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RESUMO

SOUSA, Gabriela Luna Soares de Sousa. Efeitos da liraglutida, um analogo de GLP-1,
na resposta febril: modula¢ao neuroinflamatéria dependente do sexo. Brasilia, 2026.
Tese (Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias da Saude,
Universidade de Brasilia, Brasilia, 2026.

A regulagdo da temperatura corporal (Tc) ¢ mediada por circuitos neurais integrados, nos
quais a area pré-optica do hipotdlamo atua como centro de convergéncia entre sinais
térmicos periféricos e respostas autonomicas. Embora a febre desempenhe papel adaptativo
na defesa imune, alteragdes excessivas da temperatura podem comprometer a homeostase.
Evidéncias indicam que a sinalizagdo mediada pelo receptor do peptideo-1 semelhante ao
glucagon (GLP-1) participa da modulagdo da Tc em contextos inflamatorios. Diante disso,
o presente estudo investigou o efeito da liraglutida (LIRA) sobre a regulagdo da Tc e a
resposta febril induzida por LPS em ratos machos e fémeas. Para tanto, ratos Wistar machos
e fémeas receberam LPS (50 pg/kg), por via intraperitoneal (i.p.) para indu¢do da febre e,
ap6s 60 min, foram tratados com LIRA (0,1; 0,3 e 1.0 mg/kg, i.p.). A Tc foi monitorada por
quatro ou seis horas por meio de registradores de temperatura implantados na cavidade
peritoneal. A administragdo de LIRA promoveu reducao da Tc tanto em condigdes basais
quanto febris em ambos o0s sexos, porém os mediadores associados a esse efeito diferiram
entre machos e fémeas. Nos machos, o efeito antipirético da LIRA esteve associado a
reducdo das concentragdes hipotalamicas de prostaglandina E: (PGE-) e a maior ativacao da
via da JNK apo6s o estimulo inflamatério, acompanhadas por diminuigdo das concentragdes
de serotonina (5-HT) apos a administragdo de LPS, tendéncia que também foi observada
em condi¢des basais apos o tratamento com LIRA. Nas fémeas, em contraste, a agdo da
LIRA foi associada a reducdo das concentracdes plasmaticas de interleucina-6 (IL-6), ao
aumento dos niveis hipotalamicos de 5-HT apds a administragdo de LPS e a diminuicao da
fosforilagdo da JNK. Em conjunto, esses resultados demonstram que a LIRA exerce acao
antipirética por meio de mecanismos neuroimunes sexo-dependentes, envolvendo a
modula¢do diferencial de prostaglandinas, IL-6, sistema serotoninérgico e da via da JNK.
Esses achados evidenciam que machos e fémeas utilizam estratégias neuroimunes distintas
para a integracao dos efeitos do GLP-1 na regulacao da Tc, refor¢ando a importancia de
considerar o sexo biologico na interpretacao de respostas neuroinflamatorias e febris e na
avaliagdo farmacologica de agonistas do receptor de GLP-1.

Palavras-chave: Regulacdo térmica; Febre;; receptor de GLP-1; dimorfismo sexual;
serotonina; JNK.




ABSTRACT

SOUSA, Gabriela Luna Soares de Sousa. Effects of liraglutide, a GLP-1 analog, on the
febrile response: sex-dependent neuroinflammatory modulation. Brasilia, 2026. Tese
(Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade
de Brasilia, Brasilia, 2026.

Body temperature (Tc) regulation is mediated by integrated neural circuits, in which the
preoptic area of the hypothalamus acts as a convergence center for peripheral thermal
signals and autonomic responses. Although fever plays an adaptive role in immune defense,
excessive alterations in body temperature may compromise homeostasis. Evidence
indicates that signaling mediated by the glucagon-like peptide-1 (GLP-1) receptor
participates in the modulation of Tc under inflammatory conditions. Therefore, the present
study investigated the effect of liraglutide (LIRA) on Tc regulation and the febrile response
induced by LPS in male and female rats. For this purpose,male and female Wistar rats
received lipopolysaccharide (LPS, 50 pg/kg, intraperitoneally) to induce fever and, after 60
min, were treated with LIRA (0.1, 0.3, or 1.0 mg/kg, intraperitoneally). Tc was monitored
for four or six hours using temperature data loggers implanted into the peritoneal cavity.
LIRA administration reduced Tc under both basal and febrile conditions in both sexes;
however, the mediators associated with this effect differed between males and females. In
males, the antipyretic effect of LIRA was associated with reduced hypothalamic
prostaglandin E: (PGE-:) levels and increased activation of the JNK pathway following
inflammatory stimulation, accompanied by decreased hypothalamic serotonin (5-HT)
concentrations after LPS administration, a pattern also observed under basal conditions
after LIRA treatment. In females, by contrast, LIRA action was associated with reduced
serum interleukin-6 (IL-6) concentrations, increased hypothalamic 5-HT levels after LPS
administration, and decreased JNK phosphorylation. Taken together, these results
demonstrate that LIRA exerts antipyretic effects through sex-dependent neuroimmune
mechanisms involving differential modulation of prostaglandins, IL-6, the serotonergic
system, and the JNK signaling pathway. These findings indicate that males and females
employ distinct neuroimmune strategies to integrate GLP-1 signaling in Tc regulation,
highlighting the importance of considering biological sex in the interpretation of
neuroinflammatory and febrile responses and in the pharmacological evaluation of GLP-1
receptor agonists.

Keywords: Thermoregulation; Fever; GLP-1 receptor; sexual dimorphism; serotonin; JNK.
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1. INTRODUCAO

A manuten¢do da temperatura corporal (Tc) exige um sistema neural altamente
especializado, no qual a area pré-optica do hipotalamo anterior (APO/HA) desempenha papel
central como integradora dos sinais térmicos provenientes da periferia e coordenadora das
respostas autondmicas que ajustam a producdo e a perda de calor (Morrison e Nakamura,
2011). Esse controle preciso sustenta a homeostase térmica e ¢ fundamental para a
sobrevivéncia dos organismos. Dentro desse contexto, a febre emerge como uma
reorganizacao dos limiares termorregulatorios, na qual estimulos infecciosos ou inflamatorios
elevam seletivamente os limiares para respostas de resfriamento (vasodilatagdo, sudorese)
enquanto reduzem os limiares para respostas de aquecimento (vasoconstricdo, termogénese),
deslocando o ponto de equilibrio para Tc mais elevada (Dinarello, Cannon e Wolft, 1988;
Romanovsky, 2007). Embora contribua para o funcionamento eficiente do sistema
imunolégico, favorecendo a migragdo celular e a atividade fagocitica, a elevacdo exagerada
da Tc também representa um custo metabolico significativo e pode desencadear danos
celulares decorrentes do aumento do consumo energético e da desnaturagdo de proteinas
(Evans, Repasky e Fisher, 2015; Tansey e Johnson, 2015).

A geracdo da febre resulta da interacdo entre mediadores periféricos e circuitos
hipotaldmicos. Quando administrado sistemicamente, o lipopolissacarideo (LPS) ativa
receptores tipo Toll (TLR4) em células hematopoiéticas desencadeando a liberacdo de
citocinas pirogénicas, notadamente IL-1PB, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
interleucina 6 (IL-6) (Evans, Repasky e Fisher, 2015). O TNF-a atua como mediador
pirogénico precoce, sendo rapidamente liberado apds a ativagdo imune periférica e
contribuindo para a ativagdo endotelial, o aumento da permeabilidade vascular e a
amplificacdao da producao subsequente de IL-1p e IL-6, configurando um papel hierarquico na
cascata inflamatoria associada a febre (Bradley, 2008; Dinarello, 2004).

Essas citocinas podem atingir o endotélio cerebral na regido pré-optica do hipotalamo
e induzir a expressdo de ciclooxigenase-2 (COX-2). Esse processo culmina na produgdo de
prostaglandina E: (PGE-:), a qual se liga ao receptor de PGE, tipo 3 (EP3) expresso em
neurdnios termorregulatorios da regido pré-optica anteroventral (AVPO), reorganizando os
limiares de ativa¢do independentes de multiplos circuitos efetores: eleva-se o limiar para
respostas de dissipagdo térmica (vasodilatacao cutanea, sudorese), enquanto reduz-se o limiar
para respostas de conservacao e producao de calor (vasoconstri¢ao periférica, termogénese em

tecido adiposo marrom, tremor muscular). Esta modulagao diferencial desloca o ponto de
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equilibrio  termorregulatério para Tc mais elevada. Paralelamente, mecanismos
anti-inflamatdrios, entre eles a a¢do da interleucina-10 (IL-10), modulam essas vias ao inibir
sinais pro-inflamatorios e ajustar a producao de prostaglandinas, garantindo que a resposta
febril ndo ultrapasse limites fisioldgicos (Blomqvist e Engblom, 2018; Morrison e Nakamura,
2011).

A influéncia do sexo bioldgico sobre esses mecanismos tem ganhado destaque.
Observacdes em humanos e modelos animais revelam diferencas sistematicas no controle
térmico entre machos e fémeas, as quais se manifestam tanto em condi¢des basais quanto em
respostas febris (Cai et al., 2016; Yanovich, Ketko e Charkoudian, 2020). Nas fémeas,
hormonios ovarianos modulam diretamente a dinamica térmica, refletindo-se nas variagdes
ciclicas da Tc (Coelho et al., 2021; Baker, Siboza e Fuller, 2020). Em modelos experimentais,
fémeas com ciclo estral aleatorio exibem respostas febris atenuadas em comparagao aos
machos, sugerindo que os esteroides ovarianos interferem em vias inflamatérias e
termorregulatérias (Brito et al., 2016). Diferencas adicionais s3o observadas em vias
especificas, como a modulagdo da PGE: apds o bloqueio da vasopressina, que ocorre
seletivamente em machos, indicando que redes neuroimunes envolvidas na febre operam de
modo distinto entre os sexos (Pittman et al., 1998).

O peptideo semelhante ao glucagon tipo 1 (GLP-1) ¢ uma incretina enddgena
produzida predominantemente pelas células L do intestino em resposta a ingestdo de
nutrientes, além de ser sintetizado por neurénios do nucleo do trato solitario no tronco
encefalico. Para além de seus efeitos classicos na homeostase glicémica, o GLP-1 atua no
sistema nervoso central modulando circuitos autondomicos, metabdlicos € comportamentais,
com projecdes para regioes hipotalamicas envolvidas no controle da ingestdo alimentar, do
gasto energético e potencialmente da termorregulagao (Larsen et al., 1997; Holt et al., 2019).

Nas ultimas décadas, o uso clinico de agonistas do receptor do peptideo semelhante ao
glucagon tipo 1 (GLP-1R), como a liraglutida (LIRA), expandiu-se significativamente,
especialmente no tratamento de diabetes tipo 2 e obesidade. A crescente exposicao de
pacientes a esses farmacos torna essencial compreender seus efeitos para além do controle
metabolico tradicional. H4 evidéncias de que a LIRA exerca agdes anti-inflamatérias e
neuroprotetoras em diferentes condigdes patologicas, como osteoartrite e lesdes hepaticas por
isquemia e reperfusdo (Meurot et al., 2022; Li et al., 2022). Contudo, a relagdo entre a via de

sinalizagdo do GLP-1R e a regulagdo da temperatura ainda nao foi esclarecida. Estudos
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iniciais indicam que o bloqueio central do GLP-IR intensifica a febre induzida por LPS,
sugerindo que essa via pode participar do controle térmico (Rinaman e Comer, 2000).

Apesar desses indicios, pouco se sabe sobre como a LIRA atua diretamente durante a
inflamacdo sistémica e se suas acdes antipiréticas diferem entre machos e fémeas. Neste
estudo, buscou-se esclarecer essas questdes, avaliando os efeitos da LIRA sobre a Tc em ratos
de ambos os sexos submetidos a febre induzida por LPS. Além disso, investigamos se o
farmaco interfere na produ¢ao de mediadores inflamatérios e oxidativos, tanto em nivel
sistémico quanto hipotaldmico e avaliamos suas a¢des sobre neurotransmissores relevantes a
modulagdo térmica, como serotonina (5-HT), dopamina (DA) e noradrenalina (NA), além de
seus metabolitos. Por fim, examinamos a fosforilagdo de quinase N-terminal de c-Jun (JNK)
no hipotadlamo, com o objetivo de identificar possiveis bases moleculares sexo-dependentes
associadas a sinalizagdo do GLP-1 durante a resposta febril.

Os achados deste trabalho originaram um manuscrito cientifico elaborado pela autora

e colaboradores, referenciado como Sousa et al. (2025).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 TERMOREGULACAO

Do ponto de vista fisioldgico, a regulacdo da temperatura corporal baseia-se no
conceito de “ponto de equilibrio” termorregulatorio, definido como o valor de referéncia da
Tc defendido ativamente pelo sistema nervoso central. Alteragdes nesse ponto determinam
respostas autondmicas e comportamentais que visam restaurar a Tc para o valor considerado
adequado pelo organismo (Romanovsky, 2007; Morrison e Nakamura, 2019).

A APO/HA desempenha papel crucial na regulacio da Tc, monitorando-a
constantemente e iniciando respostas para manté-la dentro de uma faixa normal. Isso ocorre
porque a APO ¢ um centro integrador, recebendo informagdes de termorreceptores localizados
em todo o corpo, incluindo a pele, 6rgdos internos e Orgaos centrais, que monitoram a
temperatura ambiente e interna. Se a temperatura estiver fora da faixa considerada normal, a
APO inicia respostas efetoras fisiologicas para restaurar o equilibrio térmico (Ferndndez-Pena
et al, 2023).

Quando a Tc aumenta, os neuroénios sensiveis ao calor presentes na regido pré-optica
anteroventral (AVPO), detectam esse aumento ¢ desencadeiam mecanismos para resfriar o
corpo. Isso inclui a ativagdo do sistema de sudorese para a produgdo de suor, que ajuda na
dissipacdo do calor por meio da evaporacdo. Além disso, ocorre vasodilatacdo periférica,
aumentando o fluxo sanguineo para a superficie da pele e promovendo a perda de calor.

Por outro lado, se a Tc diminui, a APO desencadeia respostas para aumentar a
producdo de calor. Isso pode envolver a contragdo dos vasos sanguineos periféricos para
reduzir a perda de calor pela pele, bem como o aumento na produgao de calor mediado ou nao
por tremores.

As vias eferentes que irdo controlar os termoefetores se dividem em trés categorias:
termogénica, vasomotora e perda de calor por evaporacdo. Essas vias sdo sobrepostas e
envolvem uma saida inibitéria da APO que atinge os neur6nios hipotaldmicos. Os neurdnios
promotores da termogénese do hipotidlamo dorso medial ativam neurdnios pré-motores na
area da rafe que enviam impulsos excitatorios descendentes para os neurdnios espinhais
(Madden e Morrison, 2019).

Diferengas sexuais na Tc sdo documentadas tanto em humanos quanto em modelos
animais. Em fémeas, a Tc exibe flutuacdes caracteristicas ao longo do ciclo ovariano,
evidenciando que hormodnios sexuais modulam ativamente a homeostase térmica (Yang et al,

2007; Baker, Siboza e Fuller, 2020; Fernandez-Pefia et al, 2023).
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Entre os hormdnios gonadais, a progesterona exerce papel importante na elevacao da
Tc. Os hormodnios sexuais influenciam a termorregulagdo através de acdo direta sobre
neurdnios da 4rea pré-Optica (POA) hipotalamica, onde receptores para progesterona,
estrogénio e testosterona sdo amplamente expressos (Baker, Sibioza e Fuller, 2020;
Fernandez-Peia et al, 2023).

A progesterona atua centralmente, deslocando o ponto de equilibrio termorregulatdrio
no hipotadlamo e resultando em elevacdo da Tc defendida, fenomeno responsavel pela fase
hipertérmica caracteristica da fase lutea do ciclo menstrual. J& os estrogénios e a testosterona
participam predominantemente da regulagdo periférica das respostas termorregulatérias,
modulando a sensibilidade e magnitude das respostas efetoras frente a variagdes da

temperatura ambiente (Sanches-Alavez, Alboni e Conti, 2011; Fernandez-Pena et al, 2023).

2.2 FEBRE E MEDIADORES RELACIONADOS A FEBRE

A febre ¢ uma resposta fisiologica frequente em condig¢des infecciosas e inflamatorias.
O termo deriva do latim febris, que significa "calor", enquanto pirexia tem origem no grego e
remete a "fogo" ou "febre". Embora alguns autores utilizem essas denominagdes como
sindnimos, outros estabelecem distingdo conceitual: febre refere-se especificamente ao
aumento da Tc resultante da acdo de pirogénios que deslocam o ponto de equilibrio
termorregulatdrio no hipotdlamo (Zimmerman e Hanania, 2005; Romanovsky, 2006).

