema nervoso central (SNC),
pode neutralizar os efeitos de pirégenos endégenos, como citocinas e prostaglandinas (PG), e
estudos indicam que substancias, que aumentam a liberacdo de AVP, reduzem a producédo de
PGE:> e inibe a expressdo de seus receptores. Em modelos experimentais, observou-se um
aumento significativo no contetdo de AVP no hipotalamo ap6s a inducéo de febre por LPS,
evidenciando o papel da AVP no controle da febre (WANG et al., 2023).

A antipirese enddgena também é mediada por glicocorticoides, citocinas com acéo
antipirética (IL-10) e fatores lipidicos anti-piréticos originados do baco, neuropeptideos e 6xido
nitrico (NO) (PRAJITHA; ATHIRA; MOHANAN, 2019).

O controle da temperatura corporal durante a febre pode ser restabelecido de duas
maneiras: naturalmente, através da redugcdo das concentragdes de PGE>, ou
farmacologicamente, através da administracdo de antipiréticos. Os anti-inflamatorios nao
esteroidais (AINEs) exercem efeito antipirético ao inibirem a producao de PGs, competindo
com o acido araquidonico pelas enzimas COX-1 e COX-2 (SEABRA, 2015). Embora
geralmente sejam seguros, ¢ necessario cautela em condigdes especificas, como na dengue,
onde o uso de AINEs pode aumentar o risco de sangramentos e agravar a trombocitopenia
(MOHIUDDIN, 2023).

O paracetamol ¢ amplamente utilizado por sua eficacia como antipirético e analgésico,
sendo considerado seguro devido & sua ampla janela terapéutica e baixa toxicidade quando
usado de forma racional. Embora seu mecanismo de agdo ndo seja totalmente compreendido,
acredita-se que seu efeito ocorra principalmente no SNC, existem evidéncias de que o
metabolito AM404 do paracetamol pode ativar indiretamente vias canabinoides, o que
explicaria sua capacidade de induzir hipotermia na auséncia de febre, diferentemente dos
AINEs (CANNON, 2013). Além disso, estudos sugerem que seu efeito antipirético pode estar
associado a inibicdo da COX-2 no SNC, reduzindo a sintese de PGE,. Camundongos com
menores niveis de COX-2 apresentam maior sensibilidade ao efeito redutor de febre do
paracetamol, refor¢ando a hipdtese de que sua acdo antipirética ocorra predominantemente por

meio da inibicdo dessa enzima (MIRRASEKHIAN et al., 2018).
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A dipirona (metamizol) é uma pro-droga que, apods biotransformacdo, gera os
metabolitos 4-MAA (4-metilaminoantipirina) e 4-AA (4-aminoantipirina), responsaveis por
suas potentes propriedades antipiréticas e analgésicas, embora tenha baixa atividade anti-
inflamatoéria. Na febre induzida por LPS, apenas o0 4-MAA ¢ capaz de abolir a resposta febril,
enquanto a dipirona e o 4-AA apenas reduzem a fase inicial da febre (QUEIROZ, 2016).
Embora o mecanismo de acdo da dipirona e seus metabolitos ainda ndo seja completamente
elucidado, estudos sugerem que seu efeito antipirético ndo esta relacionado a inibig¢ao da sintese
de PGEo. Isso ¢ evidenciado pelo fato de que a dipirona ¢ capaz de reduzir a febre induzida pelo
veneno do escorpido Tityus serrulatus, que provoca febre independentemente da producao de
PGE> (MALVAR, 2012).

A dipirona apresenta eficacia antipirética em criangas febris comparavel a do ibuprofeno
(ALNAJAR et al., 2024), além de oferecer melhor tolerabilidade gastrointestinal em
comparac¢do com os AINEs (SZNEJDER, 2022). No Brasil, ¢ o analgésico e antipirético mais
utilizado, mas, apesar de sua eficacia comprovada, seu uso ¢ restrito em paises como EUA,

Canadé e Reino Unido devido ao risco de agranulocitose (CURVELLO et al., 2024).

1.3. TECIDO ADIPOSO MARROM

A presenca do TAM foi descrita inicialmente somente em pequenos mamiferos ou em
hibernacdo e, posteriormente em neonatos e criancas. No entanto, Virtanen (2009) detectou
depdsitos desse tecido metabolicamente ativo em adultos através da tomografia por emisséo de
positrons com fluor-18 fluorodeoxiglicose, tendo como sua principal funcdo a termorregulacéo.
O TAM esté localizado nas regides cervical, axilar, supraclavicular, mediastinal, paraespinhal
e abdominal em humanos (LEITNER, et al., 2017). Esse tecido possui uma vasculatura extensa,
permitindo intenso fluxo sanguineo quando estimulado e sua quantidade diminui gradualmente
a medida que os mamiferos avancam do estadgio neonatal para a vida adulta (HIMMS-
HAGEN,1985; ALMIND et al., 2007).

O TAM ¢ composto por adipocitos marrons, que sdo multiloculares, ou seja, contém
varias goticulas lipidicas contendo triacilglicerol, e exibem numerosas mitocondrias
posicionadas proximas a membrana plasmatica, que possuem cristas paralelas devido a
presenca da proteina desacopladora 1 (UCP1) e da enzima ATP sintase (CASSOLLA, 2012).
A UCP1 encontrada na membrana interna das mitocondrias do adipdcito marrom é responsavel
pelo potencial termogénico do TAM, portanto a concentracdo de UCP define a capacidade das
células desse tecido em promover a termogénese independente de tremor (LABBE et al., 2015).
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A UCP desacopla a fosforilagdo oxidativa, permitindo o vazamento de prétons e o
desacoplamento do gradiente de prétons entre 0 espaco intermembranar e a matriz mitocondrial,
0 que reduz a sintese de ATP e gera calor. Esse processo € desencadeado pela liberacdo de NA
pelas fibras pos-ganglionares eferentes do sistema nervoso simpatico (SNS), que se liga
predominantemente aos receptores B3-adrenérgicos (ADBR3) no TAM. Essa interacdo ativa
uma cascata metabolica que inclui o aumento dos niveis de AMP ciclico (AMPCc), a ativacdo da
proteina quinase A e através da lipélise, a geracdo de acidos graxos liberados, que servem como
fonte de energia e ativam a UCP (CASSOLLA, 2012; LABBE et al., 2015; ALMIND et al.,
2007).

A deteccdo de sinais de frio pelo nGcleo mediano da APOHA (mnPOA) desencadeia
mecanismos hipotalamicos para induzir a termogénese no TAM. Seus receptores de PGE
subtipo EP3, que estdo conectados ao nucleo dorsomedial do hipotalamo (DMH) e a rafe palida
rostral (rRPA) no tronco cerebral realizam o controle da termogénese no TAM para induzir a
febre através do mecanismo que envolve 0 AMPc (CONTRERAS et al., 2017). ArRPA e o
DMH realizam esse controle por meio de sinais excitatorios de glutamato e inibitorios de
GABA. O glutamato estimula neurbnios pré-motores simpaticos, aumentando a atividade
simpética e a producéo de calor, enquanto o GABA reduz essa atividade em condigdes de calor.
Em resposta ao calor, termorreceptores ativam neurdnios glutamatérgicos na area pré-éptica
medial, que excitam vias GABAGérgicas, inibindo o DMH e o rRPa e suprimindo a termogénese.
Ja em temperaturas baixas, termorreceptores estimulam a desinibicdo do DMH e do rRPa,
promovendo a termogénese no TAM. O equilibrio entre esses neurotransmissores € essencial
para ajustar a termogénese (Fig. 3) (MORRISON, 2016; MORRISON; NAKAMURA, 2019).
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Figura 2: Sinais excitatérios e inibitérios durante a termogénese. No ambiente quente, sinais sensoriais
inibitérios do GABA provenientes do ntcleo pré-optico (POA) inibem a termogénese do TAM e promovem
vasodilataggo, facilitando a perda de calor. J4 em ambientes frios ou durante infec¢des, os sinais excitatorios de
glutamato mediados por PGE; ativam fluxos simpaticos, aumentando a termogénese no TAM e promovendo
vasoconstri¢do, reduzindo a perda de calor e resultando em respostas hipertermicas. Fonte: NAKAMURA et al,
2022 (adaptado).

A ativagdo dos receptores B-adrenérgicos no TAM, principais receptores envolvidos nas
vias de termogénese adaptativa em adipocitos marrons, inicia uma cascata de sinalizacdo que
quebra triglicerideos, liberando acidos graxos que ativam a UCP, além de metabolizar glicose e
amino&cidos durante a termogénese, aumentando o gasto energético e melhorando condigdes
como hiperglicemia e dislipidemia. Isso torna o TAM um alvo terapéutico promissor para
disturbios metabdlicos e obesidade (MCNEILL; SUCHACKI; STIMSON, 2021). Embora sua
prevaléncia seja reduzida em individuos obesos, a capacidade funcional do TAM permanece
preservada (KULTERER et al., 2022).

O coativador do receptor gama ativado por proliferador de peroxissoma 1-o. (PGC1-a) €
uma proteina inicialmente reconhecida por sua interacdo com o receptor gama ativado por
proliferador (PPAR-y). O PGC1-a modula a expressdo da UCP1 e promove a termogénese n0O
TAM. Além disso, sua distribuicao tecidual e estudos fisiol6gicos demonstram que o0 PGC1-a é
essencial para 0 metabolismo oxidativo, biogénese mitocondrial, gliconeogénese hepatica e beta-
oxidacdo de &cidos graxos (BOSTROM et al., 2012; SEMPLE et al., 2004).

Os adipadcitos beges, localizados principalmente no depdsito adiposo inguinal dentro do
tecido adiposo branco (TAB), sdo células termogénicas intermedirias entre adipdcitos marrons
e brancos. Apresentam mitocondrias abundantes, expressam UCP1 em niveis inferiores as
encontradas no TAM e possuem multiplas goticulas lipidicas (SHABALINA et al., 2013). Sua
formacdo é induzida por diferenciacdo de progenitores ou transdiferenciacdo de adipocitos
brancos maduros, desencadeada por frio, exercicios fisicos e agonistas f3-adrenérgicos. Além
desses estimulos, fatores genéticos, dieta, periodos de desenvolvimento e localizagdo anatdmica
dos depdsitos adiposos também influenciam sua biogénese. O “escurecimento” do TAB surge
como estratégia promissora para aumentar a termogénese e regular o metabolismo energético,
destacando-se como potenciais alvos terapéuticos na obesidade e distirbios metabdlicos
(IKEDA; MARETICH; KAJIMURA, 2018; MCNEILL; SUCHACKI; STIMSON, 2021,
ZOICO et al., 2019).

Os roedores, com excecdo da transpiragdo, apresentam um conjunto de respostas
térmicas e mecanismos de reflexo térmico analogos aos observados nos humanos
(MORRISON, 2016).

Estudos destacaram as semelhancgas entre 0 TAM humano com o TAM de ratos, ao
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demonstrarem as mesmas caracteristicas fisioldgicas e funcionais como, a alta capacidade de
captacdo de glicose no frio e a grande expansdo de UCP. Baseado nisso, sugeriu-se que a
regulacao da atividade do TAM em humanos possa ser semelhante em roedores (VIRTANEN
et al., 2019). Sendo assim, o entendimento da atividade do TAM em ratos se torna essencial na

investigacdo para o tratamento de desordens termogénicas em humanos.
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Figura 3: Termogénese do tecido adiposo marrom. A estimulagdo simpatica via receptores f-adrenérgicos ativa
a adenilato ciclase (AC), aumentando AMPc e ativando a PKA, que mobiliza acidos graxos (FA) a partir de
triglicerideos. Nas mitocondrias, o desacoplamento da cadeia de transporte de elétrons por UCP1 gera calor,
utilizando FA como mediadores. Além disso, glicose ¢ transportada por GLUT1/4 para fornecer energia ao
processo. Fonte: McNeill; Suchacki; Stimson, 2021 (adaptado).

1.4. MUSCULO NA FEBRE

O musculo esquelético, que representa aproximadamente 40% do peso corporal humano
e contém entre 50% a 75% das proteinas do corpo, € um tecido altamente dinamico,
desempenhando um papel significativo na termogénese em humanos (FRONTERA; OCHALA,
2015). Os musculos esqueléticos desempenham um papel fundamental na producdo de calor
em resposta a temperaturas frias, utilizando tanto contra¢des voluntdrias durante atividades
fisicas quanto contragdes involuntérias, como os tremores (BLONDIN; HAMAN, 2018).