Tradicionalmente, a febre ¢ definida com base em limites numéricos arbitrarios de
temperatura. No entanto, sob perspectiva fisioldgica, caracteriza-se mais precisamente como
elevacao da Tc secundaria ao deslocamento do ponto de equilibrio termorregulatorio central,
no qual o organismo passa a defender ativamente uma Tc mais elevada (Liddle et al., 2023).
Esse deslocamento do ponto de equilibrio ¢ acompanhado pela ativagdo coordenada de
mecanismos efetores autondmicos e comportamentais, que incluem vasoconstri¢ao periférica,
termogénese no tecido adiposo marrom, tremor muscular ¢ mudangas comportamentais de
busca por calor.

Conceitualmente, ¢ importante distinguir febre de hipertermia. Enquanto a febre
decorre do deslocamento ativo do ponto de equilibrio termorregulatério hipotaldmico
mediado por pirogénios enddgenos, a hipertermia resulta da incapacidade dos mecanismos de
dissipagdao de calor em lidar com uma carga térmica excessiva, sem alteragdo do ponto de
equilibrio central (Romanovsky, 2006; Tansey e Johnson, 2015).

De forma complementar, a hipotermia corresponde a reducao da Tc central abaixo da
faixa fisiologica, podendo resultar tanto de exposi¢cao ambiental ao frio quanto de respostas
reguladas do sistema nervoso central em contextos patologicos, como sepse grave, choque e
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trauma, nas quais ocorre um deslocamento do ponto de equilibrio termorregulatério para
valores mais baixos (Romanovsky et al., 2005; Sessler, 2001).

Estudos indicam que um aumento de 1 a 4°C na Tc durante a febre pode estar
associado a melhoria da sobrevivéncia e a resolucdo de infecgdes. Durante a febre, hd um
aumento nos mecanismos de protecdo imunolédgica e na defesa contra patdgenos. As citocinas
pirogénicas produzidas durante a febre nao s6 desencadeiam a elevacao da temperatura, mas
também operam localmente para orquestrar a imunidade nos tecidos infectados. Esse aumento
controlado na Tc parece potencializar a resposta imunoldgica, contribuindo para a eficacia do
combate contra agentes infecciosos. Dessa forma, em determinados contextos, a febre pode
desempenhar um papel crucial na promog¢ao da defesa do organismo contra infecgdes (Evans,
Repasky e Fisher, 2015; Earn, Andrews e Bolker, 2014).

Entretanto, a febre, principalmente quando prolongada, e em temperaturas extremas
pode causar riscos a saude, inclusive, podendo afetar o metabolismo cerebral causando
aumento no consumo de oxigénio, acidose e maior liberagdo de 6xido nitrico (NO), um
mediador do dano oxidativo (Zawadzka, Szmuda, e Mazurkiewicz-Beldzinska, 2017). Além
disso, temperaturas acima de 42°C podem ocasionar citotoxicidade com desnatura¢do de
proteinas e sintese prejudicada de DNA, levando a comprometimento neuronal e faléncia de
orgdos (Tansey e Johnson, 2015).

Apesar desses riscos potenciais, a febre persiste como resposta evolutivamente
conservada, o que sugere beneficios adaptativos significativos. A inducdo e a manutencao da
febre envolvem a interagdo entre o sistema imunologico inato e os circuitos neuronais dos
sistemas nervoso central e periférico (Evans, Repasky e Fisher, 2015). Esse processo
caracteriza um exemplo de comunicagdo neuroimune, no qual sinais inflamatorios periféricos
sdo traduzidos em respostas neurais centrais, configurando um componente de
neuroinflamag¢ao funcional associado ao controle da Tc.

A inflamacdo pode ser definida como uma resposta bioldgica coordenada do
organismo frente a agentes infecciosos ou lesdo tecidual, envolvendo mediadores celulares e
humorais. No contexto da resposta febril, destaca-se a interse¢do entre inflamacao sistémica
periférica e neuroinflamacdo, na qual sinais imunoldgicos periféricos sdo traduzidos em
respostas neurais no sistema nervoso central, particularmente no hipotalamo (Dinarello, 2004;
Evans, Repasky e Fisher, 2015).

O sistema imunologico detecta as infecgdes por meio da ligagdo de padrdes
moleculares associados a patogenos a receptores de reconhecimento de patégenos como o0s

receptores Toll-like (TLR) que sdo expressos em cé€lulas imunes inatas (Evans, Repasky e
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Fisher, 2015). A ativacdo de TLRs, particularmente do TLR4 pelo LPS, desencadeia cascatas
de sinalizagdo intracelulares dependentes dos adaptadores MyDS88 e TRIF, culminando na
ativacdo de fatores de transcri¢dao pro-inflamatorios, como NF-xB e AP-1.

A indugdo experimental da febre ¢ frequentemente realizada pela administragio
sistétmica de LPS, componente da membrana externa da parede celular de bactérias
Gram-negativas. Sabe-se que a administracdo de LPS desencadeia uma resposta inflamatoria
aguda, simulando o que aconteceria durante uma infec¢do bacteriana. O LPS ativa os TLRs
expressos em macrofagos, células dendriticas e outras células do sistema imunoldgico inato,
levando a liberagdo de mediadores inflamatoérios, como as citocinas pirogénicas, sendo as
principais o TNF-a, a IL-13 e a IL-6 (Dinarello, 2004; Evans, Repasky e Fisher, 2015).

O aumento da produgdo dessas citocinas inicia uma cascata de eventos que culmina na
ativacdo de circuitos neuronais termorregulatorios no hipotalamo. Conforme descrito
anteriormente, essas citocinas induzem a expressao de COX-2 no endotélio cerebral,
resultando na produg¢do de PGE: (Saper, Romanovsky e Scammell, 2012; Blomqvist e
Engblom, 2018). A PGE-, ao ligar-se a receptores EP3 em neurdnios da AVPO, desloca o
ponto de equilibrio termorregulatorio (Romanovsky, 2006; Evans, Repasky e Fisher, 2015).
Os neurdnios hipotalamicos entdo acionam mecanismos efetores autonomicos para elevar a
Tc: vasoconstri¢do periférica reduz a perda de calor, enquanto a termogénese no tecido
adiposo marrom e o tremor muscular promovem a producdo ativa de calor (Morrison e
Nakamura, 2011; Evans, Repasky e Fisher, 2015). O modelo de febre induzida por LPS
constitui, assim, ferramenta experimental fundamental para investigar os mecanismos
moleculares e celulares da resposta febril, permitindo estudar as vias de indugdo e regulagdo
da febre e identificar potenciais alvos terapéuticos para modulagdo da resposta febril em
condig¢des patoldgicas (Romanovsky, 2006; Saper, Romanovsky e Scammell, 2012).

A manutengdo da febre ao longo do tempo depende da persisténcia da sinalizacao
COX-2/mPGES-1/PGE: no sistema nervoso central e da producdo sustentada de citocinas
pirogénicas, especialmente IL-1f e IL-6, que prolongam a ativacdo dos circuitos
termorregulatorios hipotalamicos durante a fase tardia da resposta febril (Romanovsky, 2006;
Saper, Romanovsky e Scammell, 2012).

A IL-6 ¢ produzida em resposta a infecgdes e lesdes teciduais, contribuindo para a
defesa do hospedeiro por meio da estimulacdo de respostas de fase aguda, hematopoiese e
reacdes imunologicas. A sintese desregulada de IL-6 estd associada a diversas doencas
imunologicas, incluindo artrite reumatoide e outras condigdes inflamatérias cronicas (Tanaka,

Narazaki e Kishimoto, 2014).
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No contexto da febre, a IL-6 exerce papel central como mediador pirogénico. Diversos
tipos celulares no sistema nervoso central, incluindo astrocitos, células microgliais e
neurdnios, sdo capazes de sintetizar IL-6 em resposta a estimulos inflamatorios locais
(Benveniste et al., 1990). Além disso, a IL-6 atua como elo fundamental entre a resposta
imune periférica e a ativacao dos circuitos termorregulatérios centrais, operando por meio da
via COX-2/PGE: para alterar o ponto de equilibrio térmico.

Evidéncias experimentais confirmam o papel pirogénico da IL-6, uma vez que a
administragdo intravenosa ou intracerebroventricular de IL-6 provoca elevagdo da Tc central
em roedores (LeMay, Vander e Kluger, 1990). Além disso, a IL-6 apresenta efeitos
citoprotetores durante o estresse térmico: camundongos pré-tratados com IL-6 antes da
exposicdo ao calor extremo demoram mais para atingir 42,4°C, apresentam menor dano
organico e reducdo na liberagdo de outras citocinas pré-inflamatorias (Phillips et al., 2015).
Esses resultados indicam que, além de sua fun¢do na indugdo da febre, a IL-6 estd envolvida
em mecanismos adaptativos que protegem o organismo contra lesdo térmica excessiva.

O TNF-a ¢ uma potente citocina pré-inflamatéria que exerce efeitos pleiotropicos em
diversos tipos celulares e desempenha papel critico na patogénese de doencas inflamatorias. A
administracdo direta de TNF-a induz resposta febril, confirmando sua atividade pirogénica
(Bradley, 2008; Evans, Repasky e Fisher, 2015).

Existe uma relagdo bidirecional entre Tc e producdo de citocinas. Estudos
experimentais demonstram que a elevagdo da Tc de camundongos da faixa basal
(36,5-37,5°C) para a faixa febril (39,5-40°C), aumenta os niveis circulantes de TNF-a
(aumento de 4,1 vezes), IL-6 (aumento de 2,7 vezes) e altera a cinética de expressao de IL-1[3
em resposta ao desafio com LPS (Jiang et al., 1999).

Esses dados sugerem um mecanismo de retroalimentacdo positiva no qual as citocinas
pirogénicas induzem febre que, por sua vez, potencializa a produ¢do dessas mesmas citocinas.
Esse circuito de amplificacdo pode ser vantajoso ao intensificar a resposta imune durante
infeccdes (Jiang et al., 1999).

A IL-10, ao contrario da IL-6 e TNF-0, que sdo citocinas pro-inflamatdrias, ¢
reconhecida por seu potencial anti-inflamatdrio e desempenha papel importante na regulacao
da resposta imune durante a defesa do hospedeiro, em disturbios autoimunes, doengas
inflamatoérias e no cancer (Wang et al, 2019).

Evidéncias experimentais demonstram que a temperatura febril exerce efeitos
modulatérios sobre a inflama¢do. Em modelo murino de artrite induzida por colageno,

camundongos expostos a hipertermia na faixa febril apresentaram menor dano articular,
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correlacionado com redugdo nos niveis séricos de TNF e aumento da produgao de IL-10 nas
articulagdes inflamadas (Lee et al., 2015). Esses achados sugerem que mudangas estratégicas
na temperatura contribuem para um mecanismo bioquimico de retroalimenta¢do negativa que
protege os tecidos contra danos decorrentes da liberagcdo excessiva de citocinas apds infec¢ao
(Evans, Repasky e Fisher, 2015). Esse equilibrio entre citocinas pro-inflamatorias e
anti-inflamatdrias € determinante para o curso da resposta febril. Durante a fase de indugao da
febre, quando ha predominancia de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, IL-1 e IL-6), essas
atuam sobre o endotélio cerebral aumentando a sintese de COX-2, enzima responsavel pela
oxidacdo do acido araquidonico para producdo de PGE: (Evans, Repasky e Fisher, 2015).

A PGE, constitui o principal mediador pirogénico da febre. Produzida pelas células
endoteliais vasculares cerebrais em resposta a citocinas, a PGE: integra sinais aferentes
provenientes de citocinas pirogé€nicas geradas em resposta a estimulos patogénicos com sinais
eferentes envolvendo neurotransmissores que elevam a Tc central (Evans, Repasky e Fisher,
2015). A PGE: ¢ sintetizada tanto perifericamente quanto centralmente durante a resposta
febril. Na periferia, a produgdo de PGE: ocorre precocemente, antes mesmo da detecg¢ao de
citocinas circulantes, por células hematopoiéticas apds ativagao de TLR4 pelo LPS. A PGE-
produzida perifericamente atravessa a barreira hematoencefalica, enquanto a PGE: produzida
localmente no cérebro por células endoteliais vasculares integra os sinais pirogénicos (Evans,
Repasky e Fisher, 2015).

A indugdo da febre por LPS depende da ligacdo da PGE: aos receptores EP3 expressos
por neurdnios termorreguladores na AVPO. A resposta febril em animais endotérmicos
envolve multiplos mecanismos efetores: liberacdo de norepinefrina que aumenta a
termogénese no tecido adiposo marrom e induz vasoconstricdo nas extremidades para reduzir
perda passiva de calor; e sinalizagdo através da acetilcolina que estimula a musculatura a
converter energia quimica armazenada em energia térmica, aumentando as taxas metabdlicas

gerais (Evans, Repasky e Fisher, 2015).

O mecanismo de indugdo de febre durante a infec¢ao ¢ demonstrado na Figura 1.
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Figura 1. Mecanismo neuroimune da indu¢io da febre durante a infeccio.

Componentes bacterianos, como o lipopolissacarideo (LPS), ativam receptores Toll-like (TLR4) em células do
sistema imune inato, promovendo a liberagdo de citocinas pirogénicas (TNF-a, IL-1f ¢ IL-6). Essas citocinas
atuam sobre o endotélio cerebral na regido pré-optica do hipotdlamo, induzindo a expressdo de COX-2 e a
sintese de prostaglandina E: (PGE:). A PGE-: liga-se a receptores EP3 em neuronios da area pré-optica
anteroventral (AVPO), deslocando o ponto de equilibrio termorregulatério e ativando respostas efetoras

autonOmicas que elevam a temperatura corporal.
Fonte: Adaptado de Evans, Repasky e Fisher (2015).

Outras classes de mediadores relevantes na resposta febril sdo as espécies reativas de
oxigénio (ERO) e as espécies reativas de nitrogénio (ERN), as quais desempenham papel
ativo na modula¢do da inflamacdo sistémica e central associada a febre. As ERO sdo
moléculas altamente reativas derivadas do metabolismo do oxigénio, cuja produgdo ¢
intensificada durante estados inflamatorios e infecciosos, particularmente em condi¢des de
estresse oxidativo, caracterizado pelo desequilibrio entre a geracdo dessas espécies e a
capacidade antioxidante celular (Wright et al., 1994; Valko et al., 2007; Silva e Gongalves,
2010).

Durante a resposta inflamatoéria, as ERO ndo apenas representam subprodutos do
metabolismo celular, mas também atuam como segundos mensageiros intracelulares, capazes

de ativar vias de sinalizacdo pro-inflamatorias, como NF-kB ¢ MAPKs, favorecendo a
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expressao de citocinas pirogénicas, incluindo IL-1p, IL-6 e TNF-0, bem como a indugdo da
COX-2 e a consequente producao de PGE:, principal mediador da febre no sistema nervoso
central (Valko et al., 2007; Evans et al., 2015).

Nesse contexto, estudos prévios do nosso grupo demonstraram que a resposta febril
induzida por LPS esta associada a um aumento significativo na produ¢do de ERO em tecidos
periféricos e centrais, incluindo figado, tecido adiposo marrom e hipotalamo, sugerindo um
papel dessas espécies tanto na amplificagdo periférica da inflamagdo quanto na modulagdo
central dos circuitos termorregulatérios (Gomes et al., 2018).

As espécies reativas de nitrogénio compreendem compostos que contém nitrogénio
reativo em sua estrutura, como o NO, o peroxinitrito € o 6xido nitroso. O NO, sintetizado
principalmente pela isoforma induzivel da 6xido nitrico sintase (iNOS) durante processos
inflamatorios, apresenta papel dual na resposta febril. Evidéncias experimentais indicam que a
produgdo aumentada de NO contribui para a elevagao da Tc induzida por LPS, uma vez que o
bloqueio farmacologico da sua sintese atenua a resposta febril em modelos animais (Perotti et
al., 1999; Wen; Ribeiro; Zhang, 2011).

Além disso, o excesso de NO pode levar ao desenvolvimento de estresse nitrosativo,
caracterizado pela formagdo de espécies altamente reativas, como o peroxinitrito, capazes de
promover oxidacdo e nitratacdo de proteinas, lipidios e acidos nucleicos, intensificando o
dano celular durante a inflamagdo sistémica (Kumar; Singh; Bhardwaj, 2017). Como
mecanismo de protecdo, o organismo dispde de sistemas de tamponamento do NO circulante,
destacando-se a interacdo do grupo heme da hemoglobina com o NO, formando a
hemoglobina nitrosilada (HbNO) (Dikalov e Fink, 2005).

A quantificagdo de HbNO no sangue periférico por espectroscopia de ressonancia
paramagnética eletronica (RPE) constitui uma ferramenta sensivel para a avaliacdo indireta da
biodisponibilidade sistémica de NO e do grau de estresse nitrosativo associado a resposta
febril, permitindo a correlagao entre a produgdo de ERN e alteracdes fisiologicas da Tc (Hall e
Buettner, 1996; Hogg, 2010; Gomes, 2022). Nesse contexto, a avaliagdo de marcadores ,
como a HbNO, fornece uma interface mecanistica entre inflamagao sistémica, estresse

nitrosativo e alteracdes termorregulatorias observadas durante a resposta febril.