E amplamente reconhecido que os tremores, que consistem em contragdes musculares
repetitivas, sdo um mecanismo fundamental para a producdo de calor, funcionando como uma
primeira linha de defesa em situagdes de exposicdo repentina ao frio. Em muitas espécies,
incluindo aves, marsupiais e certos mamiferos onde a termogénese mediada pelo TAM ¢
limitada ou até ausente, a geracao de calor pelos musculos esqueléticos se torna o principal

método para manter a temperatura corporal (ROWLAND; BAL; PERIASAMY, 2015). Isso
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acontece através do recrutamento de mecanismos de termogénese, que incluem tanto os
tremores quanto outras formas de atividade muscular que ndo envolvem tremores diretamente
(BLONDIN; HAMAN, 2018).

O calor produzido durante os tremores do musculo esquelético, que ocorre como parte
da aclimatagdo ao frio, resulta da hidrolise do ATP (PERIASAMY; HERRERA; REIS,
2017). Ao contrario da UCP1, que ¢ majoritariamente encontrada no TAM, a proteina
desacopladora 3 (UCP3) ¢ expressa predominantemente no musculo esquelético e no coragao
(POHL et al., 2019) e contribui para a producao de calor por meio de um desacoplamento suave

(DE MARCHI; CASTELBOU; DEMAUREX, 2011).

1.5. PEPTIDEO SEMELHANTE AO GLUCAGON 1

O trato gastrointestinal atua como um extenso 6rgdo endocrino, responsavel pela
producdo de hormonios incretinas. Dentre eles, destaca-se o peptideo semelhante ao glucagon-
1 (GLP-1), liberado pelas células L localizadas no intestino delgado distal e no célon, e o
peptideo insulinotropico dependente de glicose (GIP). Esses dois horménios sdo responsaveis
por estimular entre 60% e 70% da secrecao de insulina apés uma refeicdo. O GLP-1 é liberado
em resposta a ingestdo de monossacarideos metabolizaveis, como glicose, frutose e galactose,
monossacarideos ndo metabolizaveis, como o metil-a-glicopiranosideo, além de &cidos graxos
de cadeia longa, proteinas e determinados aminoacidos (DEFRONZO, 2017; MULLER et al.,
2019).

O GLP-1 desempenha diversas func¢des na regulacao glicémica, estimulando a secre¢ao
de insulina de forma dependente de glicose e inibindo a liberacdo de glucagon tanto em
condicdes de hiperglicemia quanto de euglicemia. Além de seu papel no controle glicémico,
suas acOes se estendem a varios 6rgdos. No trato gastrointestinal, reduz a motilidade e a
secrecdo gastrica, prevenindo picos glicémicos pds-refeicdo. No SNC, regula o apetite e
diminui a ingestdo caldrica. No coracdo, eleva a frequéncia cardiaca e protege a vasculatura.
No figado, diminui a gliconeogénese e o acumulo de gordura. No péancreas, promove a
proliferacéo e protecdo das células beta. No musculo, aumenta a sensibilidade a insulina, e nos
0ssos, estimula a formacéo 6ssea, além de outros efeitos (KIM et al., 2007; NAUCK et al.,
2021; MULLER et al., 2019) (Figura 4).

A degradacdo do GLP-1 ocorre de maneira muito rapida, sendo clivado pela enzima
dipeptidil peptidase-4 (DPP-4) logo apds sua liberagédo na circulacdo, o que limita sua eficacia

terapéutica devido a sua meia-vida extremamente curta, cerca de 2 minutos. Além disso, 0 GLP-
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1 e o GIP sdo rapidamente eliminados pelo rim. Para contornar essa limitagdo, foram
desenvolvidos agonistas do receptor GLP-1, que replicam seus efeitos glicorregulatérios, mas
foram projetados para serem mais resistentes a degradacéo pela DPP-4, oferecendo uma acéo
mais duradoura e ampliando seu potencial terapéutico (DRUCKER, 2003; DRUCKER, 2006).

Cérebro

Ingestao alimentar |
Ingestao de agua |
Aprendizagem e meméria 1
Neuroprotegao 1
Inflamagao |
Comportamento de
recompensa |
Palatabilidade |
Secregao de insulina 1 Apoptose |
Sintese de insulina 1

Secregéo de glucagon 1

Proliferagao de células
g1

Apoptose |
Sobrevivéncia das
células B 1

Pancreas

2» Figado

Gliconeogénese |
Esteatose |

Rim
Diurese 1
Natriurese 1

Trato Gl

Esvaziamento gastrico |
Motilidade Gl |

Coragdo

Masculos »
Contratilidade 1

Débito cardiaco t
Sobrevivéncia de miocitos 1
Cardioprotegao t

Utilizagao de glicose t
Vasodilatagéo 1

Captagdo de glicose t
Osso Fungao ventricular esquerda 1
Pressao arterial 1| —
Frequéncia cardiaca 1|—
Produgao de ANP 1
Natriurese 1

Sensibilidade a insulina 1
Captagao de glicose 1

Fungao ossea 1
Massa 6ssea t

Figura 4: Efeitos de GLP-1 no organismo. No pancreas, promove secre¢do e sintese de insulina e proliferacdo
de células . No cérebro, reduz ingestdo alimentar, melhora memoria e aprendizado. No figado, reduz
gliconeogénese e esteatose. No coragdo, melhora contratilidade, débito cardiaco e protege cardiomiécitos. Nos
rins, aumenta diurese. Nos musculos, melhora captacédo de glicose e sensibilidade a insulina. Nos 0ssos, promove
aumento de massa e fungdo 0ssea, enquanto no trato gastrointestinal, reduz esvaziamento gastrico e motilidade.
Fonte: MULLER et al., 2019

1.6. LIRAGLUTIDA

A liraglutida, agonista do receptor GLP-1, mantém semelhanca estrutural de 97% com
0 GLP-1 humano, mas apresenta modifica¢fes que aumentam sua eficacia. A substituicdo do
aminoéacido lisina 34 por arginina e a adicdo de uma cadeia lateral de &cido graxo C16 na
posicao 26, utilizando um espagador de acido y-glutamico, conferem a liraglutida uma maior

afinidade pela albumina no plasma, o que prolonga sua ac¢do (Figura 5). Com uma meia-vida

24



de cerca de 13 horas, esse farmaco permite administracéo diaria eficaz (AGERS( et al., 2002;
RUSSEL-JONES, 2009; NAUCK et al., 2021).

A liraglutida demonstrou reduzir a glicose plasmatica de forma similar aos tratamentos
com insulina ao reduzir a hemoglobina glicada (cerca de 1,1 a 1,8%) com risco menor de
hipoglicemia (NAUCK et al., 2021; MADSBAD, 2019). Além disso, promove melhorias na
fun¢@o das células B pancreaticas, contribuindo para o controle glicémico. Por essas razoes, a
liraglutida foi o primeiro farmaco dessa classe desenvolvido para o tratamento do diabetes
mellitus tipo 2 (DM2) e demonstrou eficicia tanto em monoterapia quanto em terapia
combinada nos ensaios clinicos do programa LEAD (Liraglutide Effect and Action in Diabetes)
(BLASCO et al., 2010).

Em 2016, a liraglutida (3 mg) foi aprovada no Brasil pela ANVISA para o tratamento
da obesidade, respaldada por estudos que demonstraram sua eficacia na reducdo da pressdo
arterial, na diminuicdo da prevaléncia de pré-diabetes e na promogéo da perda de peso. Ensaios
clinicos evidenciaram perdas de até 5 kg com a dose de 1,8 mg em pacientes com DM2 e de 7
a 9 kg com a dose de 3 mg em individuos com obesidade apds 56 semanas (KNUDSEN; LAU,
2019). Além disso, destacou-se por promover reducdes expressivas na massa corporal e no
indice de massa corporal (IMC), consolidando-se como uma opg¢do eficaz no manejo da
obesidade (ASTRUP et al., 2009; MEHTA; MARSO; NEELAND; 2017).

A liraglutida também tem demonstrado beneficios significativos na salde
cardiovascular, incluindo reduc¢éo nos riscos de eventos cardiovasculares adversos maiores, na
mortalidade por causas cardiovasculares, além de menores taxas de infarto do miocardio e
acidente vascular cerebral ndao fatais, especialmente em individuos com fatores de risco
preexistentes (MARSO et al., 2016; VEMULAPALLI et al., 2023; SREENIVASAN et al.,
2024; MADSBAD, 2019).

Estudos recentes indicam a capacidade da liraglutida de melhorar a perfusdo miocardica,
a eficiéncia energetica cardiaca e a resisténcia fisica, complementando os dados prévios ao
evidenciar beneficios ndo apenas na reducdo de riscos cardiovasculares, mas também na
qualidade de vida e funcionalidade dos pacientes (CHOWDHARY et al., 2024).
Adicionalmente, age reduzindo a excrecdo urinéria de albumina e retardando a progressao de
complicacdes renais (KRISTENSEN et al., 2019).

Mert e colaboradores (2022) evidenciaram que a liraglutida exerca agdo anti-
inflamatdria ao observarem que o farmaco reduziu a hipersensibilidade mecanica e térmica, o
edema e a temperatura da pata de ratos em um modelo de inflamacéo local. Ademais, estudos

sugerem que o GLP-1 endOgeno atua em receptores centrais para limitar a febre, enquanto um
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antagonista do receptor de GLP-1 causa o aumento da febre induzida por LPS ap6s o tratamento
intracerebroventricular (RINAMAN; COMER, 2000).

Estudos recentes destacam os efeitos anti-inflamatorios da liraglutida, que modula a via
da proteina quinase ativada por AMP e o fator nuclear kappa B (NF-kB), protegendo neurdnios
dopaminérgicos e reduzindo a apoptose, sugerindo potencial para tratar Alzheimer (CAO et al.,
2021). Em obesos com diabetes tipo 2, a liraglutida além de inibir a via NF-kB, reduziu
marcadores inflamatdrios, como TNF-a e receptores Toll-like 2 e 4, e aumentou a expressdo de
sirtuina 1(SAVCHENKO et al., 2019). Além disso, demonstrou melhorar a esteatose hepatica
ao reduzir TNF-a e NF-xB no figado, enquanto aumenta a expressao de inibidor de kappa B,
um regulador anti-inflamatorio (LUO et al., 2019).

Apesar dos resultados promissores, 0s efeitos adversos gastrointestinais transitorios,
incluindo nauseas, vomitos, dispepsia, constipacdo e diarreia sdo frequentes, principalmente
durante as fases iniciais do tratamento, destacando a necessidade de mais estudos para avaliar
sua relacéo risco-beneficio, contraindicacdes e seguranca a longo prazo (MEHTA; MARSO;
NEELAND; 2017; SEO, 2020; LEE et al., 2023).
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Figura 5: Estrutura da Liraglutida, um analogo do GLP-1. A modificacdo inclui a ligagdo de um acido graxo
C-16 ao residuo de glutamato na posi¢cao 26 e uma substitui¢do de arginina na posi¢ao 34, prolongando sua meia-
vida no organismo. Fonte: RUSSEL-JONES, 2009 (adaptado).

1.7. DIFERENCAS ENTRE OS SEXOS NA FEBRE

Nas ultimas décadas, tanto estudos em animais quanto em humanos tém negligenciado
as fémeas. No entanto, a experiéncia clinica comprova que a resposta farmacoldgica pode variar
entre os dois sexos, uma vez que as diferengas fisiopatologicas entre sexos influenciam
significativamente a farmacocinética e farmacodindmica de drogas (MAUVAIS- JARVIS, et

al., 2021).
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A Tc apresenta variagdes entre os sexos. Na febre induzida por LPS, ratos machos
apresentam maior resposta febril do que as fémeas. Apos castracdo, ratos machos apresentam
uma reducao significativa na resposta febril, especialmente no segundo pico da febre, ja em
fémeas ovacteriomizadas (OVX) a febre mediada por PG ¢ aumentada, possivelmente devido
a ativacdo de mecanismos compensatdrios, como o aumento na sintese de COX-2 e PGE>. A
reposi¢do de estrogénio nesses animais reverte esse efeito, reduzindo a febre induzida por LPS
(MURAKAMI; ONO, 1987; BRITO et al., 2016; BRITO et al., 2020).

Além disso, a endotelina (ET)-1 também modula a febre de forma dependente do perfil
hormonal, uma vez que o bloqueio do receptor de ET-1 reverte a febre induzida por LPS em
fémeas com ciclo estral funcional, mas ndo em OVX. Esses achados indicam que o estrogénio
modula a resposta febril, resultando em uma febre menos intensa em fémeas com ciclo estral
funcional, refor¢cando o papel desse hormonio na modulacdo da resposta febril (COELHO et
al., 2021).