2.3 GLP-1 E LIRAGLUTIDA: ASPECTOS FISIOLOGICOS E FARMACOLOGICOS

Os agonistas do receptor do GLP-1 pertencem a classe dos incretinomiméticos,
farmacos que mimetizam os efeitos das incretinas endogenas, ampliando a secre¢ao de
insulina de forma glicose-dependente e modulando circuitos centrais envolvidos na

homeostase energética. Além de suas a¢des metabolicas periféricas, esses farmacos exercem
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efeitos diretos no sistema nervoso central, onde o GLP-1R ¢ expresso em regides associadas a
regulacao do apetite, do estresse e da termorregulacdo (Holt et al., 2019; Zhao et al., 2021).

O GLP-1 enddégeno ¢ um peptideo formado por 30 aminoacidos secretado tanto
perifericamente, pelas células L enddcrinas na mucosa intestinal, quanto centralmente, por
algumas regides do encéfalo, como neurdnios do nucleo do trato solitario (NTS) e do bulbo
olfatério (Larsen et al, 1997; Holt et al., 2019).

Evidéncias sugerem a existéncia de proje¢des diretas de células do NTS produtoras de
GLP-1 para regides hipotalamicas, como o nucleo paraventricular (Katsurada et al., 2014).
Holt et al. (2019) demonstraram que a ablagdo especifica de neurdnios produtores de GLP-1
no NTS reduziu significativamente as concentracdes de GLP-1 no hipotalamo e tronco
encefalico, sem alterar os niveis plasmaticos, evidenciando que essas células constituem a
principal fonte de GLP-1 para o sistema nervoso central.

O GLP-1 foi inicialmente caracterizado por seus efeitos no controle glicémico, ao
estimular a secre¢do de insulina e suprimir a liberagdo de glucagon. Posteriormente, foram
identificadas agdes pleiotropicas desse peptideo em diversos sistemas organicos. No trato
gastrointestinal, retarda o esvaziamento géstrico e inibe a secre¢@o acida. No sistema nervoso
central, modula circuitos neurais relacionados a regulacdo do apetite e da saciedade. No
sistema cardiovascular, aumenta a frequéncia cardiaca e exerce efeitos vasoprotetores. No
figado, reduz a esteatose e a gliconeogénese € no pancreas enddcrino, promove a proliferagao
e a sobrevivéncia das células beta pancredticas (Smith et al, 2019; Zhao et al, 2021). Esses

efeitos sistémicos do GLP-1 estdo esquematizados na Figura 2.
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A ativagdo do GLP-1R, um receptor acoplado a proteina Gs, promove aumento de
AMPc e ativagdo de vias de sinalizacdo como PKA e Epac, com repercussdes em processos
metabolicos, autondmicos e inflamatoérios em tecidos periféricos e no sistema nervoso central

(Baggio e Drucker, 2007; Campbell e Drucker, 2013).

Os agonistas do GLP-IR constituem uma classe terapéutica originalmente
desenvolvida para o tratamento do diabetes mellitus tipo 2, atuando por meio da estimulagdo
glicose-dependente da secre¢do de insulina e da inibicdo da libera¢do de glucagon. Estudos
recentes investigam seu potencial terapéutico em condi¢des além do controle glicémico,
incluindo neoplasias, aterosclerose, dor crénica e doencas neurodegenerativas como
Parkinson e Alzheimer (Zhao et al., 2021). A LIRA, comercializada como Victoza® para
diabetes tipo 2 e Saxenda® para obesidade, exemplifica esta classe farmacologica. Aprovada
pela ANVISA em 2016 para o tratamento da obesidade, a LIRA alcangou elevado volume de

vendas no Brasil devido aos seus efeitos na redugao ponderal.

A LIRA apresenta 97% de homologia estrutural com o GLP-1 endogeno (Figura 3). A
principal distingdo farmacoldgica entre ambos reside na meia-vida plasmatica: enquanto o
GLP-1 nativo ¢é rapidamente degradado pela enzima dipeptidil peptidase-4 (DPP-4),
apresentando meia-vida de aproximadamente 2 minutos, a LIRA possui meia-vida de cerca de
13 horas (Jacobsen et al., 2016). O aumento da meia-vida decorre de modificagdes estruturais,
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como a substituicao de lisina por arginina na posi¢do 34 e a acilacdo com acido palmitico na
posi¢do 26 por meio de um espacador y-glutamato. Essas alteracdes conferem resisténcia a
degradagdao pela DPP-4 e promovem ligacdo reversivel a albumina, possibilitando a

administracdo terapéutica uma vez ao dia (Knudsen e Lau, 2019).

C-16 fatty acid
(palmitoyl)

Figura 3: Estrutura da LIRA comparada ao GLP-1 nativo.
Fonte: Jacobsen et al, 2016.

Na ultima década, os efeitos da LIRA sobre a inflamacao tém sido alvo de
pesquisas. Foi demonstrado que esse medicamento inibe a via de sinalizagdo MKK4/JNK
melhorando o estresse inflamatério induzido pela hipoadiponectinemia em camundongos com
doenca hepatica gordurosa nao alcodlica (Zhang et al, 2013). Outro estudo demonstrou que a
inje¢do intra-articular de LIRA em camundongos com osteoartrite promoveu melhora da dor,
evidenciando propriedades anti-inflamatdrias e analgésicas desse farmaco (Meurot et al,
2022).

Outro estudo em humanos com sobrepeso ¢ obesidade demonstrou que o tratamento
com agonista do GLP-1R reduz a adaptacdo metabolica (Corbin et al, 2023). Além disso, um
estudo retrospectivo observacional realizado em duas clinicas de diabetes por 36 meses
mostrou que a LIRA, utilizada na pratica clinica, mantém sua eficécia no controle metabolico
e ponderal ap6s 3 anos. Melhorias no controle metabolico foram observadas tanto quando a
LIRA foi utilizada como terapia substitutiva quanto como tratamento adjuvante do diabetes
(Rondinelli et al, 2017).

Embora varios estudos tenham relatado efeitos significativos da LIRA na perda de
peso corporal, existem dados limitados que avaliam especificamente os possiveis mecanismos
subjacentes a esses efeitos em humanos. Nesse contexto, um estudo com individuos obesos
sem diabetes examinou os efeitos da administracdo de LIRA uma vez ao dia sobre diversos
parametros relacionados a perda de peso, incluindo esvaziamento gastrico, controle glicémico,

apetite e metabolismo energético (van Can et al., 2014).
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Os resultados demonstraram que o esvaziamento gastrico ap6és 1 hora foi
significativamente retardado com a dose de 3,0 mg de LIRA. Além disso, as doses de 1,8 mg
e 3,0 mg promoveram reduc¢do na ingestao energética, acompanhada por aumento nas taxas de
saciedade e plenitude poés-prandial, além de diminui¢@o nas taxas de fome. Por outro lado,
todos os grupos apresentaram redugdo no gasto energético de 24 horas, sendo essa redugdo
maior nos grupos tratados com LIRA em comparagdo ao placebo, achado atribuido pelos

autores a diminuic¢do do peso corporal (van Can et al., 2014).

24 NEUROTRANSMISSORES MONOAMINERGICOS: SEROTONINA,
DOPAMINA E NORADRENALINA E SEUS METABOLITOS

As monoaminas 5-HT, DA e NA constituem neurotransmissores fundamentais para a
regulacdo de funcdes autondmicas, comportamentais ¢ homeostaticas, incluindo a modulagao
da resposta termorregulatoria e da febre. Alteracdes na disponibilidade sindptica dessas
monoaminas refletem mudangas na atividade neuronal e na resposta a estimulos inflamatérios
sistémicos, sendo frequentemente estimadas por meio da quantificagdo de seus metabdlitos
nos tecidos cerebrais e no plasma, como indicadores indiretos do turnover monoaminérgico
(Madden e Morrison, 2019; Evans, Repasky e Fisher, 2015).

A 5-HT ¢ um neurotransmissor sintetizado a partir do triptofano pela enzima
triptofano hidroxilase, presente no sistema nervoso central e periférico. Embora amplamente
reconhecida por sua fungdo na modulacao neural € em processos neuropsicologicos, a maior
parte da 5-HT corporal estd localizada fora do sistema nervoso central. Seus quinze subtipos
de receptores estdo distribuidos em tecidos periféricos e cerebrais (Berger, Gray e Roth,
2009).

A 5-HT ¢ metabolizada principalmente pela monoamina oxidase (MAQO) e por
enzimas aldeido-desidrogenases, originando como principal metabdlito o 4cido
5-hidroxiindolacético (5-HIAA). A razao 5-HIAA/5-HT ¢ amplamente utilizada como indice
indireto da taxa de turnover serotoninérgico em regides encefalicas, refletindo alteragdes
funcionais do sistema serotoninérgico em condicdes fisiologicas e patoldgicas (Madden e
Morrison, 2019).

A 5-HT regula diversos processos biologicos, incluindo a homeostase autondmica e a
termorregulacao (Voronova et al., 2021). O hipotdlamo exerce papel central na manutencao da
Tc ao integrar sinais das vias de producdo e perda de calor. Nesse contexto, a 5-HT
hipotaldmica contribui de forma significativa para os mecanismos de termorregulacao,

modulando respostas termorregulatorias em condigdes fisioldgicas e patoldgicas.
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Evidéncias experimentais demonstram que modificacdes no sistema serotoninérgico
cerebral alteram a capacidade termorregulatoria do organismo. A administragdo de LPS em
modelos animais reduz os niveis de 5-HT e de seu metabolito 5-HIAA em regides
hipotalamicas, como a area pré-optica anteroventral (AVPO), concomitantemente ao aumento
da PGE: nessa regido ¢ a elevagdo da Tc (Mota et al., 2017). A injecao intracerebroventricular
de 5-HT atenua a febre induzida por LPS, reduz a concentragdo hipotalamica de PGE: e
modula a perda de calor, indicando que a 5-HT central influencia o ajuste térmico durante
processos infecciosos ou inflamatérios (Mota et al., 2017). Agonistas seletivos de receptores
serotoninérgicos especificos, como o 5-HT7, também atenuam a febre induzida por LPS em
ratos, sugerindo que diferentes subtipos de receptores 5-HT participam de modo distinto dos
mecanismos de termorregulacdo (Kose et al., 2019). Além disso, observa-se dimorfismo
sexual na resposta serotoninérgica hipotalamica durante inflamagdo sistémica: os niveis de
5-HT diminuem em machos e aumentam em fémeas ap6s administracdo de LPS (Costa et al.,
2024).

De forma complementar, estudos t€ém demonstrado uma interagdo funcional entre o
sistema serotoninérgico e os agonistas do GLP-1R. A administracido de LIRA em
camundongos reduziu a expressdo génica do receptor 5-HT,, no hipotdlamo, mesmo quando
a sintese de 5-HT foi inibida, sugerindo que a ativagdo do GLP-1R modula o sistema
serotoninérgico hipotalamico (Nonogaki e Kaji, 2018). Em outro estudo, a ativacao do
GLP-1R aumentou da atividade elétrica de neurdnios serotoninérgicos no nucleo dorsal da
rafe, implicando a 5-HT como mediadora de alguns efeitos metabdlicos do GLP-1 (Anderberg
etal., 2017).

A DA ¢ uma catecolamina envolvida na modulacdo de processos motivacionais,
autondmicos e neuroendocrinos, além de participar de circuitos hipotalamicos relacionados ao
controle energético e termorregulatério. A DA ¢é metabolizada principalmente pela
monoamina oxidase (MAO) e pela catecol-O-metiltransferase (COMT), resultando na
formagdo dos metabolitos acido 3,4-diidroxifenilacético (DOPAC) e acido homovanilico
(HVA). O DOPAC reflete predominantemente o metabolismo intraneuronal da DA, enquanto
o HVA representa o produto final de seu metabolismo, sendo ambos utilizados como
indicadores do turnover dopaminérgico em estudos neuroquimicos (Madden e Morrison,
2019).

Ja a NA desempenha papel essencial na regulagdo do tonus autondomico, da resposta
ao estresse e da termogénese, atuando em nuicleos catecolaminérgicos do tronco encefalico e

em proje¢des hipotalamicas envolvidas no controle da Tc. O principal metabolito
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intraneuronal da NA ¢ o 3,4-diidroxifenilglicol (DHPG), formado principalmente pela agdo da
MAO. A quantificagdo de NA e DHPG permite inferir alteragdes no turnover noradrenérgico
central em condi¢des inflamatorias e de estresse sistémico (Madden e Morrison, 2019).

Em modelos de inflamagdo sistémica e febre induzida por LPS, alteracdes nos niveis
de 5-HT, DA e NA, bem como de seus metabolitos (5-HIAA, DOPAC, HVA e DHPQG),
refletem a reorganizacdo funcional dos circuitos monoaminérgicos centrais envolvidos na
modula¢do da temperatura corporal. A andlise integrada desses neurotransmissores e
metabolitos fornece, portanto, uma leitura funcional do impacto da inflamagdo e de
intervengdes farmacoldgicas, como a ativacdo do GLP-1R, sobre os sistemas neuroquimicos

que participam do controle termorregulatorio.

2.5 VIAS DE SINALIZACAO INFLAMATORIA COM ENFASE NA ATIVACAO DE
JNK

A resposta inflamatoria envolve sistemas de sinalizacdo intracelular que detectam
patogenos e danos teciduais, produzindo mediadores soltveis (citocinas, prostaglandinas,
neuropeptideos) capazes de alterar processos fisiologicos, incluindo a termorregulacdo. O
hipotdlamo pré-optico integra esses sinais e que ajusta efetores térmicos para modular a Tc
central (Evans, Repasky e Fisher, 2015; Dinarello, 2004).

As proteinas quinases ativadas por mitogenos (MAPKSs), entre as quais se destacam
p38, quinase regulada por sinal extracelular (ERK) e os c-Jun N-terminal kinases (JNKs),
transmitem sinais de estresse e inflamacdo do ambiente extracelular para respostas
transcricionais e pos-transcricionais. As JNKs (JNK1, JNK2, JNK3) sdo ativadas por
fosforilagdo em residuos treonina/tirosina e regulam fatores de transcricdo, apoptose,
autofagia e producdo de mediadores inflamatorios, desempenhando papel central na
modulagdo da inflamac¢ao (Hammouda et al., 2020; Kumar et al., 2015).

A ativagdo de JNK por estimulos inflamatorios ¢ demonstrada em diversos modelos
experimentais. O LPS induz rapida fosforilacdo/ativacdo de JNK em macrofagos e outras
células do sistema imune, integrando sinais via TLR4/CD14 e vias dependentes de
tirosina-quinase. Essa ativagdo leva a formacdo de complexos de regulacdo transcricional
como AP-1 (c-Jun/c-Fos) e a indugdo de genes pro-inflamatorios (Procyk et al., 2000;
Hambleton et al., 1996).

A via JNK medeia multiplas respostas inflamatorias em diferentes tecidos. Em células
epiteliais intestinais, a IL-6 ativou a via JNK, resultando na ativagdo do fator de transcri¢ao
AP-1 e indugdo do gene Claudin-2, com consequente aumento da permeabilidade das jungdes
estreitas (Al-Sadi et al., 2014). Esses achados sugerem que a via JNK funciona como
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elemento integrador entre estimulos inflamatorios extracelulares e respostas celulares
efetoras.

A participagdo da via JNK em processos nociceptivos também apresenta dimorfismo
sexual. Blanton et al. (2021) demonstraram que a ativagdo da via JNK contribui para a
hipersensibilidade mecanica induzida pela inflamagdo, e a inibicdo farmacoldgica de JNK
pelo composto SU3327 reduziu a dor inflamatéria de maneira dependente do sexo, com
machos exibindo antinocicep¢do em doses menores e fémeas requerendo doses mais elevadas
para apresentar efeito equivalente. A via de sinalizacdo JNK regula multiplos eventos
celulares, incluindo o ciclo celular, diferenciacdo, sobrevivéncia, apoptose e respostas
inflamatoérias. Patogenos como virus, bactérias, fungos e parasitas ativam JNK e dependem
dessa via para estabelecer infec¢des bem-sucedidas (Chen et al., 2021). Considerando o
dimorfismo sexual na modulagdo de JNK e seu papel central em respostas inflamatorias,
estudos que avaliem diferengas sexuais na ativagdo de JNK durante inflamagao sdo essenciais
para determinar se alteragdes em p-JNK constituem causa direta de mudancas

termorregulatdrias ou consequéncia de modulagdes paralelas em vias inflamatorias.
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3. JUSTIFICATIVA

A febre constitui resposta fisioldgica essencial na defesa contra infec¢des. Embora a
maioria dos pacientes se recupere plenamente apos um episodio febril, temperaturas corporais
excessivamente elevadas e prolongadas podem causar faléncia de multiplos 6rgdos e morte
(Walter et al., 2016), tornando fundamental a compreensdo dos mecanismos centrais de
termorregulacdo para o manejo clinico. A LIRA, um agonista do GLP-1R utilizado no
tratamento do diabetes tipo 2 e da obesidade, tem despertado crescente interesse cientifico por
seus efeitos além do controle metabdlico. Estudos recentes apontam potenciais agoes
neuroprotetoras e anti-inflamatoérias, sugerindo seu envolvimento em doencas como Parkinson
e Alzheimer (Cao et al., 2022; Vargas-Soria et al., 2021). Contudo, estudos sobre a Tc ¢ a
febre permanecem pouco explorados, especialmente em relacdo aos mecanismos
hipotalamicos e as diferencas sexuais.

No ambito da linha de pesquisa do grupo, investigagcdes prévias tém se dedicado a
compreender os mecanismos neuroimunes envolvidos na resposta febril e suas bases
moleculares no hipotalamo, com énfase na participacdo de mediadores inflamatérios, espécies
reativas e vias de sinalizagcdo intracelular. A partir desses achados, emergiu o interesse em
avaliar como farmacos com reconhecida ac¢do central e imunomodulatoria, como os agonistas
do GLP-1R, poderiam interferir nos circuitos termorregulatérios durante a inflamacao
sistémica. Essa trajetoria cientifica fundamenta a presente investigagdo e justifica a escolha do
modelo experimental de febre induzida por LPS para explorar a interface entre inflamagao,
termorregulag¢do e modulagdo farmacologica pelo sistema GLP-1.

Considerando que respostas neuroendocrinas e inflamatorias frequentemente
apresentam dimorfismo sexual, este estudo justifica-se pela necessidade de elucidar se a LIRA
modula diferencialmente a resposta febril entre machos e fémeas, contribuindo para o
entendimento dos mecanismos de a¢do desse farmaco amplamente utilizado na pratica clinica.

Diante desse contexto, coloca-se a seguinte questdo: a LIRA ¢ capaz de modular a Tc
durante a inflamagdo sist€émica por meio da interacdo com circuitos hipotalamicos,
mediadores inflamatorios e oxidativos, vias de sinalizagdo intracelular e sistemas

monoaminérgicos, de forma sexo-dependente?
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4. OBJETIVOS

4.1. Geral

Investigar o efeito da LIRA sobre a regulacdo da Tc e a resposta febril induzida por
LPS em ratos machos e fémeas, com énfase nos mecanismos neuroimunes e

moleculares subjacentes e nas diferencas dependentes do sexo.

4.2. Especificos

Avaliar o efeito da LIRA sobre a Tc em ratos Wistar machos ¢ fémeas em condigdes
basais e durante a febre induzida por LPS;

Determinar as altera¢des na producdo de PGE: no hipotalamo apds o tratamento com
LPS e LIRA, comparando possiveis diferengas entre os sexos;

Quantificar as concentracdes de citocinas pro e anti-inflamatdrias, incluindo IL-6 e
IL-10, em resposta ao LPS e a LIRA;

Investigar se as alteragdes na Tc dos animais estdo associadas a modificagdes nos
niveis de ERO e HbNO;

Mensurar as alteragdes nas concentragdes hipotalamicas de 5-HT, DA, NA e seus
metabolitos;

Analisar a via de fosforilagdo da proteina quinase JNK no hipotalamo como possivel

via intracelular envolvida nos efeitos antipiréticos da LIRA.
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5. METODOLOGIA

5.1. Animais

Foram utilizados 128 ratos Wistar, sendo 64 machos e 64 fémeas, com 8—10 semanas
de idade, obtidos da Universidade Evangélica de Goias (Anapolis, Goiés, Brasil). Os animais
foram mantidos em grupos de quatro por caixa, em estante ventilada (Alesco Industria e
Comércio Ltda., Monte Mor, Sao Paulo), sob temperatura controlada de 22 + 1 °C e ciclo
claro—escuro de 12 horas, com inicio da fase clara as 7h. Agua e ragdo permaneceram
disponiveis ad libitum durante todo o periodo.

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Quimica e Bioquimica de
Proteinas da Universidade de Brasilia (UnB) e aprovados pelo Comité de Etica no Uso de

Animais da UnB (CEUA), sob o Protocolo n° 23106.128494/2022-27 (Anexo 1).

5.2. Farmacos

A dose de cada farmaco utilizada neste estudo foi definida a partir de
experimentos-piloto e de evidéncias previamente publicadas (Brito et al., 2016; Brito et al.,
2024; Mert et al.,, 2022). A LIRA (LIRA; Saxenda®, Novo Nordisk, Dinamarca) foi
preparada em solucdo salina (SAL) estéril e administrada por via intraperitoneal (i.p.) nas
doses de 0,1; 0,3 e 1,0 mg/kg. O LPS derivado de Escherichia coli (sorotipo O111:B4;
Sigma-Aldrich, EUA) também foi diluido em solugdo SAL estéril e aplicado por via ip, na
dose de 50 pg/kg.

Os anestésicos cetamina, xilazina e acepromazina foram obtidos da Vetnil (Louveira,
SP, Brasil). A oxitetraciclina (Terramicina®, Zoetis, Sao Paulo, Brasil) e o meloxicam

(Maxicam®, MSD, Sao Paulo, Brasil) foram utilizados em suas formulagdes comerciais.
5.3. Implante de registradores de temperatura

A anestesia dos animais foi realizada por via i.p. utilizando uma combinagdo de
cetamina (60 mg/kg), xilazina (10 mg/kg) e acepromazina (1 mg/kg). Apods a indugdo
anestésica, procedeu-se a incisdo da pele e da musculatura peritoneal para permitir o implante
dos registradores de temperatura (Subcue, Calgary, Canadd). Concluida a insercdo do
dispositivo, as camadas musculares e cutdneas foram suturadas. No periodo pos-operatorio
imediato, os animais receberam oxitetraciclina por via intramuscular (10 mg/kg) e meloxicam
por via subcutanea (1 mg/kg), sendo este ultimo administrado diariamente por mais dois dias.
Ao término dos cuidados pos-cirurgicos, os animais foram devolvidos as suas caixas e

mantidos em recuperagado por sete dias antes do inicio dos experimentos farmacolédgicos.
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5.4. Desenho experimental

Os animais foram previamente aclimatados por, no minimo, 12 horas em ambiente
mantido na zona termoneutra para ratos (27 = 1 °C) (Gordon, 1990). Durante todos os
experimentos, a Tc foi registrada a cada 15 minutos. Para avaliar o efeito da LIRA sobre a
febre, os animais receberam inicialmente uma injecdo i.p. de LPS (50 pg/kg) para indugdo da
resposta febril. Uma hora ap6s o estimulo inflamatorio, foi administrada LIRA (0,3 mg/kg,
ip), € 0 monitoramento térmico foi mantido por seis horas apos a aplicagdao do LPS.

Nos estudos voltados a coleta de tecido hipotalamico e sangue, adotou-se 0 mesmo
protocolo experimental; contudo, nesses casos, a eutandsia ocorreu quatro horas apos a
administracdo do LPS. Esse intervalo foi escolhido para avaliar a possivel modulagdo de
citocinas pro-inflamatodrias, permitindo aproximadamente trés horas de exposi¢do a LIRA
desde sua administragdo. Logo apos a eutanasia, os hipotalamos foram dissecados, congelados
em nitrogénio liquido e armazenados a —80 °C até as andlises. Amostras sanguineas também
foram coletadas para quantificagdo de ERO, HbNO e para obtengdo de soro destinado a
mensuracao de IL-6 e IL-10. Todas as amostras foram mantidas a —80 °C até o processamento

laboratorial.
5.5. Quantificacao de PGE: pelo método de ELISA

A concentragdo de PGE: no hipotalamo foi quantificada de acordo com o método
originalmente descrito por Figueiredo et al. (2012). Logo apos a remog¢do do tecido,
adicionaram-se 40 pL. de indometacina (1 mg/mL, pH 7,4) para impedir a degradacdo
enzimdtica. Em seguida, os hipotdlamos foram homogeneizados em 1 mL de meio RPMI
suplementado com indometacina preparada em tampao Tris-HCl. O homogenato foi
acidificado com HCI até alcangar pH entre 3,5 e 4,0. Apos breve incubagdao em gelo, as
misturas foram centrifugadas a 20.000 g por 10 minutos a 4 °C, e os sobrenadantes obtidos
foram aplicados em cartuchos Sep-Pak C18 para extracdo da PGE:. A elui¢do foi realizada
utilizando 2 mL de etanol absoluto. Os extratos foram entdo submetidos a secagem a vacuo
por 18 horas, e os residuos resultantes ressuspensos em tampao EIA.

A quantificagdo da PGE: foi conduzida utilizando o kit PGE-, ensaio imunoenzimatico
(ELISA) (Cayman Chemical), cujo limite de deteccdo ¢ 7,8 pg/mL. As leituras de absorbancia
foram realizadas em placas de 96 pogos de poliestireno de alta ligagdo, utilizando leitora de
microplacas (SpectraMax® 13x, Molecular Devices, EUA), com comprimento de onda de 412
nm.

5.6. Dosagem de 1L-6 e IL-10
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As amostras de sangue destinadas a quantificagdo de IL-6 e IL-10 foram obtidas por
pungdo cardiaca durante o processo de exsanguinacgdo, coletadas em tubos heparinizados. Em
seguida, o sangue foi centrifugado a 4700 g por 10 minutos a 4 °C, e o plasma resultante foi
cuidadosamente transferido para tubos limpos e armazenado a —80 °C até o momento das
analises.

As concentragdes plasmaticas de IL-6 e IL-10 foram determinadas por meio de ensaios
ELISA, seguindo rigorosamente as recomendagdes dos fabricantes (SIGMA-ALDRICH,
EUA; niimeros de catalogo RAB0311 e RAB0246, respectivamente). As amostras e padrdes
foram analisados em placas de 96 pocos, ¢ a leitura da absorbancia foi realizada em leitora de
microplacas (SpectraMax® 13x, Molecular Devices, EUA), no comprimento de onda de 450
nm, conforme protocolo do fabricante. As curvas padrao foram preparadas utilizando os
reagentes fornecidos pelos proprios kits, e as concentragdes das citocinas foram calculadas

com base nos valores derivados dessas curvas.

5.7. Quantificacio de ERO e HbNO

A quantificacio de ERO e de HbNO no sangue foram realizadas empregando
espectroscopia de RPE, conforme metodologia estabelecida na literatura (Dikalov e Fink,
2005; Gomes et al., 2018). Para a deteccio de ERO, utilizou-se a sonda
1-hidroxi-3-metoxicarbonil-2,2,5,5-tetrametilpirrolidina (CMH) (10 mM), preparada em
tampao Krebs-HEPES (KHB) recém-elaborada contendo deferoxamina (25 mM) e trihidrato
de dietilditiocarbamato de sodio (5 mM), que atuam como quelantes de ferro e cobre, para
evitar reacdes inespecificas. O CMH, ao reagir majoritariamente com o anion superdxido,
gera o radical nitroxila 3-metoxicarbonil-2,2,5,5-tetrametilpirrolidina-1-oxil ( CMs¢), cuja
estabilidade permite sua identificagdo por RPE. As amostras de sangue foram imediatamente
misturadas em propor¢do 1:1 com solugdo de CMH a 400 uM acrescida de heparina (100
Ul/mL) e mantidas a 37 °C por 30 minutos sob agitacdo suave. As curvas de calibragdo para
quantificagdo foram construidas utilizando o radical 3-carboxi-proxil (CP¢) em diferentes
concentragoes (0, 5, 10, 50 e 100 uM).

No caso da determinacdo de HbNO, o sangue coletado por puncdo ventricular direita
quatro horas apos a administragdo de LPS foi armazenado inicialmente em seringas
heparinizadas. Em seguida, procedeu-se a centrifugacdao a 2000 x g por 5 minutos, € o
material obtido foi imediatamente congelado em nitrogénio liquido. As curvas padrdo foram
preparadas a partir de eritrocitos expostos a concentragdes crescentes de nitrito (1, 10 e 100

uM) na presenca de ditionito de sédio (20 mg), utilizado como agente redutor. Todas as
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amostras foram acondicionadas em seringas de 1 mL e conservadas a —80 °C até o momento
da analise.

As leituras de RPE foram realizadas em um espectrometro Bruker EMX Plus
operando na banda X (9 GHz), utilizando-se as seguintes condi¢des: poténcia de micro-ondas
de 10 mW, amplitude de modulagdo de 5 gauss, frequéncia de modulagdo de 100 kHz, tempo
de varredura de 12 segundos e média de quatro varreduras em uma janela espectral de 240

gauss. Os reagentes empregados nas analises foram obtidos da Noxygen (Elzach, Alemanha).
5.8. Dosagem de neurotransmissores

As concentragdes hipotalamicas de 5-HT, DA, NA e seus metabolitos, foram
determinadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detecgdo eletroquimica
(HPLC-ECD). Para o preparo das amostras, os tecidos foram sonicados em acido perclérico
0,1 M contendo metabissulfito de sodio (0,02%) e 3,4-diidroxibenzilamina (50 ng/mL),
utilizada como padrao interno. Apo6s homogeneizagdo, o material foi centrifugado a 10.000 x
g por 20 minutos a 4 °C, e uma aliquota de 20 pL do sobrenadante foi imediatamente
submetida a andlise cromatografica.

A fase movel empregada foi preparada em solugdo de 4cido citrico monoidratado (20
g), sal de sodio do acido octano-1-sulfonico (200 mg) e EDTA (40 mg) em 900 mL de agua
deionizada, filtrada em membranas de 0,45 pm, sendo posteriormente ajustada para 10% de
metanol (v/v). A separagdo dos analitos foi realizada em coluna Synergi Fusion-RP C18 (150
x 4,6 mm; 4 pm), acoplada a uma pré-coluna SecurityGuard, mantida a 25 °C durante todo o
procedimento.

A deteccdo foi conduzida utilizando um Detector eletroquimico (Coulochem III)
(ESA) equipado com célula analitica de duplo eletrodo (ESA 5011A). Os potenciais de
oxidagdo aplicados foram de 100 mV e 450 mV, enquanto a célula de prote¢ao (ESA 5020)
operou a 350 mV. As concentragdes finais de 5-HT e DA foram obtidas com base em curvas
padrdo construidas com reagentes certificados e expressas em ng/g de tecido, conforme

descrito em abordagens metodologicas anteriores (Moreira et al., 2012; Costa et al., 2024).

5.9. Western blotting para detec¢cdo de JNK e fosfo-JNK

Para a andlise das formas total e fosforilada de JNK, o tecido hipotaldmico foi
inicialmente homogenizado em tampao RIPA suplementado com inibidores de proteases e
fosfatases, incluindo Na;VO: (2 mM) e Na.P:0O: (10 mM). Apds a extragdo, as proteinas

foram quantificadas e aliquotas contendo 20 pg foram misturadas ao tampdo Laemmli
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acrescido de B-mercaptoetanol. As amostras foram fervidas por 5 minutos e, em seguida,
separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sddio
(SDS-PAGE) a 10%.

A transferéncia das proteinas para membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF)
foi realizada em sistema semi-seco a 24 V por 1 h e 30 min. Concluida essa etapa, as
membranas foram bloqueadas por 2 horas em solucdo de leite desnatado a 5% preparada em
solugcdo Tris-salina tamponada com Tween 20 (TBS-T) (10 mM Tris-base, 150 mM NacCl e
0,1% Tween-20), mantida em temperatura ambiente. Posteriormente, as membranas foram
incubadas por 16 horas a 4 °C com os anticorpos primarios Fosfo-SAPK/INK
(Thr183/Tyr185, n® 9251) e Total-SAPK/JNK (n° 9252), ambos da Cell Signaling Technology
(EUA). A B-actina (anticorpo monoclonal A5441, Sigma-Aldrich, EUA) foi utilizada como
proteina de referéncia para controle de carregamento.

A deteccao foi realizada por meio de anticorpo secundario anti-IgG de coelho
conjugado a peroxidase (Cell Signaling Technology, EUA), seguida da revelagdao com o
substrato Pierce ECL (Thermo Fisher Scientific, n°® 32106). As bandas obtidas foram
quantificadas utilizando o software ImageJ, e os valores de densidade Optica foram

normalizados de acordo com a -actina e com a forma total da JNK.
5.10. Analise estatistica

A amplitude das respostas térmicas foi quantificada por meio do indice térmico,
definido pela area sob a curva (ASC). Para esse calculo, adotou-se 36,5 °C como temperatura
basal, e a ASC foi obtida no intervalo de 2 a 6 horas ap6s a administragdo de LPS. Os
resultados do indice térmico sdo apresentados em unidades de graus Celsius multiplicados por
hora (°C-h).

O indice térmico constitui uma medida integrada da resposta termorregulatéria ao
longo do tempo, permitindo avaliar simultaneamente a magnitude e a duragao das variagdes
da Tc induzidas pelo estimulo inflamatorio e/ou farmacologico.

Tanto o indice térmico quanto os demais parametros experimentais, expressos como
média + erro padrao da média (EPM), foram analisados por ANOVA de dois fatores, seguida
do teste de comparagdes multiplas de Tukey. Todas as analises estatisticas foram conduzidas
no software GraphPad Prism v10.5 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA).