Nas fémeas, a Tc ¢ de 0,3 °C a 0,7 °C mais alta durante a fase lutea pds-ovulatoria,
quando os niveis de progesterona estdo elevados. Estrogénio e testosterona presentes na
APOHA modulam a Tc, sendo que os estrogénios agem diretamente nos vasos, intensificando
a vasodilatagdo periférica mediada pelo 6xido nitrico. Em contrapartida, a progesterona tem um
impacto maior sobre a termogénese, atuando diretamente nos neuronios da APOHA, o que
sugere seu papel na regulagdo da Tc (BAKER; SIBOZA; FULLER, 2020; CHARKOUDIAN;
STACHENFELD, 2016; FERNANDEZ-PENA et al., 2023).

27



2. JUSTIFICATIVA

A liraglutida, um agonista do receptor GLP-1, ¢ amplamente utilizada no tratamento do
diabetes tipo 2 e obesidade devido aos seus efeitos bem estabelecidos na regulagdo glicémica,
reducdo do peso corporal e prote¢do cardiovascular. Além desses beneficios classicos, estudos
recentes t€ém demonstrado que a liraglutida possui efeitos anti-inflamatoérios significativos em
diversos contextos. Evidéncias experimentais indicam que a liraglutida reduz a inflamagao e
temperatura em modelos de inflamagao local (Mert et al., 2022), enquanto o bloqueio do
receptor GLP-1 potencializa a febre induzida por LPS (Rinaman e Comer, 2000). O TAM
desempenha fun¢do central na termorregulagdo, sendo ativado em condigdes febris para
intensificar a producdo de calor e atuar como um importante efetor das respostas térmicas.
Estudos prévios documentaram aumento significativo na produ¢do de ERO durante a febre
(Gomes et al., 2018), e considerando as propriedades antioxidantes ja relatadas da liraglutida,
torna-se importante investigar sua influéncia na produ¢do de ERO no TAM, especialmente no
contexto de sua acdo antioxidante. Este estudo busca explorar os efeitos da liraglutida sobre a
producdo de ERO no TAM e no musculo esquelético, bem como sua capacidade de modular a
termogénese no TAM, contribuindo para expandir o entendimento dos mecanismos que
sustentam seu potencial terapéutico em condi¢des inflamatorias. Além disso, analisamos as
diferencas entre sexos, frequentemente negligenciadas em estudos experimentais, mas cruciais

para a compreensao abrangente das respostas terapéuticas.
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3. OBJETIVOS
3.1.  GERAL:

e Investigar os efeitos do tratamento com liraglutida sobre o TAM durante a resposta

febril em ratos machos e fémeas.

3.2.  ESPECIFICOS:

Analisar os efeitos do tratamento com liraglutida sobre a Tc durante a resposta febril;

Quantificar a producdo de ERO no TAM e musculo esquelético apds o tratamento com

liraglutida durante a febre;

Avaliar os efeitos do tratamento com liraglutida sobre a expressdo de genes
termogénicos (UCP1 e UCP3) e reguladores metabolicos (ADBR3 e PGCla) no TAM

durante a resposta febril;

Caracterizar as alteracdes morfoldgicas e estruturais no TAM apds o tratamento com
liraglutida durante a febre induzida por LPS;
e (Comparar as respostas termogénicas, moleculares e histologicas a liraglutida entre

machos e fémeas, na modulacao do TAM.
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4. METODOLOGIA

4.1. ENSAIOS IN VIVO

Os ensaios farmacoldgicos foram realizados utilizando ratos (Rattus norvergicus) da
linhagem Wistar, machos e fémeas, com peso entre 180 e 200g. Os ratos permaneceram no
Biotério do Instituto de Biologia (IB) da Universidade de Brasilia em ambiente com umidade e
temperatura controladas, sob 24 + 1°C, ciclo claro-escuro de 12h e com 4gua e ragdo fornecidos
ad libitum. Os animais foram levados para o Laboratorio de Bioquimica e Quimica de Proteinas
(LBPQ) do IB para a realizagdo dos experimentos, entre 08:00 e 18:00. Os experimentos foram
realizados apos a aprovagdo pela Comissdo de Etica no Uso Animal (CEUA) da UnB (Figura

6). (Protocolo n°® 23106.128494/2022-27).

4.2. IMPLANTE DE REGISTRADORES DE TEMPERATURA

O monitoramento da temperatura corporal foi realizado atraves de registradores de
temperatura (Data Loggers Subcue, Calgary, Canada) implantados cirurgicamente na cavidade
peritoneal. Para o procedimento cirdrgico, os animais foram anestesiados por via intraperitoneal
(IP) com uma combinacéo de cetamina (60 mg/kg; Ketamina Agener® 10%, Agener Uni&o),
xilazina (10 mg/kg; Calmiun® 2%, Agener Uni&do) e acepromazina (1 mg/kg; Acepran® 1%,
Vetnil). Apdls tricotomia e antissepsia da regido abdominal, realizou-se laparotomia para
insercdo do registrador, previamente desinfetado em alcool 70% por 30 minutos e lavado com
solucdo salina estéril. A sutura foi realizada em dois planos (muscular e cutdneo) com padrao
continuo simples. Em seguida, 0s animais receberam antibioticoterapia com oxitetraciclina (10
mg/kg, IM; Terramicina®, Zoetis) como profilaxia antibidtica e meloxicam (1 mg/kg, IM;
Maxicam®, MSD) como anti-inflamatdrio, sendo este tltimo mantido por 3 dias. Estabeleceu-

se um periodo de recuperacdo de 7 dias antes do inicio dos experimentos.

4.3. MENSURACAO DA TEMPERATURA

Para o registro da temperatura corporal, os animais foram mantidos em sala
experimental com temperatura controlada (27 + 1°C) por no minimo 12 horas antes do inicio
dos experimentos de indugdo de febre. O monitoramento da temperatura foi iniciado 2 horas

antes de qualquer intervencdo, com registros automaticos em intervalos de 15 minutos,
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continuando até o término do experimento. A temperatura basal foi calculada como a média de
quatro medigdes consecutivas obtidas antes de qualquer manipulagdo experimental.

A resposta febril foi quantificada como a variagao de temperatura (AT), calculada pela
diferenca entre a temperatura registrada na quarta hora apds a administracdo de LPS ¢ a
temperatura basal de cada animal. O periodo de 4 horas foi selecionado por representar o

momento de resposta febril bem estabelecida, conforme determinado em estudo piloto.

4.4. ADMINISTRACAO DA LIRAGLUTIDA E INDUCAO DE FEBRE POR LPS

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos experimentais
(n=7/grupo): 1) Controle (salina/salina); 2) Salina + Liraglutida (0,3 mg/kg); 3) LPS
(LPS/salina) e 4) LPS + Liraglutida (0,3 mg/kg). A dose de liraglutida utilizada (0,3 mg/kg) foi
determinada em estudo piloto prévio que testou as doses de 0,1, 0,3 e 1 mg/kg, IP.

Para inducdo da febre, os animais receberam LPS (50 pg/kg/mL, IP) ou 0 mesmo
volume de solucdo salina (0,9%, IP). A liraglutida foi administrada 1 hora ap0s a injecdo de
LPS ou salina.

Quatro horas ap6s a administracdo do LPS, os animais foram anestesiados com cetamina
e xilazina (300 mg/kg e 30 mg/kg, respectivamente) e eutanasiados por decapitacdo para coleta
do tecido adiposo marrom e musculo esquelético. Os tecidos foram imediatamente congelados

em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C até o0 momento das analises.

4.5. PREPARO DO TAM E DO MUSCULO PARA MEDIDA DE ESPECIES REATIVAS
DE OXIGENIO POR RPE

As solugdes foram preparadas em tampdo Krebs HEPES (KHB) (Noxygen, Alemanha)
dissolvido em &gua bidestilada e deionizada. Uma solugdo estoque de CMH (1-hidroxi-3-
metoxicarbonil-2,2,5,5-tetrametilpirrolidina) 10 mM foi preparada em KHB suplementado com
quelantes: deferoxamina (DF) 25 mM para ferro e dietilditiocarbamato de sodio tri-hidratado
(DETC) 5 mM para cobre, evitando interferéncias de metais de transi¢do. As solugdes foram
mantidas refrigeradas durante todo o experimento.

Os tecidos foram divididos em quatro partes e lavados trés vezes com KHB (500 pL).
Em seguida, foram incubados a 37°C por 1 hora em 500 uL. de KHB com quelantes contendo
CMH (200 uM) e heparina (50 UI/uL). Apés incubagao, coletou-se 450 puL do sobrenadante e
aplicou-se em seringas de 1 mL, que foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e
armazenadas a -80°C até analise por RPE. Os tecidos foram secos em speedvac e pesados.
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4.6. QUANTIFICACAO DE ERO POR RESSONANCIA PARAMAGNETICA
ELETRONICA (RPE)

As amostras congeladas foram transferidas das seringas para um Finger Dewar com
nitrogénio liquido, mantendo temperatura criogénica durante as medicGes. A curva de
calibracéo foi preparada usando padrdo 3-carboxi-proxilo (CP*) (Noxygen, Alemanha), diluido
em KHB (0, 5, 10, 50 ¢ 100 uM). As amostras de calibracao (450 pL) foram congeladas em
seringas de 1 mL até a andlise.

As medidas foram realizadas em espectrometro Bruker EMX500 (banda X, 9,35 GHz),
com poténcia de 2 mW e campo de modulacdo de 200 Gauss. Utilizou-se constante de tempo
de 10 ms e tempo de varredura de 600G, acumulando cinco varreduras por medic&o.

A spin probe CMH néo gera sinal detectavel por RPE, mas apds reagir com espécies
oxidantes, como as ERO, converte-se no aduto estavel CM* (3-metoxicarbonilproxil nitréxido),
que é detectado por RPE e gera sinal proporcional a concentragdo de ERO nas amostras
(GOMES et al., 2018).

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de RPE do Instituto de Fisica (UnB),

seguindo metodologias padronizadas com adaptacdes especificas (DIKALOV et al., 2018).

4.7. EXTRACAO DE RNA DO TECIDO ADIPOSO MARROM

A extracdo de RNA total do TAM foi realizada utilizando o reagente TRIzol® (SIGMA-
ALDRICH, Brasil), seguido por purificagdo com um kit comercial (PureLink® RNA Mini Kit).

Amostras de TAM (100 mg) foram homogeneizadas em 1 mL de TRIzol em temperatura
ambiente (Ta) até completa dissociagado celular. Em seguida, foram incubadas por 5 minutos em
Ta para dissociagdo completa das estruturas nucleoproteicas. Adicionou-se cloroformio
(SIGMA-ALDRICH, EUA) na proporg¢ao 1:5 (v/v) em relagdao ao TRIzol, seguido de agitagdo
em vortex e incubacdo por 5 minutos em Ta. Apds centrifugacdo (12.000 x g, 15 minutos, 4°C),
obteve-se trés fases: superior aquosa (RNA), intermedidria (DNA) e inferior organica
(proteinas). Coletou-se 300 pL da fase aquosa em duas aliquotas de 150 pL.

Para a purificagdo do RNA, misturou-se a fase aquosa com igual volume de etanol 70%
e transferiu-se para cartuchos de filtragdo (Spin Cartridges). Realizou-se trés centrifugagdes
(12.000 x g, 15 segundos) com descarte do filtrado. O RNA foi lavado sequencialmente com
tampao de lavagem I (700 pL) e tampao de lavagem II (500 pL, duas vezes), centrifugando nas
mesmas condi¢gdes. O cartucho foi transferido para um tubo de recuperacio e o RNA foi eluido

com 30 pL de 4gua RNase-free (incubagdo: 1 minuto, Ta; centrifugagdo: 12.000 x g, 2 minutos,
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Ta). O RNA purificado foi armazenado a -80°C para posteriores analises. A concentragdo e
pureza foram determinadas utilizando um espectrofotometro NanoDrop. Uma razio
A260/A280 acima de 1,9 no Nanodrop indicou que a amostra de RNA estava sem contaminagao

significativa.

4.8. SINTESE DE DNA COMPLEMENTAR

Para sintese de cDNA, utilizou-se o High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems®). A reagdo foi preparada com 5 pL de RNA e 5 uL de solugdo contendo
tampao, dNTPs, primers aleatérios, inibidor de RNase e transcriptase reversa. A mistura de
cDNA (200 ng/uL) foi homogeneizada em centrifuga para spin.

Em placa de 96 pocos, pipetou-se 5 pL. da mistura e 5 pL. de RNA por poco. Apds selar
e centrifugar brevemente, realizou-se a transcri¢do reversa em termociclador (BIO-RAD-T100)
nas seguintes condicdes: anelamento (25°C, 10 min), sintese (37°C, 120 min), inativagao
enzimatica (85°C, 5 min) e armazenamento (4°C). O cDNA foi estocado a -20°C até analise

por PCR.

4.9. TECNICA DE REACAO EM CADEIA DE POLIMERASE

A técnica de PCR quantitativo em tempo real (qPCR) foi realizada utilizando o sistema
SYBR Green. Para cada reagdo, um mix contendo 5 uL. de SYBR Green 2x, 0,5 pL de primer
F (10 uM), 0,5 pL de primer R (10 uM) e 2 pL de agua milliQ foi preparado. Em seguida, 2 uLL
de cDNA (5 ng/mL) foram adicionados a cada pogo de uma placa de 96 pocos, totalizando um
volume final de 10 pL por reagao.

As reagdes de qPCR (Applied Biosystems Real-Time PCR System, Estados Unidos)
foram realizadas sob as seguintes condi¢des: 95°C por 10 minutos para ativagao inicial da DNA
polimerase, seguidos de ciclos de amplifica¢do e, ao final, a analise da curva de fusdo foi
conduzida para verificar a especificidade dos produtos amplificados.

Os dados obtidos foram analisados com base nos valores de Ct (ciclo limiar), que
representam o numero de ciclos necessarios para que a fluorescéncia do produto amplificado
alcance um limite detectavel. Essa andlise permitiu quantificar a expressdo génica relativa,
comparando os valores de Ct entre as amostras. A normalizacdo dos dados foi realizada
utilizando um gene de referéncia, permitindo a interpretacdo da expressao relativa dos genes de

interesse em relacao ao controle.
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As sequéncias dos primers para os genes de interesse, incluindo UCP1, UCP3, PGCla
e ADRB3, assim como para o gene de referéncia r36B4, estdo descritas na Tabela Suplementar

2°ACt ytilizando r36B4 como gene

1. A expressao relativa de mRNA foi calculada pelo método
de referéncia. Este método permite a quantificagdo da expressao dos genes de interesse em
relacdo ao controle, proporcionando uma comparagao precisa das variagdes na expressao génica

entre as amostras analisadas.

4.10. HISTOLOGIA DO TECIDO ADIPOSO MARROM

As amostras de TAM foram inicialmente congeladas em nitrogénio e armazenadas na
temperatura de -80 °C até a fase de analise. Para preservar a estrutura celular, o tecido foi fixado
em formaldeido tamponado a 10% por 24 horas. Em seguida, o tecido foi processado por
desidratacdo (etanol 70%), infiltragdo (xilol) e impregnag¢do com parafina liquida. Os blocos
foram seccionados em micrétomo (4 pm), transferidos para laminas de vidro fosco e secos em
estufa. Apos coloragdo com hematoxilina-cosina (H&E), as laminas foram montadas com
laminulas em meio transparente. As imagens foram capturadas em microscopio ZEISS Primo

Star (100%) e analisadas no ImageJ 2.0.
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Figura 6: Esquema ilustrativo da metodologia.

4.11. ANALISES ESTATISTICAS

Utilizou-se ANOVA de uma via com pos-teste de Bonferroni para analise da variacéo
da temperatura (AT) e de duas vias com pos-teste de Bonferroni para analise das concentracdes
de CM" em TAM e musculo. A expressdo génica foi analisada pelo teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn’s. Considerou-se significativo p < 0,05, utilizando o
software estatistico Prism 8.0.2.

A temperatura basal foi calculada pela média de quatro medi¢des pré-intervengdo. O AT
foi obtido pela diferenca entre temperatura na quarta hora e basal, comparando Tc antes e ap0s

administracdo do farmaco e LPS. Os dados sdo apresentados como média £ EPM.
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5. RESULTADOS

5.1. LIRAGLUTIDA REDUZ A TEMPERATURA CORPORAL EM RATOS MACHOS E
FEMEAS APOS A INDUCAO DA FEBRE POR LPS

Inicialmente, realizou-se um estudo piloto para avaliar a variagdo da temperatura
corporal (AT), calculada como a diferenca entre a temperatura na 4* hora pds-administragcao de
LPS e a temperatura basal. A administracao de LPS (50 pg/kg, IP) induziu resposta febril
significativa (p < 0,01) em ambos os sexos. O tratamento com liraglutida nas doses de 0,3 ¢ 1,0
mg/kg produziu efeito antitérmico equipotente (p < 0,01 vs LPS/SAL), enquanto a dose de 0,1
mg/kg foi ineficaz (Figura 7). Com base nesses resultados, selecionamos a dose de 0,3 mg/kg

para os experimentos subsequentes.
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Figura 7: Variacido da temperatura corporal (AT) na febre induzida por LPS apés o tratamento com
diferentes concentracdes de liraglutida. A liraglutida (0,1, 0,3 e 1 mg/kg, via intraperitoneal) foi administrada
uma hora ap6s a injecdo de LPS (50 pg/kg, via intraperitoneal). Os graficos apresentam a diferenga entre a
temperatura corporal na quarta hora e a temperatura basal (AT) em (A) machos e (B) fémeas. Os dados estdo
expressos como média + erro padrao da média (SEM) da temperatura corporal (°C) de 4 animais por grupo. A
analise estatistica foi realizada por ANOVA one-way ANOVA, seguida do teste de Bonferroni com significancia
estatistica indicada por *p < 0,05.

A Figura 8 ilustra a AT, calculada como a diferencga entre a temperatura na 4* hora pos-
LPS e a temperatura basal. A administragdo de LPS induziu resposta febril em ambos os sexos
(p < 0,001) quando comparado ao grupo controle (SAL). O tratamento com liraglutida

promoveu reducdo significativa da temperatura corporal tanto em animais tratados com LPS
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quanto com salina (p < 0,0001). Nos animais controle, a liraglutida induziu hipotermia em

condi¢des basais. O padrao de resposta foi similar entre machos e fémeas.
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Figura 8: Variaciao da temperatura corporal (AT) durante a febre induzida por LPS, com ou sem tratamento
da liraglutida (0,3 mg/kg). A liraglutida (0,3 mg/kg, via ip) ou o veiculo (solugdo salina 0,9%, 0,5 mL, via ip)
foram administrados uma hora apds a inje¢ao de LPS (50 pg/kg, via ip). Os dados dos grupos tratados com LPS
estdo representados em vermelho, enquanto os grupos controles tratados com solucdo salina estdo em azul. Os
graficos mostram a diferenca entre a Tc na quarta hora e a temperatura basal (AT) para (A) machos e (B) fémeas.
Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média (SEM) da temperatura corporal (°C), com n =7
por grupo. A andlise estatistica foi realizada por one-way ANOVA, seguida do teste de Bonferroni com
significancia estatistica indicada por *p < 0,05.

5.2. AVALIACAO DA PRODUCAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO NO
TECIDO ADIPOSO MARROM E MUSCULO EM RATOS MACHOS E FEMEAS
DURANTE A RESPOSTA FEBRIL

A Figura 9 apresenta a quantificacio de ERO no TAM e musculo esquelético por
ressonancia paramagnética eletronica (RPE), 4h ap6s administracdao de LPS (50 pug/kg, IP). Em
machos, o LPS aumentou a produ¢do de ERO tanto no TAM quanto no musculo (p < 0,05 e p
< 0,01 vs SAL, respectivamente). O pos-tratamento com liraglutida (0,3 mg/kg, IP) reduziu a
forma¢do de ERO em ambos os tecidos durante a resposta febril. Em fémeas, ndo foram
observadas alteragdes significativas na producdo de ERO entre os grupos experimentais. A
formag¢do de ERO foi determinada pela detec¢do do radical CM’, que ¢é proporcional a

concentracdo de ERO.
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Figura 9: Concentracio de CM’ (uM) no tecido adiposo marrom e no misculo, avaliada 4 horas apés a
administracio de LPS em ratos tratados com ou sem liraglutida. As barras representam a concentragdo de CM*
no TAM e no musculo de ratos machos (A ¢ C) e fémeas (B e D) controles e tratados com liraglutida (0,3 mg/kg,
via ip), avaliados 4 horas ap6s a administracao ip de LPS (50 pg/kg) ou salina (0,9%, 0,5 mL) (n = 4-5 por grupo).
Os dados estdo apresentados como média + erro padrao da média (EPM). Diferencas estatisticas significativas
foram indicadas por *p < 0,05, conforme anélise realizada por two-way ANOVA, seguida do teste de Bonferroni.

5.3. ANALISE DO EFEITO DA LIRAGLUTIDA SOBRE A EXPRESSAO DE mRNA DE
UCP1, UCP3, ADBR3 ¢ PGCla EM TECIDO ADIPOSO MARROM DE FEMEAS E

MACHOS DURANTE A FEBRE

No TAM, a ativacdo do ADBR3 desencadeia uma cascata de sinalizagdo que culmina na
indu¢do de PGCla, que por sua vez modula a expressdo de UCP1 e UCP3, responsaveis pela
atividade metabodlica termogénica. Assim, investigamos o efeito da liraglutida sobre a expressao

de mRNA da UCP1, UCP3, ADBR3 ¢ PGCla no TAM durante a resposta febril. As amostras
38



de TAM foram coletadas 4 horas apds a inducdo da febre por LPS (50 pg/kg, ip)

Em ratos machos, o LPS aumentou a expressdao de mRNA tanto de UCP1 quanto de
UCP3. O tratamento com liraglutida reduziu significativamente a expressao de mRNA de UCP3
induzida por LPS e mostrou uma tendéncia a redu¢@o de UCP1 (diminui¢ao de 66%, p=0,068)
(Figura 10A e 10C). Em contraste, as ratas fémeas ndo apresentaram alteragdes significativas

na expressao de UCP1 ou UCP3 em nenhum dos grupos experimentais.
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Figura 10: Expressdo de mRNA da UCP1 e UCP3 em machos e fémeas apés 4 horas da inducio da febre
por LPS e pés-tratamento com liraglutida. Cada coluna representa um grupo experimental, incluindo tanto ratos
machos (A e C) (n = 5-6) quanto fémeas (B e D) (n = 4-5) controles ¢ tratados com liraglutida (0,3 mg/kg, via ip),
avaliados 4 horas ap6s a administragdo ip de LPS (50 pg/kg) ou salina (0,9%, 0,5 mL). Os dados sdo apresentados
como média + erro padrdo da média (EPM). Valores marcados com *p < 0,05 indicam diferengas estatisticas
significativas, conforme analise realizada por teste Kruskal-Wallis ndo paramétrico, seguido do teste de Dunn’s.
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A expressdo dos reguladores metabolicos ADRB3 e PGCla ndo apresentou alteracdes

significativas entre os grupos experimentais, tanto em machos quanto em fémeas (Figura 11).
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Figura 11: Expressao de mMRNA da ADBR3 e PGC1la em ratos ap6s 4 horas da inducédo da febre por LPS
e pés-tratamento com liraglutida. Cada coluna representa um grupo experimental, incluindo tanto ratos
machos (n = 5-7) quanto fémeas controles e tratados com liraglutida (0,3 mg/kg, via ip), avaliados 4 horas ap6s
a administracéo ip de LPS (50 pg/kg) ou salina (0,9%, 0,5 mL) (n = 4-5). Os dados séo apresentados como
média + erro padrdo da média (EPM). Valores marcados com *p < 0,05 indicam diferencas estatisticas
significativas, conforme analise realizada por Kruskal-Wallis ndo paramétrico, seguido do teste de Dunn’s.

5.4. AVALIACAO HISTOLOGICA DO TECIDO ADIPOSO MARROM APOS INDUCAO
DA FEBRE POR LPS E TRATAMENTO COM LIRAGLUTIDA

Por fim, a andlise histologica do TAM foi realizada para avaliar as alteragdes

morfologicas no tecido apos a inducdo da febre por LPS e o tratamento com liraglutida. Apds

4 horas da inducéo da febre, os tecidos foram coletados, fixados, submetidos a coloragdo com

hematoxilina-eosina e analisados sob microscépio 6ptico em aumento de 100x.
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Nos machos, o grupo controle SAL/SAL apresentou adipdcitos multiloculares tipicos
com numerosas goticulas lipidicas pequenas e mitocondrias abundantes, evidenciadas pelo
citoplasma corado em rosa. O grupo tratado com SAL/LIRA manteve organizacdo tecidual
semelhante, sugerindo que a liraglutida ndo causou alterac6es estruturais significativas no TAM
em condicBes basais. O grupo que recebeu LPS/SAL apresentou alteracdes inflamatorias
acentuadas evidenciadas por maior infiltrado celular inflamatério, arquitetura tecidual alterada
e espacos intersticiais aumentados. O grupo LPS/LIRA também mostrou sinais de resposta
inflamatdria, com aumento do espaco intersticial, poréem com menor grau de infiltrado
inflamatorio e estrutura basica do TAM preservada. Esses achados sugerem um efeito protetor
da liraglutida contra a inflamacéo induzida por LPS (Figura 12).