Considerou-se como estatisticamente significativo o valor de p < 0,05.
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6. RESULTADOS

6.1. LIRA promove reducao da Tc tanto em condi¢des basais quanto durante a febre

A definicdo da dose de LIRA a ser utilizada nos experimentos baseou-se em uma
revisdo da literatura, com énfase em estudos que investigaram os efeitos anti-inflamatérios ou
neuroprotetores desse farmaco. Os dados indicam que, quando administrada por via
intraperitoneal, a LIRA ¢ utilizada em doses que variam de 0,1 a 1 mg/kg (Zeng et al., 2020;
Sato et al., 2013; Mert et al., 2022).

Em razdo da ampla variagdo posologica observada, tornou-se necessario realizar um
estudo piloto previamente aos experimentos de eficacia, com o objetivo de identificar a dose
mais adequada ao modelo experimental adotado e, simultaneamente, reduzir o nimero total
de animais utilizados. Esta abordagem justifica-se pela possibilidade de que a dose 6tima de
LIRA varie conforme o modelo experimental, bem como pela auséncia, até o inicio deste
estudo, de relatos na literatura que tenham investigado os efeitos da LIRA no modelo de febre

experimental induzida por LPS.

Assim, para a selecao da dose, os animais de ambos o0s sexos receberam inicialmente
LPS por via i.p. e, apds 1 h, foram tratados com LIRA, pela mesma via, nas doses de 0,1, 0,3
ou | mg/kg. A Figura 4 A apresenta a curva dose-resposta de animais machos, enquanto a
Figura 4 B mostra a curva dose-resposta de animais fémeas. Em ambos os sexos, 0os animais
do grupo LPS/SAL apresentaram, como esperado, aumento da Tc, com inicio em torno de
2,5h apds a administragdo de LPS e duracdo de até 6h. O pos-tratamento com LIRA, nas trés
doses testadas, promoveu reducdo da Tc, tanto em machos quanto em fémeas. Nos animais
machos, a dose de 1 mg/kg reduziu a Tc de forma mais pronunciada em comparagdo a dose de
0,3 mg/kg. Em contraste, nas fémeas, as doses de 0,3 e 1 mg/kg produziram efeitos

semelhantes sobre a Tc.

Com base nesses resultados, foi selecionada a dose de 0,3 mg/kg para os experimentos
subsequentes. Essa dose promoveu reducao da Tc sem induzir hipotermia, efeito observado
com a dose de 1 mg/kg nos animais machos, além de apresentar maior eficacia na reducao da

Tc quando comparada a dose de 0,1 mg/kg.
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Figura 4: Efeito antipirético da LIRA sobre a febre induzida por LPS em ratos Wistar (estudo piloto).
Animais receberam LPS (50 ug/kg, i.p.) ou salina estéril (0,9%), seguido apo6s 1h por LIRA (0,1; 0,3 ou 1,0
mg/kg, i.p.) ou veiculo (salina 0,5 mL). Perfil temporal da temperatura corporal em machos (A) e fémeas (B) ao

longo de 6 horas. Dados expressos como média = EPM da temperatura corporal (°C) (n=3/grupo).

Para avaliar a eficacia da LIRA sobre a resposta febril, os animais receberam uma
injecdo i.p. de LPS e, apds um intervalo de 1 hora, foram tratados com LIRA (0,3 mg/kg) pela
mesma via. Em ambos os sexos, a administragdo de LPS promoveu aumento evidente da Tc
quando comparado ao grupo controle tratado com SAL, cujos valores permaneceram estaveis
ao longo do experimento, apresentando apenas variagdes discretas decorrentes da
manipulag¢do experimental (Figura 5).

O tratamento subsequente com LIRA suprimiu completamente a febre induzida pelo
LPS, tanto em machos quanto em fémeas (Figura 5A, 5C). Além do efeito antitérmico,

verificou-se que a LIRA também reduziu a Tc de animais eutérmicos do grupo SAL/LIRA,
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em ambos os sexos, indicando que o farmaco reduz a Tc mesmo na auséncia de febre (Figura

5A, 50).
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Figura 5. A LIRA reduz a resposta febril induzida por LPS em ratos machos e fémeas. Os animais foram
tratados com LIRA por inje¢do intraperitoneal (i.p.) na dose de 0,3 mg/kg ou com solugdo salina (SAL) no
volume de 0,5 mL, administradas 1 hora apés a injegdo i.p. de LPS (50 pg/kg) ou de solugdo salina estéril. (A, C)
Os dados estdo expressos como média £+ EPM da temperatura corporal (°C) de 67 animais. As setas cinza e
preta representam, respectivamente, o momento das inje¢des de LPS e LIRA. (B, D) indice térmico calculado a
partir da ASC, entre 2 e 6 horas (como indicado nos painéis A e C). ****p < 0,0001, #p < 0,05 LPS/SAL
comparado com SAL/SAL. Os dados foram analisados por (A, C) ANOVA de trés fatores com correspondéncia
pelo fator tempo e por (B, D) ANOVA de dois fatores, ambas seguidas pelo teste de comparagdes multiplas de
Tukey. Fonte: Adaptado de Sousa et al. (2025)

Para avaliar de forma precisa as alteragcdes de Tc induzidas pelos tratamentos, o indice
térmico foi obtido pela ASC no intervalo correspondente a regido destacada em cinza nas
Figuras 5A e 5C, permitindo uma interpretacdo integrada da variacdo de Tc ao longo do
tempo. A andlise revelou um padrdo distinto entre machos e fémeas quanto a a¢do da LIRA.
Nos machos (Figura 5B), os animais tratados apenas com LIRA (SAL/LIRA) apresentaram
uma redu¢do mais pronunciada no indice térmico do que aqueles que receberam LPS antes da
LIRA (LPS/LIRA), indicando que a presenca do processo inflamatorio provocado pelo LPS
diminuiu a capacidade da LIRA de reduzir a Tc. Em contraste, nas fémeas (Figura 5D),
observou-se o efeito inverso: o tratamento LPS/LIRA promoveu uma queda da Tc maior do

que a observada no grupo SAL/LIRA, sugerindo que, nesse sexo, a inflamacao potencializou
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os efeitos redutores de Tc da LIRA. Quantitativamente, a LIRA reduziu o indice térmico dos
machos desafiados com LPS em aproximadamente 83% em comparagdo ao grupo LPS/SAL.
Nas fémeas, o efeito foi ainda mais intenso, pois além de abolir a resposta febril, a LIRA
reduziu a Tc para valores inferiores a linha basal, resultando em uma diminui¢do de cerca de
148% no indice térmico.

Com base nesses resultados, foi definido o tempo experimental mais adequado para os
experimentos subsequentes de coleta dos tecidos, sendo selecionado o periodo de 4 h apos a
administracdo do LPS. Esse intervalo foi escolhido por corresponder ao momento em que a
febre ja se encontrava plenamente estabelecida, permitindo uma avaliagdo mais clara da
resposta ao tratamento com LIRA, que apresentou um efeito pronunciado nesse tempo.

As Figuras 6A e 6C apresentam curvas temporais considerando o tempo de 4 h e a
dose de 0,3 mg/kg de LIRA. Conforme esperado, o pds-tratamento com LIRA reduziu a febre
induzida por LPS tanto em machos quanto em fémeas, quando comparados aos grupos
controle LPS/SAL e SAL/SAL. Adicionalmente, observou-se que o tratamento com LIRA em
animais sem inducdo de febre, pertencentes ao grupo SAL/LIRA, também promoveu redug¢do
da Tc.

Para melhor visualizacdo dos efeitos observados, as variagdes da Tc (AT) foram
analisadas nas Figuras 6B e 6D. Esses dados evidenciam que a administracdo de LPS
aumentou significativamente a Tc dos animais, caracterizando o desenvolvimento de febre,
enquanto o tratamento com LIRA reduziu significativamente a Tc tanto nos animais febris

quanto nos eutérmicos.
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Figura 6: Efeito do pos-tratamento com LIRA no tempo de 4h e a varia¢do da Tc (AT). A LIRA (0,3 mg/kg i.p.)
ou o veiculo (salina 0,9% 0.5 ml i.p.) foram administrados 1h depois da injecdo de LPS (50 ng/kg, i.p.) ou salina
(0,9% 0.5 ml i.p). (A) Mudangas na Tc dos ratos machos ¢ (C) fémeas no decorrer do tempo em horas. O tempo
0 (zero) indica a aplicag@o de LPS i.p. Os dados sdo mostrados como a média + SEM da Tc (°C) de 7 animais e
analisado por two-way ANOVA. As figuras B ¢ D mostram a diferenga entre a temperatura na quarta hora ¢ a

temperatura basal (AT) em animais fémeas e machos. *p<0,05.

6.2. Efeito do tratamento com LIRA sobre a produc¢ao hipotalamica de PGE-:

Para explorar os mecanismos envolvidos na reducdo da Tc induzida pela LIRA,
avaliamos as concentracdes hipotalamicas de PGE.. Como esperado, a administragdo i.p. de
LPS elevou significativamente os niveis de PGE: em ambos os sexos, embora o aumento
observado nos machos tenha sido aproximadamente o dobro daquele registrado nas fémeas
(Figura 7A, 7B). O tratamento subsequente com LIRA diminuiu a produc¢ao de PGE: nos
machos desafiados com LPS em cerca de 62% (p < 0,01), conforme ilustrado na Figura 7A.

No entanto, esse mesmo tratamento nao modificou os niveis de PGE: nas fémeas (Figura 7B),

46



47

indicando que o efeito antipirético da LIRA pode envolver vias moduladas de maneira distinta

entre machos e fémeas.
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Figura 7. LIRA atenua o aumento de PGE: hipotalimica induzido por LPS em ratos machos. (A) e (B)
mostram a concentragdo de PGE: por grama de tecido hipotalamico coletado 4 horas apos a administragao de
LPS em ratos machos e fémeas, respectivamente. Os dados representam média = EPM e foram analisados por
ANOVA de dois fatores, seguida do teste de comparagdes multiplas de Tukey. *p < 0,05; **p < 0,01. Fonte:
Adaptado de Sousa et al. (2025).

6.3. Efeito do pos-tratamento com LIRA sobre os niveis circulantes de 1L-6 e IL-10

A fim de caracterizar a resposta inflamatoria sist€émica desencadeada pelo LPS e
verificar a influéncia da LIRA sobre esse processo, foram quantificados os niveis plasmaticos
da citocina pro-inflamatéria IL-6. A administragdo de LPS elevou significativamente a
concentragdo de IL-6 em machos e fémeas quando comparados aos respectivos grupos
controle (Figura 8A, 8B). No entanto, o tratamento com LIRA exerceu efeito apenas no sexo
feminino, reduzindo os niveis circulantes de IL-6 em aproximadamente 45% (p < 0,05).

Além disso, avaliamos as concentragdes da citocina anti-inflamatoéria IL-10 nos
mesmos animais (Figura 8C, 8D). Nos machos, o LPS promoveu um aumento na
concentracdo de IL-10 em relacdo ao controle, enquanto o tratamento com LIRA elevou as
concentragdes dessa citocina apenas nos animais que receberam SAL, sem modificar a
produgdo de IL-10 quando administrado apo6s o LPS (Figura 8C). As fémeas apresentaram um
perfil completamente distinto: tanto o LPS quanto a LIRA mantiveram os niveis de IL-10
inalterados, indicando diferengas marcantes entre os sexos na regulacao dessa citocina (Figura
8D).
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Figura 8. Concentracdes plasmaticas de IL-6 e IL-10 ap6s administracido de LPS em ratos tratados ou nao
com LIRA. Os painéis (A) e (B) mostram as concentra¢des de IL-6 em ratos machos e fémeas, respectivamente.
Os painéis (C) e (D) apresentam as concentragdes de IL-10 em ratos machos e fémeas, respectivamente. Os
animais foram divididos em grupos controle (SAL) e tratados com LIRA (0,3 mg/kg, i.p.) ¢ avaliados 4 horas
apos a administragdo de LPS (50 pg/kg, i.p.) ou solugdo salina estéril (0,9%, 0,5 mL) (n =5 por grupo). Os dados
sdo apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). Diferencas significativas foram indicadas por *p <
0,05; **p < 0,01; ****p < 0,0001, conforme determinado por ANOVA de dois fatores seguida do teste de
comparagdes multiplas de Tukey. Fonte: Adaptado de Sousa et al. (2025).

6.4 Efeito da LIRA na Produc¢ao de ERO e HbNO

Para compreender se a LIRA influencia marcadores sistémicos de estresse oxidativo e
nitrosativo, avaliamos os niveis circulantes de ERO e de HbNO. A administracao de LPS, na
dose utilizada, ndo provocou aumento detectavel na produgcdo de ERO em machos ou fémeas,
e a LIRA também nio alterou esse pardmetro em nenhum dos grupos avaliados (Figura 9A,
9B). Em relacdo ao estresse nitrosativo, observou-se que o LPS elevou de maneira

significativa os niveis de HbNO em ambos os sexos. Entretanto, o tratamento com LIRA nao
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modificou a formagdao de HbNO, independentemente de os animais terem recebido SAL ou

LPS (Figuras 9C, 9D).
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Figura 9. Niveis circulantes de CMe e HbNO apds administracio de LPS em ratos tratados ou nio com
LIRA. Os painéis (A) e (B) mostram as concentragdes de CM+ em ratos machos e fémeas, respectivamente. Os
painéis (C) e (D) apresentam as concentragdes de HbNO periférico em machos e fémeas, respectivamente. Os
animais foram divididos em grupos controle (SAL) e tratados com LIRA (0,3 mg/kg, i.p.) e avaliados 4 horas
ap6s a administracdo de LPS (50 pg/kg, i.p.) ou solugdo salina estéril (0,9%, 0,5 mL) (n = 6—7 por grupo). Os
dados sdo apresentados como média + EPM. Diferengas significativas foram indicadas por *p < 0,05; **p <
0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001, conforme determinado por ANOVA de duas vias seguida do teste post hoc
de Tukey. Fonte: Adaptado de Sousa et al. (2025).

6.5 Alteracoes nos niveis de neurotransmissores

Com o objetivo de verificar se a reducdo da Tc observada apds a administracao de
LIRA poderia estar associada a modulagdo de 5-HT ou DA, quantificamos esses
neurotransmissores no hipotalamo de machos e fémeas (Figura 10 e Figura 11). Nos machos,
a administracdo de LPS resultou em diminui¢cdo dos niveis hipotalamicos de 5-HT (Figura
10A). Em animais tratados com SAL, a LIRA reduziu os niveis de 5-HT em
aproximadamente 35% (p < 0,05); entretanto, quando administrada ap6s o LPS, a LIRA nao

modificou a queda induzida pelo estimulo inflamatério (Figura 10A).
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Figura 10. Niveis hipotaldmicos de serotonina (5-HT) e de seu metabolito 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) apds
administracdo de LPS em ratos tratados ou ndo com liraglutida (LIRA). O painel (A) mostra os niveis de 5-HT
em ratos machos, o painel (B) em ratos fémeas, o painel (C) os niveis de 5S-HIAA em machos ¢ o painel (D) em
fémeas. Os animais foram divididos em grupos controle (SAL) e tratados com LIRA (0,3 mg/kg, i.p.) ¢ avaliados
4 horas apos a administragdo de LPS (50 pg/kg, i.p.) ou solugdo salina estéril (0,9%, 0,5 mL) (n = 6-7 por
grupo). Os dados sdo apresentados como média + EPM. Diferencas significativas foram determinadas por

ANOVA de duas vias seguida do teste post hoc de Tukey (*p < 0,05; **p < 0,01).

Nas fémeas, o padrido observado foi distinto. O LPS n3o promoveu alteracdes
detectdveis nos niveis de 5-HT em comparagdo ao grupo controle. Contudo, quando
administrada ap6s o LPS, a LIRA aumentou a concentracao hipotalamica de 5-HT em cerca
de 84% (p <0,01), revelando uma resposta sexo-especifica ao tratamento (Figura 10B).

Em complemento a esses achados, a avaliagdo do metabolito da 5-HT, o
S-hidroxiindolacético (5-HIAA), indicou que, nas fémeas, houve aumento dos niveis em
animais tratados com LPS em comparagdo ao grupo controle (SAL/SAL), sem modulacio
adicional pelo tratamento com LIRA (Figura 10D). Nos ratos machos, ndo foram detectadas
diferengas significativas nos niveis de 5S-HIAA entre os grupos experimentais (Figura 10C).

No que diz respeito a DA, os niveis hipotalamicos permaneceram inalterados, uma
vez que nem o desafio com LPS nem o tratamento com LIRA produziram modificagdes

significativas em machos ou fémeas (Figura 11A, 11B).
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Quanto ao metabolismo dopaminérgico, nos ratos machos foi observada reducao dos
niveis do metabdlito acido homovanilico (HVA) nos animais febris tratados com LIRA em
comparagao ao grupo LPS/SAL (Figura 11C). Em contraste, nas fémeas, os ratos do grupo
febril (LPS/SAL) apresentaram redugdo dos niveis de HVA quando comparados ao grupo
controle (SAL/SAL), ndo sendo observada modulaciao adicional pelo tratamento com LIRA
(Figura 11D).