Nas fémeas, nos grupos controles SAL/SAL e SAL/LIRA verificaram-se alteracdes
inflamatdrias basais. O grupo LPS/SAL exibiu alteracdes inflamatorias mais pronunciadas, com
significativo aumento do espago intersticial, maior infiltrado celular e desorganizagdo da
estrutura tecidual, embora estas alteragdes tenham sido menos severas quando comparadas as
observadas nos machos. O grupo LPS/LIRA apresentou sinais moderados de inflamacdo, com

aumento do infiltrado celular e espaco intersticial (Figura 13).

SAL/SAL SAL/LIRA LPS/SAL LPS/LIRA

.M\

A w}""“’

Figura 12: Histologia do tecido adiposo marrom de ratos machos apés a inducéo de febre com LPS e
tratamento com liraglutida. As imagens ilustram a organizacao tecidual e a intensidade do infiltrado inflamatério
nos grupos controles e tratados com liraglutida (0,3 mg/kg, via ip), avaliados 4 horas ap6s a administracdo ip de
LPS (50 pg/kg) ou salina (0,9%, 0,5 mL) As Iaminas foram coradas com hematoxilina-eosina e analisadas em
microscépio com aumento de 100x.
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Figura 14: Histologia do tecido adiposo marrom de ratas fémeas apés a inducédo de febre com LPS e
tratamento com liraglutida. As imagens ilustram a organizacé&o tecidual e a intensidade do infiltrado inflamatorio
nos grupos controles e tratados com liraglutida (0,3 mg/kg, via ip), avaliados 4 horas ap6s a administracdo ip de
LPS (50 pg/kg) ou salina (0,9%, 0,5 mL) As laminas foram coradas com hematoxilina-eosina e analisadas em
microscépio com aumento de 100x.
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6. DISCUSSAO

Este ¢, em nosso conhecimento, o primeiro estudo que demonstra os efeitos da
liraglutida sobre o TAM durante a resposta febril, revelando diferencas sexuais significativas.
Em machos, a liraglutida diminuiu a temperatura corporal, reduziu a produgao de ERO no TAM
e musculo esquelético, diminuiu a expressao de biomarcadores termogénicos € normalizou a
morfologia do TAM. Em fémeas, embora a liraglutida tenha promovido redu¢ao significativa
da temperatura corporal, ndo foram observadas alteragdes na producdo de ERO, na expressao
de biomarcadores e na morfologia nos tecidos analisados. Estes achados expandem as
evidéncias prévias sobre os efeitos anti-inflamatorios da liraglutida (MERT et al., 2022) e
sugerem mecanismos sexo-especificos na regulagdo da resposta febril pela liraglutida.

A febre ¢ uma resposta do organismo a estimulos pirogénicos, sendo o LPS um modelo
experimental de inducdo de febre amplamente utilizado para entender seus mecanismos
fisiologicos, neuroendodcrinos e imunologicos (BARTFAIL; CONTI, 2010; ROTH; BLATTEIS,
2014). O LPS age principalmente nos receptores TLR4, em seu sitio de ligacdo localizado na
regido extramembranar, que contém repeticdes de leucina. Sua ativacdo em células como
macrofagos e neutrofilos desencadeia uma cascata inflamatoria, resultando na producao de
citocinas circulantes como IL-1, IL-6 e TNF-a, que estimulam a sintese de COX-2 nas células
endoteliais cerebrais. Esta enzima converte o acido araquidonico em PGE», que ativa os
receptores EP3, elevando o limiar térmico do hipotadlamo e gerando respostas efetoras, como
vasoconstricdo e contragdo muscular, elevando a Tc (SPENCER, 2015; EVANS; REPASKY;
FISHER, 2015).

A liraglutida, agonista do receptor de GLP-1 (KNUDSEN et al., 2000), possui agdes
terap€uticas multiplas, incluindo efeitos antidiabéticos e antiobesidade bem estabelecidos
(BLASCO et al., 2010; KNUDSEN; LAU, 2019), beneficios cardiovasculares (MARSO et al.,
2016) e, conforme evidéncias recentes, propriedades anti-inflamatdrias e antioxidantes (MERT
et al., 2022; HELMSTADTER et al, 2021). Estudos em modelos animais tém evidenciado o
amplo potencial terapéutico da liraglutida, consolidando-a como uma ferramenta promissora
para o tratamento e prevencao de diversas condi¢cdes metabdlicas e inflamatorias.

Em nosso estudo, os resultados de AT indicaram que a liraglutida foi eficaz na reducao
da febre induzida por LPS em ratos de ambos os sexos. Foram testadas as doses de (0,1, 0,3 e
1 mg/kg, sendo que 0,3 e 1 mg/kg demonstraram capacidade de reduzir a Tc em animais febris,
com a dose de 0,3 mg/kg sendo selecionada para a continuacao dos experimentos devido ao seu

melhor desempenho na redugdo da Tc.
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Nossos resultados corroboram os achados de Mert e colaboradores (2022), que
compararam os efeitos anti-inflamatérios da liraglutida e do tramadol em um modelo de
inflamacao induzida por carragenina. Neste estudo, a liraglutida reduziu significativamente a
temperatura da pata, de 33,6 para 27,3 °C e suprimiu os sinais inflamatorios de forma mais
eficaz que o tramadol. De forma similar, Helmstéddter e colaboradores (2021) evidenciaram a
eficdcia da liraglutida na normaliza¢do da Tc em camundongos machos submetidos ao modelo
de sepse polimicrobiana por ligadura e puncao cecal (CLP).

A relevancia do sistema GLP-1 enddgeno na regulagdo central da resposta febril foi
ainda confirmada por Rinaman ¢ Comer (2000), que demonstraram amplificacdo da febre
induzida por LPS (100 pg/kg, ip) ap6s a administracdo intracerebroventricular de um
antagonista do receptor de GLP-1 (10 pg) em ratos Sprague-Dawley machos.

A termogénese adaptativa, essencial para o gasto energético, é mediada principalmente
pelo TAM em roedores. Nesse processo, a UCP1 desempenha papel central como o principal
responsavel pela termogénese sem tremores, ao desacoplar a cadeia respiratoria da sintese de
ATP, convertendo o gradiente de protons em calor (NEDERGAARD et al., 2001).

A expressdo de UCP1 no TAM localizado na regido intraescapular € significativamente
modulada por ADBR3 (ALMIND et al., 2007). Nos adipGcitos marrons, processos como
proliferacdo, diferenciacdo e apoptose sdo regulados pela estimulacdo adrenérgica,
especialmente através dos receptores P-adrenérgicos. Nesses adipdcitos, foram encontrados
altos niveis do mMRNA do ADBR3, destacando-se como o principal responsavel pela regulacédo
das func@es desses adipocitos (BENGTSSON; CANNON; NEDERGAARD, 2000).

Ademais, 0 PGCl-o interage com o PPAR-y e modula a expressio da UCPI,
promovendo a termogénese no TAM. Durante a formacdo dos adip6citos marrons, o PPAR-y
ativa a expressdo de UCP1, mas sua funcdo é suprimida nos adipocitos maduros. Nesse estagio,
0 PPAR-a assume o controle da expressdo do UCP1 e da oxidag&o lipidica, regulando de forma
mais eficiente os processos termogénicos e metabdlicos (BARGUT et al., 2017).

A UCP3 compartilha homologia significativa com as UCP1 e UCP2 em sua sequéncia de
aminoacidos, porém apresenta um padrdo de expressdo tecidual distinto. Em humanos, sua
expressdo é predominante no musculo esquelético, enquanto em roedores € expressa tanto no
musculo esquelético, quanto no TAM. A expresséo preferencial da UCP3 nestes tecidos, que sdo
fundamentais para o gasto energético em ambas as espécies, sugere seu possivel papel na
termogénese adaptativa (VIDAL-PUIG et al., 1997).

Durante uma infec¢do, o TAM apresenta intensa atividade termogénica, caracterizada

pelo aumento na captacdo de acidos graxos derivados de triglicerideos, redugdo no contetido

44



lipidico e maior expressdo de tirosina hidroxilase, evidenciando intensa estimulagdo
adrenérgica. Essa ativagdo correlaciona-se positivamente com a Tc, indicando a participagdo do
TAM na manutengao da febre durante processos infecciosos (LI, et al., 2024).

Tanto o TAM quanto o musculo esquelético geram ERO durante a oxidagao de acidos
graxos, sendo que as mitocondrias do TAM apresentam capacidade significativamente maior
de producdo de ERO comparadas as musculares (SCHONFELD; WOJTCZAK; 2012). A febre
induzida pelo LPS resulta em aumento na producao de ERO no organismo, devido a ativagao
do receptor TLR4 em macrofagos, que estimula a enzima NADPH oxidase. Esta via resulta na
geracdo de diversas ERO, como o radical superdxido (O:¢), radical hidroxila (OHe), 6xido
nitrico (NO—). Esse processo de liberagdo rapida de radicais livres amplifica a resposta
inflamatoria e contribui diretamente para a geracdo da febre (RIEDEL; MAULIK, 1999; HOU
etal., 2011).

Nossos resultados indicaram aumento significativo na produ¢ao de ERO no TAM e no
musculo esquelético de ratos machos durante a febre induzida por LPS (50 ug/kg), efeito que
foi reduzido pelo tratamento com liraglutida (0,3 mg/kg). Em fémeas, ndo foram observadas
alteragdes significativas nos niveis de ERO entre os grupos experimentais.

Nossos achados sao consistentes com o estudo de Gomes e colaboradores (2018), que
demonstraram aumento de ERO no TAM de ratos machos 5 h ap6s administragdo de LPS.
Entretanto, diferentemente dos antipiréticos convencionais (paracetamol, dipirona e
ibuprofeno) que nao alteraram os niveis de ERO, a liraglutida demonstrou capacidade de reduzir
a producdo de ERO durante a resposta febril em machos, sugerindo um mecanismo de agao
relacionado a modulagao do estresse oxidativo.

Os efeitos antioxidantes da liraglutida observados em nosso estudo sdo consistentes com
evidéncias prévias em diferentes modelos experimentais. Em camundongos machos sépticos, a
liraglutida reduziu significativamente os niveis de ERO e 3-nitrotirosina no sangue total,
coracdo e aorta (HELMSTAEDTER et al., 2021). Em ratos machos diabéticos, diminuiu os
niveis de malondialdeido (MDA) e aumentou a glutationa reduzida (GSH) no tecido cardiaco
(EL-SHAFEY et al., 2022). Em células endoteliais humanas, atenuou o estresse oxidativo
induzido por TNF-a através da inibi¢do da NADPH oxidase e aumento da expressdao de enzimas
antioxidantes, incluindo superoxido dismutase mitocondrial e catalase (SHIRAKI et al., 2012).

As diferengas sexuais observadas na producao de ERO durante a resposta febril e na
sensibilidade a liraglutida podem ser explicadas por mecanismos antioxidantes intrinsecos
regulados por hormdnios femininos. Mitocondrias de ratas fémeas produzem aproximadamente

50% menos peroxidos que machos, devido a maior expressao de enzimas antioxidantes (Mn-
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superoxido dismutase, glutationa peroxidase) e niveis elevados de glutationa reduzida. Esta
protecdo antioxidante ¢ mediada por estrogénios que, via receptores especificos, ativam vias de
sinalizagdo MAPK e NF-kB, aumentando a expressdao de genes antioxidantes. De fato, ratas
ovariectomizadas apresentam niveis de perdxidos e glutationa similares aos machos,
confirmando o papel protetor dos horménios ovarianos contra o estresse oxidativo (BORRAS
et al., 2003; VINA et al., 2005).

Em outro estudo realizado por Miller e colaboradores (2007), foi observado que as
artérias cerebrais de ratas fémeas produzem menos superoxido estimulado por NADPH do que
os machos, devido a menor expressao das proteinas Nox1 e Nox4 nas fémeas. Essa diferencga ¢
dependente de estrogénio, ja que a ovariectomia aumenta a produgdo de superoxido, enquanto
o tratamento com 17beta-estradiol a reduz. Assim, durante a febre induzida por LPS, o menor
aumento de ERO em fémeas pode ser o resultado da combinagdo de maior capacidade
antioxidante intrinseca e menor expressao de proteinas Nox, ambos regulados por estrogénios.

Nossos resultados demonstraram que a febre induzida por LPS (50 ug/kg) promoveu,
apods 4 h, aumento significativo na expressdo de mRNA de UCP1 e UCP3 no TAM de ratos
machos. O tratamento com liraglutida (0,3 mg/kg) reduziu significativamente a expressao de
UCP3 nesses animais.

Estes achados sdo consistentes com o estudo de Liu e colaboradores (2022), que
evidenciou aumento significativo na expressao do mRNA de UCP1 e PGCla no TAM de
camundongos machos ap6s 4 horas da administragdo de LPS (10 pg/kg). Os autores também
observaram elevagdo nos niveis de TNFa e IL-6 no TAM, sugerindo que o LPS estimula
diretamente a termogénese através da ativagdo de genes termogénicos.

Contudo, a literatura apresenta resultados discordantes quanto ao efeito do LPS na
expressdao de UCP1. Munro e colaboradores (2020) demonstraram que, em adipdcitos marrons
de camundongos machos, o isoproterenol aumentou os niveis de mRNA de UCP1, enquanto o
LPS (100 pg/camundongo, i.p.) ndo produziu alteragdes. De forma similar, Eskilsson e
colaboradores (2020), utilizando camundongos selvagens e knockout para UCP expostos ao
LPS (120 pg/kg), ndo observaram mudangas na expressdo de mRNA de UCP1 ou PGCla no
TAM interescapular, independentemente da temperatura ambiente (21°C ou 29°C).

A discrepancia entre os resultados pode ser atribuida a diferengas nas doses de LPS
utilizadas, no tempo de indugdo da febre, no tipo de amostra (TAM total versus adipdcitos
isolados), nos modelos animais estudados (ratos versus camundongos) e nas condigdes
experimentais. Além disso, a expressdo de UCP1 e UCP3 no TAM pode variar com a idade,

com picos de UCP3 aos 3 meses nos ratos, periodo de coleta do TAM em nosso estudo, enquanto
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a UCP1 diminui até os 2 meses de idade (OLIVER; PICO; PALOU, 2001). Esses fatores
ressaltam a complexidade do papel do LPS na regulagdo do TAM e sugerem que a resposta
termogénica depende de interagdes especificas.

A liraglutida, administrada centralmente, estimula a termogénese no TAM em
camundongos machos, promovendo o escurecimento dos adipocitos e aumentando as proteinas
UCPI1 e UCP3, além de biomarcadores termogénicos como receptor adrenérgico fl. Esses
efeitos sao mediados pelo nucleo ventromedial hipotalamico (VMH) e modulados pela AMPK,
que regula o gasto energético e a termogénese. Embora nao afete a Tc central em Ta,
demonstrou-se que a liraglutida eleva a temperatura interescapular do TAM em Ta e aumenta a
Tc em condi¢des de frio extremo (4°C) (BEIROA, et al, 2014). Além disso, a liraglutida
potencializa o consumo de oxigénio no TAM de camundongos machos, promovendo aumento
na termogénese (OLIVEIRA, ef al., 2022).

Por outro lado, nossos resultados demonstraram que, durante a febre, a liraglutida reduz
a Tc e a atividade termogénica no TAM, mediada pela diminui¢do da expressdo de UCP1 e
UCP3, além da redugao na producao de ERO no TAM, em ratos machos. Esses resultados
indicam que a liraglutida apresenta um efeito dual, intensificando a termogénese em
temperaturas ambiente baixas, conforme relatado em estudos anteriores, e atenuando a
atividade termogénica em condigdes de temperaturas corporais elevadas, como na febre
induzida por LPS.

Estudos destacam diferencas sexuais na termogénese do TAM, mediado por hormoénios
sexuais. Fémeas, mais sensiveis ao frio, ativam a termogénese em temperaturas mais altas
(22°C) do que os machos (18°C), o que resulta em diferengas na expressio de UCPI
(QUEVEDO et al., 1998).

As fémeas apresentam niveis elevados de ADRB3, juntamente com uma expressao
reduzida de receptor a2 adrenérgico (RODRIGUEZ-CUENCA et al., 2002), devido ao efeito
do 17B-estradiol, que estimula a expressao desse receptor, promovendo a lipélise. Em contraste,
a testosterona reduz a lipolise nas fémeas ao aumentar a expressao do receptor adrenérgico a2
(MONIJO et al., 2003). Esses efeitos hormonais modulam a capacidade termogénica e podem
explicar a maior capacidade das fémeas de iniciar a termogénese em temperaturas mais elevadas
comparado aos machos.

A expressao de receptores de hormonios sexuais no TAM reforga sua regulacao por esses
horménios. A densidade dos receptores de estrogénio (ERa) e androgénio ¢ maior no TAM de
machos em comparagdo com fémeas, enquanto a expressdo de receptores de progesterona €

reduzida na lactacdo, sugerindo que a progesterona inibe a termogénese para favorecer a
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conservagdo de energia nas fémeas. In vitro, a progesterona diminui a expressdo dos seus
receptores, € a testosterona suprime ERo, refor¢ando a influéncia hormonal na regulacdo do
TAM (RODRIGUEZ-CUENCA et al., 2007). No TAM fetal humano, ERa predomina e esta
presente desde células precursoras até adipocitos maduros, enquanto ERf € restrito a células
diferenciadas. Além disso, sua expressdo mitocondrial sugere que os estrogénios modulam a
biogénese mitocondrial e a termogénese no TAM (VELICKOVIC et al., 2014).

Sob restricao calorica, as fémeas desativam mais a termogénese adaptativa, favorecendo
a sobrevivéncia em condigdes adversas (VALLE et al, 2005). Recentemente, um estudo
demonstrou maior termogénese induzida pelo frio (CIT) em mulheres, porém essa resposta
variou ao longo do ciclo menstrual, sendo reduzida na fase lutea (HERZ et al., 2021).

Nossos achados confirmam essas observagdes, demonstrando diferengas na expressao
de biomarcadores termogénicos no TAM entre machos e fémeas durante a resposta febril e o
tratamento com liraglutida, destacando a influéncia dos hormonios sexuais na modulagao
termogénica ¢ na adaptacdo do TAM a diferentes condigdes.

A andlise histologica do TAM em nosso estudo mostrou diferengas entre os grupos
tratados e ndo tratados com liraglutida durante a febre induzida por LPS. Nos machos, a
histologia do TAM mostrou que os grupos controle (SAL/SAL e SAL/LIRA) apresentaram
estrutura preservada, com adipdcitos multiloculares tipicos e organizacao tecidual integra,
indicando que a liraglutida ndo altera a morfologia do TAM em condicdes basais. Em contraste,
o grupo LPS/SAL exibiu inflamagao intensa, com infiltrado celular acentuado, desorganizacao
tecidual e aumento dos espagos intersticiais. No grupo LPS/LIRA, embora ainda houvesse
sinais inflamatorios, a preservacdo da estrutura do TAM e a redugdo do infiltrado celular
sugerem um efeito protetor parcial da liraglutida contra a inflamacao induzida pelo LPS.

Nas fémeas, ao contrario dos machos, os grupos controle (SAL/SAL e SAL/LIRA) ja
apresentavam inflamagdo basal. O grupo LPS/SAL demonstrou um padrdo inflamatdrio
semelhante ao observado nos machos, porém menos intenso, com aumento do infiltrado celular
e do espaco intersticial, mas menor grau de desorganizagdo tecidual. O grupo LPS/LIRA
manteve sinais moderados de inflamagdo, sugerindo que a liraglutida atenuou a resposta
inflamatoria, embora de forma menos evidente do que nos machos.

As diferencas na intensidade das respostas entre machos e fémeas podem ser decorrentes
de diferencas sexuais na morfologia do TAM. As ratas apresentam maior capacidade
termogénica em comparagdo aos machos, evidenciada por mitocondrias maiores, mais densas
e com cristas mais longas, adipdcitos multiloculares bem definidos e maior propor¢ao da massa

corporal total. O TAM de fémeas também exibe hipertrofia, com maior contetdo de proteinas
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como a UCP, mas menor conteido de DNA. Adicionalmente, as fémeas apresentam maior
consumo de oxigénio e maior gasto energético, o que refor¢a o recrutamento mais acentuado
do TAM nesse sexo (RODRIGUEZ-CUENCA et al., 2002).

Nossos resultados mostram que o tratamento com liraglutida atenuou a febre induzida
por LPS, reduziu a producdo de ERO no TAM e no musculo, além de diminuir a expressao de
UCP3 e UCPI e de infiltrados inflamatorios no TAM. Esses achados destacam os efeitos da
liraglutida na regulagao da termogénese, refor¢ando sua agao anti-inflamatoria, durante a febre.
No entanto, sdo necessarios estudos adicionais para esclarecer os mecanismos pelos quais a
liraglutida inibe a febre e compreender como seus efeitos variam em diferentes faixas de

temperatura.
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7. CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos, conclui-se que a liraglutida, um agonista do receptor
GLP-1, apresenta efeitos antitérmicos significativos durante a resposta febril induzida por LPS.
O trabalho demonstrou, de forma inédita, que este farmaco atua através de maltiplos mecanismos
em ratos machos febris, incluindo: 1) reducdo significativa da temperatura corporal; 2)
diminuicdo da producdo de ERO no TAM e musculo esquelético; 3) modulagéo da expressao de
genes termogénicos como UCP1 e UCP3; 4) atenuacdo do infiltrado inflamatério no TAM, com
preservacédo da estrutura tecidual. No entanto, esses efeitos ndo foram observados em fémeas,
possivelmente devido a variagdo hormonal ao longo do ciclo estral. Uma limitacdo do estudo foi
a auséncia do controle dessa variavel, o que pode ter influenciado nos resultados.

Estes achados sdo particularmente relevantes considerando o crescente uso clinico da
liraglutida no tratamento do diabetes tipo 2 e obesidade. Pacientes que ja utilizam este
medicamento para estas condi¢cGes poderiam se beneficiar de seus efeitos antipiréticos e anti-
inflamatorios durante episddios febris, especialmente quando ha contraindicacdo para
antipiréticos convencionais devido a comorbidades como problemas hepéticos, renais ou
gastricos.

Estes resultados expandem significativamente o conhecimento sobre as propriedades
farmacoldgicas da liraglutida, sugerindo seu potencial como agente antipirético atraves de
mecanismos distintos dos farmacos convencionais. Estudos adicionais sao necessarios para
elucidar os mecanismos moleculares subjacentes e avaliar a aplicabilidade clinica destes

achados.
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8. PERSPECTIVAS

O presente trabalho abre importantes perspectivas para investigacdes futuras sobre o
papel da liraglutida na regulacdo da febre e termogénese. Dentre as principais analises a serem
exploradas, destaca-se a necessidade de uma investigacdo molecular mais aprofundada, focando
nas vias de sinalizacdo AMPK/NF-xB no TAM. A andlise temporal dos efeitos da liraglutida na
temperatura corporal também merece atencao especial, considerando a relevancia do tratamento
cronico.

Outro aspecto a ser investigado é a caracterizacao funcional do TAM sob influéncia da
liraglutida, incluindo microscopia eletronica de varredura, medi¢Ges do consumo de oxigénio,
analise da biogénese mitocondrial e avaliagdo do metabolismo lipidico local. As diferencas
sexuais observadas sugerem a importancia de estudos mais detalhados sobre o papel dos

hormdnios sexuais nestas respostas, incluindo analises em diferentes fases do ciclo estral.

51



9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGERSQ, H. et al. The pharmacokinetics, pharmacodynamics, safety and tolerability of
NN2211, a new long-acting GLP-1 derivative, in healthy men. Diabetologia, v. 45, p. 195-202,
2002.

ALMIND, Katrine et al. Ectopic brown adipose tissue in muscle provides a mechanism for
differences in risk of metabolic syndrome in mice. Proceedings of the National Academy of
Sciences, v. 104, n. 7, p. 2366-2371, 2007.

ALNAJAR, Maged et al. Antipyretic effect of oral dipyrone (Metamizole) compared to oral
ibuprofen in febrile children: a systematic review and meta-analysis. BMC pediatrics, v. 24, n.
1, p. 634, 2024.

ASTRUP, Arne et al. Effects of liraglutide in the treatment of obesity: a randomised, double-
blind, placebo-controlled study. The Lancet, v. 374, n. 9701, p. 1606-1616, 2009.

BAKER, Fiona C.; SIBOZA, Felicia; FULLER, Andrea. Temperature regulation in women:
effects of the menstrual cycle. Temperature, v. 7, n. 3, p. 226-262, 2020.