Em relagdo ao metabodlito dopaminérgico acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC),
ndo foram observadas diferengas significativas entre os grupos experimentais, tanto em

machos quanto em fémeas (Figura 11E, 11F).
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Figura 11. Niveis hipotalamicos de dopamina (DA) e de seus metabdlitos 4cido homovanilico (HVA) e acido
3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) apds administragdo de LPS em ratos tratados ou ndo com liraglutida (LIRA).
Os painéis (A) e (B) mostram os niveis de DA em ratos machos e fémeas, respectivamente; os painéis (C) e (D)
apresentam os niveis de HVA em machos e fémeas; e os painéis (E) e (F) correspondem aos niveis de DOPAC

em machos e fémeas. Os animais foram divididos em grupos controle (SAL) e tratados com LIRA (0,3 mg/kg,
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i.p.) e avaliados 4 horas apods a administracao de LPS (50 pg/kg, i.p.) ou solugdo salina estéril (0,9%, 0,5 mL) (n
= 6-7 por grupo). Os dados sdo apresentados como média £ EPM. Diferengas significativas foram determinadas

por ANOVA de duas vias seguida do teste post hoc de Tukey (*p < 0,05; **p <0,01).

A Figura 12 apresenta os niveis hipotaldmicos de NA e de seu metabdlito
di-hidroxifenilglicol (DHPG) em ratos machos e fémeas submetidos a febre induzida por LPS
e tratados ou ndo com LIRA. Os painéis A ¢ C mostram os niveis de NA em machos ¢
fémeas, respectivamente, enquanto os painéis Bdhpg e D correspondem aos niveis do

metabolito DHPG em machos e fémeas.

Nao foram observadas diferencas significativas nos niveis de NA ou de DHPG entre
0s grupos experimentais, tanto em machos quanto em fémeas. Esses resultados indicam que
nem a febre induzida por LPS nem o tratamento com LIRA promoveram alteragdes

detectaveis no sistema noradrenérgico hipotalamico nas condi¢cdes experimentais avaliadas.
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Figura 12: Concentracdes de NA e de seu metabolito di-hidroxifenilglicol (DHPG) no hipotalamo apos
administracdo de LPS em ratos tratados ou ndo com LIRA. Os painéis (A) e (C) mostram os niveis de
noradrenalina em ratos machos e fémeas, respectivamente. Os painéis (B) e (D) apresentam os niveis do
metabolito DHPG em machos e fémeas, respectivamente. Os animais foram divididos em grupos controle (SAL)
e tratados com LIRA (0,3 mg/kg, i.p.) e avaliados 4 horas ap6s a administragdo de LPS (50 ug/kg, i.p.) ou
solugdo salina estéril (0,9%, 0,5 mL) (n = 67 por grupo). Os dados sdo apresentados como média + EPM.

Diferengas significativas foram determinadas por ANOVA de duas vias seguida do teste post hoc de Tukey.
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6.6 Modulacio especifica por sexo da sinalizacao de JNK hipotalimica pela LIRA

Para compreender de que forma a LIRA influencia vias moleculares associadas ao seu
efeito antipirético, investigamos a sinalizacdo de JNK no hipotdlamo, uma vez que essa
quinase desempenha papel central na resposta inflamatoria. A andlise por Western blot
evidenciou padrdes de fosforilagdo distintos entre machos e fémeas apds o desafio com LPS.
Nos machos, a administragdo de LPS isoladamente ndo modificou de maneira significativa a
fosforilagdo de JNK em relagdo aos animais tratados com SAL. Contudo, quando a LIRA foi
administrada ap6s o LPS, observou-se um aumento significativo nos niveis de JNK
fosforilada (p < 0,05), indicando maior ativacdo da enzima (Figura 13A, 13C). Além disso, a
quantidade total de JNK foi reduzida no grupo LPS/LIRA em comparagdo ao grupo LPS/SAL
(p < 0,05), o que pode refletir alteracdes no turnover ou na sintese dessa proteina (Figura

13E).
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Figura 13. Efeitos especificos por sexo da LIRA na fosforilacio de JNK hipotalimica em ratos machos e

fémeas apés inflamacio sistémica induzida por LPS. Imagens representativas de Western blot mostrando JNK
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fosforilada (p-JNK), JNK total e expressdo de B-actina em tecido hipotalamico de ratos machos (A) e fémeas
(B). Os animais foram tratados com SAL ou LIRA, seguidos de SAL ou LPS (50 pg/kg, i.p.). A analise
quantitativa apresenta a razdo entre p-JNK e JNK total em machos (C) e fémeas (D), bem como JNK total
normalizada pela B-actina em machos (E). Os dados s@o apresentados como média + EPM (n = 68 por grupo).
*p < 0,05, determinado por ANOVA de duas vias seguida do teste post hoc de Tukey. Os pesos moleculares
estdo indicados a direita dos blots. Fonte Adaptado de Sousa et al. (2025).

Nas fémeas, o perfil de resposta foi substancialmente distinto do observado nos
machos. Assim como naquele sexo, o LPS isolado ndao produziu um aumento significativo na
fosforilacio de JNK quando comparado ao grupo tratado com SAL. No entanto, a
administracdo de LIRA apds o LPS levou a uma redugdo acentuada nos niveis de JNK
fosforilada (p < 0,05), resultando em valores inferiores aos registrados no grupo LPS/SAL
(Figura 14B, 14D). Diferentemente do que ocorreu com os machos, a quantidade total de JNK
permaneceu inalterada entre os grupos experimentais femininos, indicando que as alteragdes
observadas se devem a modulagdo do estado de ativagdo da quinase, € ndo a modificagdes na

expressao proteica (Figura 13B).
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7. DISCUSSAO

A febre resulta da ativacdo coordenada de diferentes mecanismos autondmicos,
incluindo vasoconstricdo cutanea, redugdo da perda de calor corporal, diminuicdo da
sudorese, tremores e possivel termogénese sem tremores, todos integrados pelo sistema
nervoso central (Blomqvist e Engblom, 2018). Utilizamos uma dose i.p. de 50 pg/kg de LPS
para induzir o estado febril em machos e fémeas, e essa dose produziu aumento da Tc
semelhante nos dois sexos. Esse resultado contrasta com estudos que descrevem febre menos
intensa em fémeas em ciclo quando comparadas aos machos ou as fémeas ovariectomizadas
(Brito et al., 2016; Costa et al., 2024). Uma explicagdo plausivel ¢ que o ciclo estral nao foi
monitorado no presente estudo, e sabe-se que flutuagdes hormonais, especialmente nos niveis
de estrogénio ao longo do ciclo, modulam a intensidade da resposta febril (Goldman, Murr e
Cooper, 2007). Dessa forma, possiveis diferencas sexuais na magnitude da febre podem ter
sido atenuadas pela variabilidade hormonal intrinseca.

Apos caracterizar o modelo de inflamacdo sistémica, avaliamos os efeitos da LIRA
sobre a termorregulacdo. Observamos que o farmaco reduziu a Tc tanto em animais
eutérmicos quanto em estado febril, independentemente do sexo. Esses achados reforcam o
envolvimento do GLP-1R na regulagdo da Tc, j& que estudos prévios demonstraram que o
bloqueio central de GLP-1R intensifica a febre induzida por LPS (Rinaman e Comer, 2000).
Além disso, a LIRA apresenta agdes anti-inflamatdrias periféricas descritas na literatura,
como a reducdo de edema induzido por carragenina (Mert et al., 2022), o que sugere uma
atuacdo combinada em vias centrais e periféricas capazes de limitar a resposta febril.

Com base nesse conjunto de evidéncias, nossos resultados demonstram que a LIRA
modula tanto a temperatura basal quanto a febre, mas os mecanismos associados a esses
efeitos diferem entre machos e fémeas. Essa divergéncia apareceu de forma recorrente ao
longo das analises e indica que a agdo antipirética e termorregulatoria da LIRA envolve vias
distintas entre os sexos. Essa observacdo ¢ particularmente relevante, pois a maioria dos
estudos sobre GLP-1R e inflamagao sistémica ndo aborda diferencgas relacionadas ao sexo, o
que refor¢a a importancia de considerar essa variavel biologica em pesquisas que investigam a
farmacologia da termorregulagao.

A redugdo da Tc observada no grupo SAL/LIRA indica que a LIRA afeta a
termorregulacdo mesmo sem estimulo inflamatorio. Esse resultado sugere que o agonismo do
GLP-1R pode interferir em mecanismos centrais do controle da temperatura basal,
possivelmente modulando o equilibrio entre producao e conservagdo de calor por meio de

circuitos hipotalamicos que integram sinais metabolicos e autonomicos. Embora este estudo
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ndo tenha avaliado diretamente os mecanismos efetores de termogénese, a queda da Tc em
animais eutérmicos sugere um efeito farmacologico além da agdo antipirética classica.

A reducdo da Tc observada apoés o tratamento com LIRA, inclusive em animais
eutérmicos, pode ser interpretada como um deslocamento transitorio da Tc para valores
inferiores ao basal, aproximando-se de um estado de hipotermia leve. Em modelos
experimentais, a hipotermia induzida farmacologicamente tem sido associada a modulacao
central de circuitos hipotaldmicos envolvidos no balango entre produgdo e conservagdo de
calor, bem como a reducdo da atividade termogénica. Nesse sentido, os dados apresentados
sugerem que a ativagdo do GLP-1R pode influenciar o ponto de equilibrio térmico ou os
mecanismos centrais que determinam a Tc basal, ainda que o presente estudo nao tenha como
objetivo caracterizar formalmente um estado de hipotermia nem seus correlatos fisioldgicos
periféricos.

Do ponto de vista funcional, a queda da Tc pode influenciar a interpretagdo dos efeitos
antipiréticos da LIRA, ja que o farmaco parece reduzir tanto a resposta febril quanto a Tc em
condigdes basais. Embora esses resultados ndo permitam inferéncias diretas sobre a
hipotermia em humanos, reforgam que agonistas de GLP-1R podem exercer efeitos centrais
sobre a termorregulacdo, o que deve ser investigado em estudos futuros, incluindo a tolerancia
ao frio, a recuperagdo térmica e parametros de termogénese adaptativa.

Esses dados sugerem que a ativagdo do GLP-1R pode influenciar a percepgao térmica
ou a regulacdo central da producdo de calor, o que pode explicar relatos de sensacdo de frio
em usudrios de agonistas de GLP-1 na pratica clinica. No entanto, diferengas entre espécies,
doses e condicdes ambientais limitam a extrapolagdo direta para humanos. Ainda assim, os
achados experimentais reforgam a importancia de investigar, em estudos futuros, se a LIRA
altera a defesa contra o frio, a termogénese adaptativa e a integracdo entre sinais metabdlicos
e térmicos, especialmente considerando possiveis diferengas entre os sexos.

As prostaglandinas constituem mediadores cruciais no inicio € na manutencao da febre
(Blomqvist e Engblom, 2018). Para esclarecer se o efeito antipirético da LIRA poderia
envolver a modulagdo desses sinalizadores, investigamos as concentragdes hipotaldmicas de
PGE-.. O LPS aumentou substancialmente os niveis deste mediador em ambos 0s sexos, com
valores que foram aproximadamente o dobro nos machos quando comparados as fémeas. Essa
diferenca ¢ compativel com estudos que mostram maior producao de PGE: em situagdes de
deplecdo estrogénica, como em fémeas ovariectomizadas, quando comparadas a fémeas em

ciclo estral (Brito et al., 2016).
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O achado mais marcante, no entanto, foi que a LIRA reduziu a PGE: apenas nos
machos febris. Isso indica que, nesse sexo, o efeito antipirético da LIRA estd associado a
supressdo da producdo central de PGE.. Estudos prévios refor¢am essa interpretacio:
macrofagos estimulados por LPS reduzem a produ¢do de PGE: apds exposicao a LIRA de
maneira dependente da dose (Baris et al., 2025). De forma semelhante, a exendina-4, outro
agonista de GLP-1R, inibe a expressao de mediadores inflamatorios como iNOS, COX-2, NO
e PGE: em modelos celulares expostos ao LPS (Lu et al., 2019).

Adicionalmente, um trabalho recente mostrou que, em modelos de osteoartrite, a
LIRA diminuiu de modo significativo a produgdo de PGE: em condrécitos e macrofagos
(Meurot et al., 2022), refor¢ando a hipdtese de que o farmaco € capaz de modular essa via em
diferentes contextos inflamatdrios.

Nas fémeas tratadas com LIRA, as concentracdes hipotaldmicas de PGE-:
permaneceram inalteradas, mesmo com a queda de Tc observada nesse grupo. Esse resultado
indica que, diferentemente do que ocorre nos machos, a reducdo térmica nas fémeas nao
parece depender da modulagdo desse mediador. A literatura ja descreve que machos e fémeas
recorrem a estratégias distintas para controlar a febre, o que pode explicar os padrdes
divergentes encontrados aqui. Um exemplo classico € o estudo de Pittman e colaboradores
(1998), que demonstrou que o bloqueio dos receptores de vasopressina aumenta os niveis de
PGE-: somente em machos febris, enquanto as fémeas nao exibem essa resposta. Esse tipo de
evidéncia sugere que a relacdo entre inflamacdo, vasopressina e PGE: ¢ regulada de maneira
diferente entre os sexos, reforcando que a agdo da LIRA sobre a Tc das fémeas ocorre por
mecanismos independentes da PGE:-:.

A TL-6 desempenha papel fundamental na resposta febril induzida por LPS, o que é
evidenciado pelo fato de que sua administracdo direta no sistema nervoso central ¢ suficiente
para provocar febre (Roth e Souza, 2001). Em contraposi¢cdo, a auséncia genética dessa
citocina ou sua neutralizacdo farmacoldgica impede o desenvolvimento da resposta febril
(Evans, Repasky e Fisher, 2015; Chai et al., 1996; Kozak et al., 1998). No presente estudo,
observamos que a administragdo de LPS aumentou os niveis séricos de IL-6 tanto em machos
quanto em fémeas, confirmando sua participagdo como mediador pirogénico.

Apesar disso, a redugdo dessa citocina apds a administracao de LIRA ocorreu apenas
nas fémeas. Resultados semelhantes foram relatados com outros agonistas de GLP-1R: a
exendina-4, por exemplo, ndo alterou a producdo de IL-6 induzida por LPS em machos
(Wong et al., 2024), mas reduziu essa citocina em macréfagos estimulados por LPS (Lu et al.,

2019). A LIRA também diminuiu a IL-6 em modelos de osteoartrite (Meurot et al., 2022) e de

57



58

isquemia-reperfusao hepatica (Li et al., 2022). Contudo, ¢ importante notar que esses estudos
nao avaliaram diferengas entre os sexos, o que pode ter mascarado respostas divergentes que
agora se tornam evidentes.

A observacdo de que apenas as fémeas responderam a LIRA com reducdo de IL-6
reforca a existéncia de modulagdo dependente do sexo. Essa interpretagdo € coerente com
dados clinicos mostrando que mulheres apresentam cerca de 32% maior exposi¢do sistémica a
LIRA em comparacao aos homens (Wilding et al., 2016). Isso sugere que a dose de 0,3 mg/kg
utilizada nesta investigagdo pode ter sido suficiente para modular a IL-6 nas fémeas, mas nao
nos machos, evidenciando uma sensibilidade distinta ao tratamento entre os sexos.

Em nosso estudo, o comportamento da IL-10 revelou diferencas marcantes entre
machos e fémeas. As fémeas apresentaram niveis basais dessa citocina muito superiores aos
dos machos, aproximadamente trés vezes maiores. Mesmo assim, a administracdo de LPS nao
modificou a concentragdo de IL-10 nesse sexo, ¢ a LIRA também nao promoveu altera¢des
significativas. Essa auséncia de resposta sugere que a modulagdo de IL-10 pela LIRA pode
depender do sexo, o que ¢ apoiado por evidéncias prévias mostrando que a LIRA aumenta a
expressdo de mediadores anti-inflamatorios, como IL-10 e fator de crescimento transformador
beta 1 (TGFp1), no hipocampo de machos oriundos de maes com restricdo alimentar, mas nao
em fémeas submetidas ao mesmo protocolo experimental (Diz-Chaves et al., 2018).

Nos machos, o padrao observado foi distinto. O LPS aumentou a producao de IL-10,
confirmando sua participagdo como componente compensatorio da resposta inflamatoria. A
LIRA, por sua vez, apresentou efeitos dependentes do estado inflamatorio: elevou a IL-10
quando administrada a animais controles tratados com SAL, mas nao modificou sua producao
em animais desafiados com LPS. Esse comportamento bimodal também foi descrito por Mert
et al. (2022), que observaram aumento acentuado de IL-10 em dareas inflamadas de ratos
tratados com LIRA, sem efeito equivalente em tecidos ndo inflamados. Resultados
semelhantes foram relatados em modelo de enxaqueca cronica, no qual a LIRA reduziu a
ativacdo neuronal e aumentou a expressao de IL-10 no nucleo caudal trigeminal (Jing, Zou e
Pu, 2023).