BALLI, Swetha; SHUMWAY, Karlie R.; SHARAN, Shweta. Physiology, fever. StatPearls.
Treasure Island (FL): StatPearls Publishing, 2023.

BARGUT, Thereza et al. Browning of white adipose tissue: lessons from experimental models.
Hormone molecular biology and clinical investigation, v. 31, n. 1, 2017.

BARTFAL T.; CONTI, B. Fever. The Scientific World JOURNAL, v. 10, p. 490-503, 2010.

BEIROA, Daniel et al. GLP-1 agonism stimulates brown adipose tissue thermogenesis and
browning through hypothalamic AMPK. Diabetes, v. 63, n. 10, p. 3346-3358, 2014.

BENGTSSON, Tore; CANNON, Barbara; NEDERGAARD, Jan. Differential adrenergic
regulation of the gene expression of the B-adrenoceptor subtypes B1, B2 and B3 in brown
adipocytes. Biochemical Journal, v. 347, n. 3, p. 643-651, 2000.

BLASCO, F. J. et al. Liraglutida en el tratamiento de la diabetes tipo 2:: recomendaciones para
una mejor seleccion de los pacientes, desde una vision multidisciplinar. Avances en
diabetologia, v. 26, n. 4, p. 226-234, 2010.

BLONDIN, Denis P.; HAMAN, Francois. Shivering and nonshivering thermogenesis in
skeletal muscles. Handbook of clinical neurology, v. 156, p. 153-173, 2018.

BORRAS, Consuelo et al. Mitochondria from females exhibit higher antioxidant gene
expression and lower oxidative damage than males. Free radical biology and medicine, v. 34,
n. 5, p. 546-552, 2003.

BOSTROM, Pontus et al. A PGCl-o-dependent myokine that drives brown-fat-like
development of white fat and thermogenesis. Nature, v. 481, n. 7382, p. 463-468, 2012.

BRAZ, José Reinaldo Cerqueira. Fisiologia da termorregulagdo normal. Revista
Neurociéncias, v. 13, p. 12-17, 2005.

BRITO, H. O. et al. Female sex hormones influence the febrile response induced by
lipopolysaccharide, cytokines and prostaglandins but not by interleukin-1p in rats. Journal of
Neuroendocrinology, v. 28, n. 10, 2016.

52



BRITO, Haissa Oliveira et al. Immune-mediated febrile response in female rats: Role of central
hypothalamic mediators. Scientific Reports, v. 10, n. 1, p. 4073, 2020.

BROOM, Mark. Physiology of fever. Nursing Children and Young People, v. 19, n. 6, 2007.

CANNON, Joseph G. Perspective on fever: the basic science and conventional medicine.
Complementary therapies in medicine, v. 21, p. S54-S60, 2013.

CAO, Bing et al. Neuroprotective effects of liraglutide against inflammation through the
AMPK/NF-«B pathway in a mouse model of Parkinson’s disease. Metabolic brain disease, p.
1-12, 2022.

CASSOLLA, Priscila. Importiancia do tecido adiposo marrom na ativacdo da
termogénese induzida pela injecdo central do C75, um inibidor da acido graxo sintase.
2012. Tese de Doutorado. Universidade de Sao Paulo.

CASTRO, Pedro Luis. Farmacocinética do paracetamol. 2014. Tese de Doutorado.
Universidade Fernando Pessoa. Porto, 2014.

CHARKOUDIAN, Nisha; STACHENFELD, Nina. Sex hormone effects on autonomic
mechanisms of thermoregulation in humans. Autonomic Neuroscience, v. 196, p. 75-80, 2016.

CHARKOUDIAN, Nisha. Skin blood flow in adult human thermoregulation: how it works,
when it does not, and why. Mayo clinic proceedings. Elsevier, 2003. p. 603-612.

CHOWDHARY, Amrit et al. Liraglutide improves myocardial perfusion and energetics and
exercise tolerance in patients with type 2 diabetes. Journal of the American College of
Cardiology, v. 84, n. 6, p. 540-557, 2024.

COELHO, L. C. M. et al. Fever induced by Zymosan A and polyinosinic-polycytidylic acid in
female rats: influence of sex hormones and the participation of endothelin-1. Inflammation, v.
44, p. 321-333, 2021.

CONTRERAS, Cristina et al. Traveling from the hypothalamus to the adipose tissue: the
thermogenic pathway. Redox biology, v. 12, p. 854-863, 2017.

CORDEIRO, Catia. Febre e antipiréticos em pediatria: quando e quais usar?. Disserta¢do de
Mestrado. Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra. Portugal, 2013.

CURVELLO, Karine Duarte et al. Use of dipyrone during pregnancy and risk of congenital
anomalies: a systematic review. European Journal of Clinical Pharmacology, p. 1-10, 2024.

DE MARCHI, Umberto; CASTELBOU, Cyril; DEMAUREX, Nicolas. Uncoupling protein 3
(UCP3) modulates the activity of Sarco/endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase (SERCA) by
decreasing mitochondrial ATP production. Journal of Biological Chemistry, v. 286, n. 37, p.
32533-32541, 2011.

DEFRONZO, Ralph A. Combination therapy with GLP-1 receptor agonist and SGLT2
inhibitor. Diabetes, Obesity and Metabolism, v. 19, n. 10, p. 1353-1362, 2017.

DIKALOYV, Sergey; FINK, Bruno. ESR techniques for the detection of nitric oxide in vivo and
in tissues. Methods in enzymology, v. 396, p. 597-610, 2005.

DRUCKER, Daniel J. Enhancing incretin action for the treatment of type 2 diabetes. Diabetes
care, v. 26, n. 10, p. 2929-2940, 2003.

53



DRUCKER, Daniel J. The biology of incretin hormones. Cell metabolism, v. 3, n. 3, p. 153-
165, 2006.

EATON, Sandra S.; EATON, Gareth R. Electron paramagnetic resonance spectroscopy.
Characterization of Materials, 2002.

EL-SHAFEY, Mohamed et al. Role of dapagliflozin and liraglutide on diabetes-induced
cardiomyopathy in rats: implication of oxidative stress, inflammation, and apoptosis. Frontiers
in Endocrinology, v. 13, p. 862394, 2022.

ESKILSSON, Anna et al. The generation of immune-induced fever and emotional stress-
induced hyperthermia in mice does not involve brown adipose tissue thermogenesis. The
FASEB Journal, v. 34, n. 4, p. 5863-5876, 2020.

EVANS, Sharon S.; REPASKY, Elizabeth A.; FISHER, Daniel T. Fever and the thermal
regulation of immunity: the immune system feels the heat. Nature Reviews Immunology, v.
15, n. 6, p. 335-349, 2015.

FERNANDEZ-PENA, Carlos et al. Sex differences in thermoregulation in mammals:
Implications for energy homeostasis. Frontiers in Endocrinology, v. 14, p. 1093376, 2023.

FERREIRA, Catia Alexandra Granja et al. Medicdo da temperatura corporal em criangas:
Estudo comparativo entre o método de medigdo axilar e timpanico. Revista de Enfermagem
Referéncia, n. 1, 2022.

FRONTERA, Walter R.; OCHALA, Julien. Skeletal muscle: a brief review of structure and
function. Calcified tissue international, v. 96, p. 183-195, 2015.

GOODMAN, B. A.; HALL, P. L. Electron paramagnetic resonance spectroscopy. In: Clay
Mineralogy: spectroscopic and chemical determinative methods. Dordrecht: Springer
Netherlands, 1994. p. 173-225.

HELMSTADTER, Johanna et al. GLP-1 analog liraglutide improves vascular function in
polymicrobial sepsis by reduction of oxidative stress and inflammation. Antioxidants, v. 10, n.
8, p. 1175, 2021.

HERZ, Carsten T. et al. Sex differences in brown adipose tissue activity and cold-induced
thermogenesis. Molecular and Cellular Endocrinology, v. 534, p. 111365, 2021.

HIMMS-HAGEN, Jean. Brown adipose tissue metabolism and thermogenesis. Annual review
of nutrition, v. 5, n. 1, p. 69-94, 1985.

HOU, Ching-Cheng et al. Oxidative stress and pyrogenic fever pathogenesis. European
journal of pharmacology, v. 667, n. 1-3, p. 6-12, 2011.

IKEDA, Kenji; MARETICH, Pema; KAJIMURA, Shingo. The common and distinct features
of brown and beige adipocytes. Trends in Endocrinology & Metabolism, v. 29, n. 3, p. 191-
200, 2018.

KELLY, Gregory S. Body temperature variability (Part 2): masking influences of body
temperature variability and a review of body temperature variability in disease. Alternative
medicine review, v. 12, n. 1, 2007.

KIM, Dennis et al. Effects of once-weekly dosing of a long-acting release formulation of
exenatide on glucose control and body weight in subjects with type 2 diabetes. Diabetes care,
v. 30, n. 6, p. 1487-1493, 2007.

54



KLUGER, M. J. Phylogeny of fever. In: Federation Proceedings. 1979. p. 30-34.

KNUDSEN LB. et al. Potent derivatives of glucagon-like peptide-1 with pharmacokinetic
properties suitable for once daily administration. Journal of medicinal chemistry.
;43(9):1664-9, 2000.

KNUDSEN, Lotte Bjerre; LAU, Jesper. The discovery and development of liraglutide and
semaglutide. Frontiers in endocrinology, v. 10, p. 155, 2019.

KRISTENSEN, Seren L. et al. Cardiovascular, mortality, and kidney outcomes with GLP-1
receptor agonists in patients with type 2 diabetes: a systematic review and meta-analysis of

cardiovascular outcome trials. The lancet Diabetes & endocrinology, v. 7, n. 10, p. 776-785,
2019.

KULTERER, Oana C. et al. Brown adipose tissue prevalence is lower in obesity but its
metabolic activity is intact. Frontiers in endocrinology, v. 13, p. 858417, 2022.

LABBE, Sebastien M. et al. Hypothalamic control of brown adipose tissue thermogenesis.
Frontiers in systems neuroscience, v. 9, p. 150, 2015.

LEE, Jeongmin et al. Weight loss and side-effects of liraglutide and lixisenatide in obesity and
type 2 diabetes mellitus. Primary Care Diabetes, v. 17, n. 5, p. 460-465, 2023.

LEITNER, Brooks P. et al. Mapping of human brown adipose tissue in lean and obese young
men. Proceedings of the national academy of sciences, v. 114, n. 32, p. 8649-8654, 2017.

LI, Mohan et al. Brown adipose tissue facilitates the fever response following infection with
Salmonella enterica serovar Typhimurium in mice. Journal of Lipid Research, v. 65, n. 9, p.
100617, 2024.

LIU, Jie et al. LPS-induced inhibition of miR-143 expression in brown adipocytes promotes
thermogenesis and fever. International Journal of Molecular Sciences, v. 23, n. 22, p. 13805,
2022.

LUO, Ying et al. Liraglutide improves non-alcoholic fatty liver disease in diabetic mice by
modulating inflammatory signaling pathways. Drug Design, Development and Therapy, p.
4065-4074, 2019.

MADSBAD, Sten. Liraglutide for the prevention of major adverse cardiovascular events in
diabetic patients. Expert Review of Cardiovascular Therapy, v. 17, n. 5, p. 377-387, 2019.

MALVAR, David do Carmo. Efeito antipirético dos principais metabolitos da dipirona
sobre a resposta febril induzida por LPS e pelo veneno do escorpido Tityus serrulatus.
2012. Tese (Doutorado) — Universidade de Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2012.

MARSQO, Steven P. et al. Liraglutide and cardiovascular outcomes in type 2 diabetes. New
England Journal of Medicine, v. 375, n. 4, p. 311-322, 2016.

MAUVAIS-JARVIS F, et al. Sex-and Gender-Based Pharmacological Response to
Drugs.Pharmacol Rev. 2021 Apr;73(2):730-762. doi: 10.1124/pharmrev.120.000206.

MCNEILL, Ben T.; SUCHACKI, Karla J.; STIMSON, Roland H. MECHANISMS IN

ENDOCRINOLOGY: Human brown adipose tissue as a therapeutic target: warming up or
cooling down?. European Journal of Endocrinology, v. 184, n. 6, p. R243-R259, 2021.

55



MEHTA, Anurag; MARSO, Steven P.; NEELAND, 1J. Liraglutide for weight management: a
critical review of the evidence. Obesity science & practice, v. 3, n. 1, p. 3-14, 2017.

MERT, Irem et al. Anti-inflammatory potential of liraglutide, a glucagon-like peptide-1 receptor
agonist, in rats with peripheral acute inflammation. Inflammopharmacology, v. 30, n. 3, p.
1093-1105, 2022.doi: 10.1007/s10787-022-00978-0.

MILLER, Alyson A. et al. Effect of gender on NADPH-oxidase activity, expression, and
function in the cerebral circulation: role of estrogen. Stroke, v. 38, n. 7, p. 2142-2149, 2007.

MIRRASEKHIAN, Elahe et al. The antipyretic effect of paracetamol occurs independent of
transient receptor potential ankyrin 1-mediated hypothermia and is associated with
prostaglandin inhibition in the brain. The FASEB Journal, 2018.

MOHIUDDIN, Abdul Kader. Erroneous uses of NSAIDs in patients with COVID-19, Dengue,
and Chikungunya. Universal Journal of Pharmacy and Pharmacology, p. 1-2, 2023.

MONJO, Marta et al. Direct effects of testosterone, 17f-estradiol, and progesterone on
adrenergic regulation in cultured brown adipocytes: potential mechanism for gender-dependent
thermogenesis. Endocrinology, v. 144, n. 11, p. 4923-4930, 2003.

MOUIHATE, Abdeslam. Long-lasting impact of early life immune stress on neuroimmune
functions. Medical Principles and Practice, v. 22, n. Suppl. 1, p. 3-7, 2013.

MURAKAMI, NAOTOSHI; ONO, T. Sex-related differences in fever development of
rats. American Journal of Physiology-Regulatory, Integrative and Comparative
Physiology, v. 252, n. 2, p. R284-R289, 1987.

MORRISON, S. F. Central neural control of thermoregulation and brown adipose tissue.
Autonomic Neuroscience,[S.L],v.196,p.14-24,2016.

MORRISON, S. F.; NAKAMURA, K. Central mechanisms for thermoregulation. Annual
review of physiology, v. 81, n. 1, p. 285-308, 2019.

MULLER, Timo D. et al. Glucagon-like peptide 1 (GLP-1). Molecular metabolism, v. 30, p.
72-130, 2019.

MUNRO, Patrick et al. Modulation of the inflammatory response to LPS by the recruitment
and activation of brown and brite adipocytes in mice. American Journal of Physiology-
Endocrinology and Metabolism, v. 319, n. 5, p. E912-E922, 2020.

NAKAMURA, Yoshiko et al. Prostaglandin EP3 receptor—expressing preoptic neurons
bidirectionally control body temperature via tonic GABAergic signaling. Science Advances, v.
8, n. 51, p. eadd5463, 2022.

NAUCK, Michael A. et al. A historia evolutiva das incretinas (GIP e GLP-1) em doencas
metabolicas e cardiovasculares: uma atualizagdo fisiopatologica. Diabetes, Obesity and
Metabolism , v. 23, p. 5-29, 2021.

NEDERGAARD, Jan et al. UCP1: the only protein able to mediate adaptive non-shivering
thermogenesis and metabolic inefficiency. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-
Bioenergetics, v. 1504, n. 1, p. 82-106, 2001.

OGOINA, Dimie. Fever, fever patterns and diseases called ‘fever’—a review. Journal of
infection and public health, v. 4, n. 3, p. 108-124, 2011.

56



OLIVEIRA, Fernanda CB et al. Liraglutide activates type 2 deiodinase and enhances [B3-
adrenergic-induced thermogenesis in mouse adipose tissue. Frontiers in endocrinology, v. 12,
p. 803363, 2022.

OLIVER, P.; PICO, C.; PALOU, A. Differential expression of genes for uncoupling proteins 1,
2 and 3 in brown and white adipose tissue depots during rat development. Cellular and
Molecular Life Sciences CMLS, v. 58, p. 470-476, 2001.

PEREIRA; BATALHAO; CARNIO. Correlation between body temperature, blood pressure and
plasmatic nitric oxide in septic patients. Revista latino-americana de enfermagem, v. 22, p.
123-128, 2014.

PERIASAMY, Muthu; HERRERA, Jose Luis; REIS, Felipe CG. Skeletal muscle
thermogenesis and its role in whole body energy metabolism. Diabetes & metabolism journal,
v.41,n. 5, p. 327, 2017.

POHL, Elena E. et al. Important trends in UCP3 investigation. Frontiers in Physiology, v. 10,
p. 470, 2019.

PONGEN, R. Fever: A Brief Overview. International journal of science and research. 2023.
doi: 10.21275/s1r23618205728

PRAIJITHA, N.; ATHIRA, S. S.; MOHANAN, P. V. Comprehensive biology of antipyretic
pathways. Cytokine, v. 116, p. 120-127, 2019.

PROTSIV, Myroslava et al. Decreasing human body temperature in the United States since
the industrial revolution. Elife, v. 9, p. 49555, 2020.

QUEIROZ, Marina. Efeito da dipirona, 4-MAA e 4-AA sobre a resposta febril induzida
pelo LPS e seus mediadores em ratos. 2016. Tese de Doutorado. Universidade de Sdo Paulo.

QUEVEDO, Santiago et al. Sex-associated differences in cold-induced UCP1 synthesis in
rodent brown adipose tissue. Pfliigers Archiv, v. 436, p. 689-695, 1998.

RIEDEL, Walter; MAULIK, Gautham. Fever: an integrated response of the central nervous
system to oxidative stress. Stress Adaptation, Prophylaxis and Treatment, p. 125-132, 1999.

RINAMAN, Linda; COMER, Jason. Antagonism of central glucagon-like peptide-1 receptors
enhances lipopolysaccharide-induced fever. Autonomic Neuroscience, v. 85, n. 1-3, p. 98-101,
2000.doi: 10.1016/S1566-0702(00)00227-7.

RODRIGUEZ-CUENCA, Sergio et al. Sex-dependent thermogenesis, differences in
mitochondrial morphology and function, and adrenergic response in brown adipose tissue.
Journal of Biological Chemistry, v. 277, n. 45, p. 42958-42963, 2002.

RODRIGUEZ-CUENCA, Sergio et al. Sex steroid receptor expression profile in brown adipose
tissue. Effects of hormonal status. Cellular Physiology and Biochemistry, v. 20, n. 6, p. 877-
886, 2007.

ROMANOVSKY, A. A. The thermoregulation system and how it works. Handb Clin Neurol,
v. 156, p. 3-43, 2018. DOI:10.1016/B978-0-444-63912-7.00001-1.

ROTH, Joachim; BLATTEIS, Clark M. Mechanisms of fever production and lysis: lessons from
experimental LPS fever. Compr Physiol, v. 4, n. 4, p. 1563-1604, 2014.

57



ROWLAND, Leslie A.; BAL, Naresh C.; PERIASAMY, Muthu. The role of skeletal-muscle-
based thermogenic mechanisms in vertebrate endothermy. Biological Reviews, v. 90, n. 4, p.
1279-1297, 2015.

RUSSELL-JONES, David. Molecular, pharmacological and clinical aspects of liraglutide, a
once-daily human GLP-1 analogue. Molecular and cellular endocrinology, v. 297, n. 1-2, p.
137-140, 2009.

SAVCHENKO, Liudmyla G. et al. Liraglutide exerts an anti-inflammatory action in obese
patients with type 2 diabetes. Romanian journal of internal medicine, v. 57, n. 3, p. 233-240,
2019.

SCHLADER, Zachary J.; STANNARD, Stephen R.; MUNDEL, Toby. Evidence for
thermoregulatory behavior during self-paced exercise in the heat. Journal of Thermal Biology,
v. 36, n. 7, p. 390-396, 2011.

SCHONFELD, Peter; WOJTCZAK, Lech. Brown adipose tissue mitochondria oxidizing
fatty acids generate high levels of reactive oxygen species irrespective of the uncoupling
protein-1 activity state. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Bioenergetics, v. 1817, n. 3, p.
410-418, 2012.

SEABRA, Carolina. Farmacocinética do ibuprofeno. 2015. Tese de Doutorado. Universidade
Fernando Pessoa. Porto, 2015.

SEMPLE, R. K. et al. Expression of the thermogenic nuclear hormone receptor coactivator
PGC-1a is reduced in the adipose tissue of morbidly obese subjects. International journal
of obesity, v. 28, n. 1, p. 176-179, 2004.

SEO, Young-Gyun. Side effects associated with liraglutide treatment for obesity as well as
diabetes. Journal of Obesity & Metabolic Syndrome, v. 30, n. 1, p. 12, 2020.

SHABALINA, Irina G. et al. UCP1 in brite/beige adipose tissue mitochondria is
functionally thermogenic. Cell reports, v. 5, n. 5, p. 1196-1203, 2013.

SHIRAKI, Aya et al. The glucagon-like peptide 1 analog liraglutide reduces TNF-a-induced
oxidative stress and inflammation in endothelial cells. AthEROCIEROis, v. 221, n. 2, p. 375-
382, 2012.

SILBERNAGL, Stefan; LANG, Florian. Fisiopatologia: texto e atlas. 2* ed. — Porto Alegre:
Artmed, 2016.

SPENCER, Inés Mateus. Febre: padroes de febre e o seu impacto na patologia. 2015. Tese
de Doutorado. Universidade de Coimbra.

SREENIVASAN, Chithra et al. Avaliacdo dos beneficios cardiovasculares dos agonistas do
receptor de peptideo-1 semelhante ao glucagon (GLP-1 RAs) no diabetes mellitus tipo 2: uma
revisdo sistematica. Cureus , v. 16, n. 8, 2024.

SZNEJDER, Henry et al. Real world evidence of the use of metamizole (dipyrone) by the
Brazilian population. A retrospective cohort with over 380,000 patients. Einstein (Sao Paulo),
v. 20, p. eAO6353, 2022.

VALLE, A. et al. Sex-related differences in energy balance in response to caloric restriction.
American Journal of Physiology-Endocrinology and Metabolism, v. 289, n. 1, p. E15-E22,
2005.

58



VELICKOVIC, Ksenija et al. Expression and subcellular localization of estrogen receptors a
and B in human fetal brown adipose tissue. The Journal of Clinical Endocrinology &
Metabolism, v. 99, n. 1, p. 151-159, 2014.

VEMULAPALLI, Hema Srikanth et al. Safety and Efficacy of Liraglutide on
Cardiovascular Outcomes in Patients With Diabetes Mellitus: A Meta-Analysis of
Randomized Controlled Trials. Cureus, v. 15, n. 9, 2023.

VIDAL-PUIG, Antonio et al. UCP3: an uncoupling protein homologue expressed preferentially
and abundantly in skeletal muscle and brown adipose tissue. Biochemical and biophysical
research communications, v. 235, n. 1, p. 79-82, 1997.

VINA, Jose et al. Why females live longer than males? Importance of the upregulation of
longevity-associated genes by oestrogenic compounds. FEBS letters, v. 579, n. 12, p. 2541-
2545, 2005.

VIRTANEN, Kirsi A. et al. Functional brown adipose tissue in healthy adults. New England
Journal of Medicine, v. 360, n. 15, p. 1518-1525, 2009.

WALKER, H. Kenneth; HALL, W. Dallas; HURST, J. Willis. Clinical methods: the history,
physical, and laboratory examinations. 1990.

WANG, Huiting et al. The mixture of Radix isatidis, Forsythiae, and Gypsum alleviates
lipopolysaccharide-induced fever in broilers by inhibition of TLR4/NF-kB signaling pathway.
Poultry Science, v. 102, n. 11, p. 103032, 2023.

ZAMPRONIO, Aleksander R.; SOARES, Denis M.; SOUZA, Gloria EP. Central mediators
involved in the febrile response: effects of antipyretic drugs. Temperature, v. 2, n. 4, p. 506-
521,2015.

ZOICO, Elena et al. Brown and beige adipose tissue and aging. Frontiers in endocrinology,
v. 10, p. 368, 2019.

59



10. ANEXOS

Tabela 1. Sequenciamento de primers usados na PCR.

Nome da Sequéncia

Sequéncia (5'-3")

rUCPIF AGAGGTGGTGAAGGTCAGAATGC
rUCP1R AGATTAGGAGTCGTCCCTTTCCA
rPPARGCIAF GAAGCAGAAAGCAATTGAAGAGCG
rPPARGCIAR AAGAGCAGCGAAAGCGTCAC
r36B4F GCGTCCTCATTAGAGTGACATCG
r36B4R GTGTTCTTGCCCATCAGCACC
rAdrb3F CTATGCCAACTCTGCCTTCAACC
rAdrb3R GCCATCAAACCTGTTGAGCG
rUCP3F GACTCACAGGCAGCAAAGGAA
rUCP3R GAGGAGATCAGCAAAACAGGC
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