Essa combinagao de achados, marcada por niveis basais elevados nas fémeas, auséncia
de resposta a LIRA nesse sexo, aumento induzido por LPS apenas em machos e efeitos
contextuais da LIRA, refor¢a que a modulacao dessa citocina apresenta forte componente
dependente do sexo e do estado inflamatério. Isso contribui para explicar as diferengas
funcionais entre machos e fémeas observadas nas respostas imunes e neuroinflamatorias.

Considerando que tais diferencas emergem no contexto de uma inflamacdo sistémica
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desencadeada pelo LPS, torna-se relevante integrar esses achados aos mecanismos iniciais de
reconhecimento imune inato que governam essa resposta.

A resposta inflamatdria desencadeada pelo LPS ¢ iniciada primariamente pela ativagdo
do receptor Toll-like 4 (TLR4), que promove a ativagdo de cascatas intracelulares
pro-inflamatérias no sistema nervoso central e em tecidos periféricos. Nesse contexto, os
efeitos anti-inflamatorios e antipiréticos observados com a LIRA levantam a possibilidade de
que a sinalizacdo via GLP-1R interfira, direta ou indiretamente, em etapas a jusante da
ativacao do TLR4. Embora o presente estudo ndo tenha avaliado componentes da via TLR4, ¢
plausivel supor que a ativagdo do GLP-1R module a sensibilidade celular ao LPS ou a
amplitude da resposta inflamatdria subsequente, contribuindo para a atenuacao da producao
de mediadores pirogénicos e da resposta febril. Assim, a interacdo funcional entre GLP-1R e
vias ativadas por TLR4 emerge como um possivel eixo de regulagdo da neuroinflamacao e da
termorregulagdo, representando uma perspectiva relevante para investigagdes futuras.

Diversos estudos demonstram que a LIRA ¢ capaz de reduzir marcadores de estresse
oxidativo em diferentes modelos experimentais, particularmente em tecidos como coragao €
figado, além de exercer efeitos semelhantes em células endoteliais de veia umbilical humana.
Esses efeitos tém sido atribuidos, ao menos em parte, a sua acdo anti-inflamatoria e a
modulagdo de vias intracelulares associadas ao estresse oxidativo (Shiraki et al., 2011; Inoue
et al., 2015; Yu et al., 2023). Por esta razdo, investigamos se a reducao da Tc observada no
presente estudo poderia estar associada a modulagdo sistémica da produgdo de ERO. No
entanto, nem a febre induzida pelo LPS nem o tratamento com LIRA promoveram altera¢des
detectaveis nos niveis circulantes de ERO.

Esse achado é compativel com dados prévios da literatura, como os de Gomes et al.
(2018), que demonstraram aumento da produ¢do de ERO em tecidos especificos, incluindo
figado, tecido adiposo marrom e hipotadlamo, durante a febre, sem alteracdes correspondentes
no sangue periférico. Esses resultados sugerem que a geracdo de ERO durante a resposta
febril apresenta carater predominantemente local e compartimentalizado, nao se refletindo
necessariamente em alteragdes sistémicas mensuraveis.

Assim, a auséncia de aumento detectavel de ERO circulantes sugere que, nas
condi¢des experimentais adotadas, a resposta febril ndo esteve associada a estresse oxidativo
sistémico significativo. Consequentemente, os efeitos antipiréticos da LIRA observados neste
estudo parecem ocorrer de forma independente da modulagao global da produ¢dao de ERO,
indicando que mecanismos inflamatorios e neuroimunes, mais do que vias redox sistémicas,

desempenham papel central na redugdo da Tc promovida por esse farmaco.
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Outra via potencialmente associada ao controle da Tc envolve o NO, um radical livre
que pode reagir com a hemoglobina para formar HbNO, marcador importante em condig¢des
de estresse nitrosativo (Dikalov e Fink, 2005). Partindo dessa premissa, investigamos se a
LIRA poderia interferir na formagdo de HbNO, especialmente porque o NO participa da
resposta febril e apresenta propriedades antipiréticas em modelos de febre induzida por LPS
(Begg et al., 2007; Soriano et al., 2010; Steiner et al., 2002). Observamos que o LPS elevou as
concentragdes de HbNO no sangue de machos e fémeas, indicando aumento da
disponibilidade de NO durante a febre. O tratamento com LIRA, porém, ndo modificou esse
parametro, sugerindo que, no contexto estudado, o efeito de redugdo de temperatura ndo esta
associado a alteragdes na formagao de HbNO.

Embora nossos achados indiquem auséncia de influéncia da LIRA sobre NO e HbNO
durante a febre, estudos realizados em outros contextos inflamatorios mostram que o faArmaco
¢ capaz de aumentar a producdo de NO e reduzir a ativagdo de NF-kappaB em células
endoteliais vasculares por mecanismos mediados parcialmente por p roteina quinase ativada
por AMP (AMPK) (Hattori et al., 2010). Assim, apesar de sua capacidade conhecida de
interferir na sinalizacdo de NO, esses efeitos ndo se manifestaram no modelo de inflamacao
sistémica utilizado neste estudo.

A participagdo da 5-HT e da DA na regulagdo do humor e na resposta inflamatéria
motivou a investigagdo dos efeitos da LIRA sobre esses neurotransmissores no hipotalamo.
Esse enfoque ¢ ainda mais relevante diante de evidéncias recentes que sugerem que a LIRA
pode atenuar sintomas depressivos por meio da modulagdo de sistemas neurotransmissores
centrais (Gammoh et al., 2025). Além disso, a 5-HT possui agdes conhecidas de reducao da
febre, o que levanta a possibilidade de que sua modulagao contribua para o efeito antipirético
observado com o tratamento.

Diversos estudos ja demonstraram que existe um marcado dimorfismo sexual no
sistema serotoninérgico, tanto na termorregulagdo quanto na inflamag¢do. Em modelos de
inflamacao sistémica, verificou-se que os niveis hipotalamicos de 5-HT diminuem em machos
e aumentam em fémeas apos o estimulo com LPS (Costa et al., 2024). Em nossa investigagao,
observamos que o LPS reduziu a concentracdo de 5-HT em machos, resultado compativel
com esses achados, embora ndo tenhamos detectado aumento significativo desse
neurotransmissor nas fémeas desafiadas com LPS. A LIRA, contudo, produziu respostas
completamente distintas entre os sexos: diminuiu a 5-HT em machos eutérmicos e nao
impediu a queda induzida por LPS, enquanto nas fémeas elevou a 5-HT em 84%, mas

exclusivamente no contexto inflamatorio.

60



61

Essas diferencas provavelmente refletem o impacto modulador do estrogénio sobre a
neurotransmissao serotoninérgica. Esse hormodnio estimula a expressdo e a atividade da
triptofano-hidroxilase e reduz a recaptacdo de 5-HT por meio da regulacio do seu
transportador (Smith et al., 2004; Hiroi e Neumaier, 2009). Assim, em fémeas inflamadas, a
combinagdo de sinalizagdo estrogénica e inflamatoéria pode potencializar a capacidade da
LIRA de elevar a 5-HT. Em machos, por outro lado, a auséncia desse componente hormonal
sugere que outros mecanismos prevalecem, como maior atividade da monoamina oxidase,
mudangas no turnover da 5-HT ou alteragdes na excitabilidade neuronal durante a inflamagao.
Em conjunto, esses resultados indicam que a ativagdo do GLP-1R interage com vias
inflamatérias e hormonais de maneira dependente do sexo, resultando em perfis distintos de
modulacao da 5-HT.

Nas fémeas, o aumento dos niveis hipotalamicos de 5-HT apds o tratamento com
LIRA acompanha a diminui¢do da Tc observada nesse sexo, o que esta alinhado com o papel
conhecido da ativacdo serotoninérgica em atenuar a febre (Mota et al., 2017). Esses achados
reforgam a nocdo de que a 5-HT participa diretamente do mecanismo antipirético da LIRA
nas fémeas. Em contraste, nos machos, a redu¢do da febre parece ocorrer por vias que nao
envolvem a modulacdo de 5-HT, sendo mais provavelmente atribuida a queda nas
concentracoes de PGE: Essa interpretacdo esta de acordo com estudos anteriores que
mostraram diminui¢do da 5-HT plasmatica em machos tratados com LIRA (Nonogaki e Kaji,
2024), sugerindo que, nesse sexo, a via serotoninérgica ¢ pouco relevante para o efeito
térmico do farmaco.

Quanto a DA, embora estudos anteriores tenham mostrado que esse neurotransmissor
pode diminuir durante a inflamagdo sist€émica em ambos os sexos (Costa et al., 2024), ndo
observamos esse padrao em nosso modelo experimental. Em nossos animais, nem o LPS nem
o tratamento com LIRA alteraram os niveis hipotaldmicos de DA, indicando que esse
neurotransmissor ndo parece contribuir para os efeitos observados nas condi¢des avaliadas.

De forma integrada, os resultados relacionados aos metabdlitos de monoaminas
indicam que a febre induzida por LPS promove modulagdes seletivas e sexo-especificas nos
sistemas serotoninérgico e dopaminérgico, enquanto o sistema noradrenérgico hipotalamico
permaneceu inalterado nas condicdes avaliadas. As alteracdes observadas nos niveis de
5-HIAA e HVA sugerem que a febre e o tratamento com LIRA afetam preferencialmente o
metabolismo de 5-HT e DA, neurotransmissores envolvidos na regulagdo central da Tc, do
comportamento e da resposta autondmica. Em contraste, a auséncia de alteragdes nos niveis

de NA e de seu metabolito DHPG indica que esse sistema nao participa de forma significativa
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das respostas centrais associadas a febre ou a acdo da LIRA neste modelo experimental,
refor¢ando a especificidade neuroquimica dos efeitos observados.

A quinase JNK, amplamente reconhecida por sua participagdo em vias de sinalizagdo
associadas a inflamagdo, ¢ ativada por diferentes estimulos pro-inflamatorios, incluindo o
LPS (Bangshaab et al., 2019; Mizuno et al., 2025). Em nosso estudo, a modulag¢do dessa via
pela LIRA revelou um padrdo nitidamente dependente do sexo. Nos machos desafiados com
LPS, observamos aumento da fosforilagdo de JNK apds o tratamento com LIRA, enquanto
nas fémeas ocorreu o efeito oposto, com redugdo da ativagdo dessa quinase. Essa
heterogeneidade de respostas sugere que a sinalizagdo mediada pelo GLP-1R interage com a
via da JNK de formas distintas entre os sexos.

Uma possivel explicacdo para essas diferengas estd na distribuicdo regional dos
receptores de GLP-1 no hipotalamo. Regides como a POA, fundamental para o controle da
Tc, e o nucleo arqueado, responsavel pela integracdo de sinais metabolicos como leptina,
insulina e glicose, apresentam expressao de GLP-1R (Merchenthaler, Lane e Shughrue, 1999).
Assim, discrepancias sexuais na densidade desses receptores, nas vias intracelulares
subsequentes ou nas interagdes com hormodnios esteroides podem estar na base do dimorfismo
observado.

Embora a via do NF-xB seja amplamente reconhecida como um dos principais €ixos
de sinalizacao envolvidos na resposta inflamatéria induzida por LPS, a presente investigacao
ndo conseguiu explorar diretamente a modulacdo dessa via pela LIRA no hipotalamo.
Inicialmente, o delineamento experimental previa a avaliagdo da razdo entre a forma
fosforilada/total do NF-kB por western blotting, uma vez que a ativacdo desse fator de
transcricdo representa um ponto central na transducao de sinais pro-inflamatérios e na
regulagdo da expressdao de mediadores como COX-2, iNOS e citocinas. No entanto, apesar de
multiplas tentativas de padronizagdo experimental, ndo foi possivel obter deteccdo consistente
da forma fosforilada da proteina, sendo observada apenas a fragdo total. Diante dessa
limitagdo técnica, optou-se por direcionar a analise para a via da JNK, um fator de transcri¢ao
sensivel a ativagdo por LPS e intimamente associada a sinalizagdo inflamatéria e ao estresse
celular. Essa estratégia permitiu explorar, de forma alternativa, a modulacdo de vias
intracelulares pré-inflamatorias pelo agonismo de GLP-1R, revelando, inclusive, um padrao
de resposta marcadamente dependente do sexo. Assim, embora a via do NF-kB permaneca
como um alvo relevante para investigacdes futuras, os achados envolvendo a JNK oferecem
evidéncias robustas de que a LIRA interfere em cascatas de sinalizagdo inflamatoria centrais

de maneira complexa e sexualmente dimorfica.
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Apesar da relevancia dos achados apresentados, algumas limitagdes metodoldgicas
devem ser consideradas na interpretacdo dos resultados. O protocolo experimental empregou
a administragdo aguda de LIRA, ndo permitindo inferéncias sobre os possiveis efeitos da
exposicdo cronica ao farmaco sobre a termorregulacdo e os mediadores neuroimunes
avaliados. Ademais, as analises moleculares e bioquimicas foram realizadas em um unico
ponto temporal (4 horas apos a administracao do LPS), o que impossibilita a avaliacdo da
dinamica temporal completa das respostas inflamatorias, oxidativas e de sinalizagao
intracelular ao longo da evolugdo da febre. Embora tenham sido observadas alteracdes na
fosforilagdo de JNK no hipotdlamo, ndo foram empregados inibidores farmacologicos
especificos dessa via, o que limita conclusdes causais diretas sobre o papel funcional da JNK
nos efeitos moduladores da LIRA sobre a Tc. Outro aspecto relevante refere-se a auséncia do
controle do ciclo estral nas fémeas, o que pode introduzir variabilidade adicional relacionada
as flutuagdes hormonais e influenciar a magnitude das respostas observadas. Por fim, por se
tratar de um estudo conduzido em modelo experimental com roedores, a extrapolagdo direta
dos achados para a fisiologia humana deve ser realizada com cautela, sendo necessarios
estudos clinicos para confirmar a relevancia translacional dos mecanismos aqui propostos.

Cabe contextualizar que a presente investigacdo se insere em uma linha de pesquisa
que emergiu a partir de evidéncias iniciais de que agonistas do receptor de GLP-1 exercem
efeitos anti-inflamatoérios em diferentes contextos experimentais. Estudo prévio demonstrou
que a LIRA ¢ capaz de reduzir a inflamacao e a temperatura local em modelo experimental de
edema periférico (Mert et al., 2022), evidenciando seu potencial modulador sobre processos
inflamatoérios teciduais. Embora a reducao da temperatura local em um sitio inflamatério nao
se relacione diretamente aos mecanismos centrais de termorregulacdo, esses achados
suscitaram a hipotese de que a ativagdo do GLP-1R poderia também interferir em vias
inflamatorias centrais envolvidas na regulacdo da temperatura corporal e na resposta febril,
uma vez que receptores de GLP-1 sdo expressos em regides hipotalamicas implicadas no
controle térmico. Essa proposi¢cdo orientou o delincamento dos experimentos apresentados
neste estudo e se mostrou consistente com os achados obtidos, uma vez que a LIRA foi capaz
de reduzir tanto a Tc basal quanto a febre induzida por LPS, por mecanismos distintos e
dependentes do sexo. Os achados do presente estudo indicam que a atenuagdo da resposta
febril induzida por LPS pela LIRA envolve mecanismos centrais distintos entre machos e
fémeas. Em machos, a modulacdo da febre mostrou-se predominantemente associada a
reducdo dos niveis hipotalamicos de prostaglandina E: (PGE:), um mediador classico da

resposta febril e da sinalizacdo pirdgena no sistema nervoso central. Esse resultado sugere
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que, nesse sexo, a acdo da LIRA converge principalmente para vias neuroinflamatérias
tradicionais envolvidas no ajuste do ponto de equilibrio térmico. Por outro lado, em fémeas, a
atenuagdo da febre ocorreu por meio de vias paralelas e ndo necessariamente dependentes
entre si, envolvendo a redugdo de IL-6, a diminuicdo da fosforilacdo de JNK (p-JNK) e o
aumento da sinaliza¢do serotoninérgica (5-HT) em circuitos hipotaldmicos, particularmente
na POA. Esses dados reforcam a existéncia de diferencas sexuais nos mecanismos centrais de
modulacdo da resposta febril ao tratamento com agonistas do receptor de GLP-1, indicando
que, em fémeas, a LIRA pode atuar por multiplos eixos neuroimunes € neuroquimicos que
convergem funcionalmente para a atenuacdo da febre, sem que haja uma hierarquia linear
obrigatoria entre essas vias. A integracdo desses mecanismos ¢ apresentada de forma
esquematica na Figura 14, que sintetiza o modelo proposto a partir dos resultados obtidos no

presente trabalho.
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Figura 14. Esquema integrativo dos principais mecanismos centrais envolvidos na atenuacio da febre
induzida por lipopolissacarideo (LPS) apés tratamento com liraglutida. Em machos, a redugdo da resposta
febril associa-se predominantemente a diminui¢do dos niveis hipotalamicos de prostaglandina E: (PGE:). Em
fémeas, a atenuacdo da febre ocorre por vias paralelas e ndo necessariamente dependentes entre si, envolvendo a
reducdo de IL-6, a diminui¢do da fosforilagdo de JNK (p-JNK) e o aumento da sinalizacdo serotoninérgica

(5-HT) em circuitos hipotalamicos, particularmente na area pré-optica (POA).

Fonte: Elaboragao propria.
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8. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstram que a LIRA interfere na resposta febril de
modo dependente do sexo, indicando que machos e fémeas recrutam vias distintas de
termorregulacdo durante a inflamacao sistémica induzida por LPS. Esses achados sugerem
que a sinalizagdo mediada pelo GLP-1R ndo opera por um mecanismo unico e uniforme no
controle da Tc, mas envolve estratégias neuroimunes diferenciadas de acordo com o sexo
bioldgico.

Em machos, a reducdo da febre ocorreu de acordo com o paradigma classico,
caracterizando-se pela atenuagdo da producao hipotalamica de PGE:. Esse padrao sugere que,
nesse sexo, o efeito antipirético da LIRA permanece fundamentado em mecanismos centrais
bem estabelecidos, nos quais a PGE: atua como mediador final da febre.

Nas fémeas, a diminuicdo da Tc nao foi acompanhada por alteragdes nas
concentragdes de PGE-:, o que indica o recrutamento de vias alternativas. Os dados mostram
modificagdes paralelas em multiplos componentes, como a reducdo dos niveis circulantes de
IL-6, 0 aumento da 5-HT hipotaldmica e a diminui¢ao da fosforilagdo da JNK. Embora essas
alteragdes ndo possam ser interpretadas isoladamente como determinantes causais, elas
apontam para um rearranjo neuroquimico distinto do observado em machos. Essas evidéncias
sugerem que as fémeas utilizam circuitos neuroimunes alternativos para modular a resposta
febril.

Em conjunto, os resultados ampliam a compreensao atual sobre os efeitos centrais da
sinalizagdo mediada pelo GLP-1R e demonstram que esse sistema apresenta organizacao
funcional dependente do sexo no contexto da termorregulacdo inflamatoéria. Embora os
achados estabelegam associagdes e nao relagdes causais diretas, eles fornecem bases solidas
para investigacoes futuras voltadas a identificacdo dos componentes efetivamente
responsaveis pelo controle da Tc.

Além disso, a ativacdo de vias distintas pela LIRA em machos e fémeas reforca a
importancia do sexo bioldgico como varidvel central na investigagdo de mecanismos que
integram respostas imunologicas, sinalizacdo neuroendocrina e regulacdo térmica. A
desconsideragao dessa variavel pode limitar a interpretagdo dos efeitos do GLP-IR e
obscurecer aspectos relevantes de sua atuacdo no sistema nervoso central. Portanto, estudos
futuros deverdo aprofundar a investigacdo dos mecanismos especificos envolvidos em cada
sexo, além de avaliar se essas diferencas se estendem a outros modelos inflamatorios e a

espécie humana. A elucidagdo desses aspectos podera contribuir para uma compreensao mais

65



66

refinada dos efeitos dos agonistas de GLP-1 em contextos inflamatérios e para o

desenvolvimento de abordagens terapéuticas mais precisas e individualizadas.
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Abstract

Background/Objectives: Thermoregulation is essential for survival, with the hypothalamic
preoptic area integrating peripheral signals to maintain core body temperature. While
fever enhances immune responses, excessive hyperthermia causes cellular damage. Pre-
vious work has shown that central glucagon-like peptide-1 (GLP-1) receptor antagonism
intensifies lipopolysaccharide (LPS)-induced fever, suggesting a role for GLP-1 signaling in
temperature regulation. However, the direct effects of GLP-1 receptor agonists on fever
remained unexplored. This study investigated the effects of liraglutide (LIRA), a GLP-1
analog used to treat diabetes and obesity, on temperature regulation and fever in rats, with
a focus on sex-dependent mechanisms. Methods: Male and female Wistar rats received
lipopolysaccharide (LPS, i.p.) to induce fever, followed by LIRA treatment (0.3 mg/kg,
i.p.) one hour later. Body temperature was monitored for up to six hours post-LPS injec-
tion. Results: LIRA reduced body temperature in both euthermic and febrile rats of both
sexes. LPS increased PGE; concentration in both sexes, with males showing a twofold
increase compared to females. LIRA treatment reduced PGE; levels in LPS-challenged
males (62%, p < 0.01) but not in female rats. LPS elevated interleukin (IL)-6 levels in both
sexes, while LIRA treatment decreased IL-6 only in females (45%, p < 0.05). In males,
LPS reduced hypothalamic serotonin (5-HT) levels, and LIRA further decreased 5-HT in
saline-treated animals. In females, LIRA increased 5-HT levels (84%, p < 0.01) in LPS-
challenged animals. Additionally, LIRA exhibited sex-specific effects on hypothalamic
JNK phosphorylation, increasing activation in LPS-treated males and reducing it in LPS-
treated females. Conclusions: LIRA demonstrates antipyretic properties through distinct,
sex-specific mechanisms. In males, temperature reduction correlates with decreased hy-
pothalamic PGE;, whereas in females, antipyretic effects are associated with reduced IL-6,
decreased JNK phosphorylation, and increased 5-HT. These findings reveal sexually dimor-
phic GLP-1R-mediated thermoregulatory pathways during inflammation. However, the

Pharmaceuticals 2025, 18, 1738

https://doi.org/10.3390/ph18111738

76



Pharmaceuticals 2025, 18, 1738

20f 19

causal relationships between these molecular changes and temperature regulation require
further investigation, particularly regarding whether observed biochemical alterations
represent primary mechanisms or secondary consequences of temperature modulation.
Future studies should investigate the functional significance of the apparent contradiction
in serotonergic responses between sexes.

Keywords: prostaglandin E2; interleukin-6; serotonin; hypothalamus; lipopolysaccharide;
antipyretic

1. Introduction

Fever represents a centrally regulated elevation in body temperature that constitutes
a fundamental component of the acute-phase response to infectious and inflammatory
stimuli [1]. Thermoregulation is critical for organism survival, with the preoptic area of the
anterior hypothalamus integrating peripheral signals to maintain core body temperature
through activation of heat conservation and dissipation mechanisms [2]. While fever en-
hances immune responses by promoting leukocyte migration, phagocytosis, and antibody
production, excessive hyperthermia imposes substantial metabolic demands, increases
oxygen consumption, and can result in protein denaturation and cellular damage [3,4].

The hypothalamic control of fever involves complex neuroinflammatory cascades.
Lipopolysaccharide (LPS) administration triggers the release of pro-inflammatory cytokines,
including IL-6, which stimulates cyclooxygenase-2 (COX-2) expression in cerebral endothe-
lial cells, leading to prostaglandin (PG) E; synthesis. PGE; subsequently activates EP3
receptors on thermosensitive neurons within the preoptic area, initiating the febrile re-
sponse. Anti-inflammatory mediators, particularly IL-10, provide regulatory control by
inhibiting pro-inflammatory signaling pathways and modulating PG synthesis [2,5].

Sex differences in thermoregulation have been consistently observed in both animals
and humans [6,7]. Body temperature patterns fluctuate throughout the ovarian cycle in
females, indicating a regulatory role of sex hormones in maintaining thermal homeosta-
sis [8,9]. Evidence shows that randomly cycling female rats exhibit diminished febrile
responses compared to males, which stems from the modulatory effects of female gonadal
hormones on thermoregulatory and inflammatory pathways [10]. Furthermore, vasopressin
antagonism has been found to increase hypothalamic PGE; levels in febrile male rats but
not in females, highlighting sex-specific mechanisms involved in fever regulation [11].

Liraglutide (LIRA), a glucagon-like peptide-1 receptor (GLP-1R) agonist, is currently
employed in the treatment of type 2 diabetes mellitus and obesity. The growing use of
GLP-1 analogs underscores the need to comprehend their effects beyond mere metabolic
regulation, particularly as many patients are now exposed to these medications daily. Re-
cent studies have revealed that LIRA possesses anti-inflammatory and neuroprotective
properties in various clinical conditions, including osteoarthritis and hepatic ischemia—
reperfusion injury [12,13]. The relationship between GLP-1R signaling and the regulation
of thermoregulation and fever remains largely uncharted. However, prior research has
indicated that blocking central GLP-1R can intensify fever induced by LPS, suggesting a
potential involvement of GLP-1 in temperature regulation [14]. Given the prevalent use of
GLP-1 analogs and their possible effects on central nervous system function, understand-
ing their influence on body temperature regulation and fever response holds significant
clinical importance.

Despite these observations suggesting GLP-1 involvement in temperature regulation,
the direct antipyretic effects of LIRA during systemic inflammation remain uncharacterized,
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and the sex-specific mechanisms underlying potential thermoregulatory responses have
not been investigated. This study addressed these gaps by examining LIRA’s effects on
body temperature in male and female rats during LPS-induced fever, its influence on
hypothalamic and systemic inflammatory and oxidative markers, and the role of neuro-
transmitters such as serotonin (5-HT) and dopamine (DA). We also investigated sex-specific
effects of LIRA on hypothalamic JNK phosphorylation to clarify the molecular mechanisms
underlying GLP-1 receptor-mediated modulation of fever.

2. Results
2.1. LIRA Reduces Body Temperature in Both Euthermic and Febrile Rats

To investigate the effect of LIRA on fever, we first injected LPS intraperitoneally, and
after 1 h, we administered the treatment with LIRA (0.3 mg/kg) by the same route to ani-
mals of both sexes. As expected, LPS administration evoked a significant increase in body
temperature compared with the saline-treated group, which maintained a relatively stable
temperature, with minor fluctuations likely due to animal handling. LIRA administration
completely abolished LPS-induced fever (Figure 1A,C). Interestingly, the temperature of
euthermic animals (SAL/LIRA group) was also reduced by LIRA treatment in both male
and female rats (Figure 1A,C).
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Figure 1. LIRA reduces the febrile response induced by LPS in male and female rats. Rats were
treated with LIRA via intraperitoneal injection (i.p.) at a dose of 0.3 mg/kg, or with saline (SAL) ata
volume of 0.5 mL, administered 1 h after an i.p. injection of LPS (50 ug/kg) or sterile saline. (A,C) The
data are expressed as mean = SEM of body temperature (°C) in 67 animals. The gray and black
arrows represent the time of LPS and LIRA injections, respectively. (B,D) Thermal index calculated
from the area under the curve, from 2 to 6 h (as indicated in panels A,C). **** p < 0.0001, # p < 0.05
LPS/SAL compared with SAL/SAL. Data were analyzed by (A,C) three-way ANOVA matching by
factor time and (B,D) two-way ANOVA, both followed by Tukey’s multiple comparison test.

78

78



Pharmaceuticals 2025, 18, 1738

40f 19

To quantify these effects, thermal index values were calculated from the area under the
curve during the gray-shaded period, providing clearer quantification of the time-course
results shown in Figure 1A,C. It was observed sex-specific differences in LIRA’s effects. In
males (Figure 1B), the SAL/LIRA group demonstrated a greater reduction in thermal index
compared to the LPS/LIRA group, indicating that LIRA’s hypothermic effect was atten-
uated in the presence of LPS-induced inflammation. Conversely, in females (Figure 1D),
the LPS/LIRA group exhibited a more pronounced reduction in thermal index than the
SAL/LIRA group, suggesting that LIRA’s temperature-lowering effects were enhanced
during the inflammatory state. LIRA reduced thermal index by approximately 83% in
LPS-challenged males (LPS/LIRA vs. LPS/SAL). In females, LIRA not only abolished
fever but induced hypothermia, lowering the thermal index by 148% and reducing body
temperature below baseline.

2.2. Effect of Post-Treatment with LIRA on Hypothalamic PGE; Production

To investigate the mechanism by which LIRA reduces the body temperature of these
animals, we measured the hypothalamic concentration of PGE;. Intraperitoneal admin-
istration of LPS increased PGE, concentration in both male and female rats, with the
concentration being twice as high in males as in females (Figure 2A,B). LIRA treatment
reduced PGE; concentration in male rats challenged with LPS by 62% (p < 0.01) (Figure 2A).
In contrast to males, LIRA treatment did not alter PGE, concentration in female rats
(Figure 2B), suggesting sex-specific mechanisms underlying LIRA’s antipyretic effect.
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Figure 2. LIRA attenuates LPS-induced elevation of hypothalamic PGE; in male rats. (A,B) show
the concentration of PGE; per gram of hypothalamic tissue collected 4 h after LPS administration in
male and female rats, respectively. Data represent mean 4= SEM and were analyzed using two-way
ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test. * p < 0.05; ** p < 0.01.

2.3. Effect of Post-Treatment with LIRA on Circulating IL-6 and IL-10 Levels

The proinflammatory cytokine IL-6 was measured in serum to assess the inflammatory
response to LPS and the effect of LIRA administration. LPS triggered an increase in circu-
lating IL-6 levels compared to the control group in both male and female rats (Figure 3A,B).
LIRA treatment affected only female rats, reducing serum IL-6 levels by 45% (p < 0.05). We
also measured the concentration of IL-10, an anti-inflammatory cytokine, in these animal
sera (Figure 3C,D). LPS caused an increase in the concentration of IL-10 compared to the
control group only in male rats. Interestingly, treatment with LIRA promoted an increase
in IL-10 levels in saline-treated animals, while it did not change IL-10 levels in LPS-treated
animals (Figure 3C). Unlike males, female rats exhibited a markedly different pattern. In
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female rats, neither LPS administration nor LIRA treatment altered the serum concentration
of IL-10 (Figure 3D).

A Male B Female
2000+ 2000+
>k * *
1500~ 1500
H
& 1000 1000
!?
=
500 500
0 T L 0 T T
SAL LIRA SAL LIRA
Cc D o sal
120 120+ = LPS
EEEX
100 *%k *% 1004
1 1 I 1
I 80+ 80+
E
o
2 60+ 60
o
by
= 404 40+
204 20+
T T 0 T T
SAL LIRA SAL LIRA

Figure 3. Serum concentrations of IL-6 and IL-10 after LPS administration in rats treated with or
without LIRA. Panels (A,B) show IL-6 concentrations in male and female rats, respectively. Panels
(C,D) show IL-10 concentrations in male and female rats, respectively. Animals were divided into
control (SAL) and LIRA-treated groups (0.3 mg/kg, i.p.) and evaluated 4 h after administration of LPS
(50 pg/kg, i.p.) or sterile saline (0.9%, 0.5 mL) (i1 = 5 per group). Data are presented as mean + SEM.
Statistically significant differences were indicated by * p < 0.05, ** p < 0.01, **** p < 0.0001, as deter-
mined by two-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test.

2.4. Effect of LIRA on ROS and HbNO Production

We investigated the effects of LIRA on blood markers of oxidative stress, i.e., reactive
oxygen species (ROS), and nitrosative stress, such as nitrosylated hemoglobin (HbNO). No
significant increases in ROS were observed after this dose of LPS in either male or female
rats, and LIRA treatment did not alter ROS formation in either sex (Figure 4A,B).

HbNO formation increased significantly after LPS challenge in both male and fe-
male rats. However, LIRA treatment did not alter HbNO levels in animals of either sex
(Figure 4C,D).
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Figure 4. CMe and peripheral HbNO concentrations after LPS administration in rats treated with
or without LIRA. Panels (A,B) show CMe concentrations in male and female rats, respectively.
Panels (C,D) show peripheral HbNO concentrations in males and females, respectively. Animals
were divided into control (SAL) and LIRA-treated groups (0.3 mg/kg, i.p.) and evaluated 4 h after
administration of LPS (50 ug/kg, i.p.) or sterile saline (0.9%, 0.5 mL) (1 = 6-7 per group). Data are
presented as mean £ SEM. Statistically significant differences were indicated by * p < 0.05, * p < 0.01,
#** p <0.001, *** p < 0.0001, as determined by two-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test.

2.5. Changes in 5-HT and DA Levels in the Hypothalamus by LIRA

To investigate whether the body temperature reduction induced by LIRA occurs
through a mechanism involving 5-HT or DA, we quantified the levels of these neurotrans-
mitters in the hypothalamus of male and female rats (Figure 5). In male rats, a reduction in
5-HT levels was observed after administration of LPS (Figure 5A). Regarding the treatment,
LIRA caused a significant decrease in 5-HT levels by 35% (p < 0.05) in saline-treated animals,
but did not change the reduction promoted by LPS (Figure 5A). In female rats, LP’S adminis-
tration did not induce changes in 5-HT levels compared to the control group. Interestingly,
treatment with LIRA increased 5-HT levels by 84% (p < 0.01) in LPS-challenged animals
(Figure 5B).

Regarding DA levels, no significant changes were observed after LPS administration
or LIRA treatment, either in male or female rats (Figure 5C,D).
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Figure 5. Levels of 5-HT and DA in the hypothalamus after LPS administration in rats treated with
or without LIRA. Panels (A,B) show levels of 5-HT in male and female rats, respectively. Panels
(C,D) show levels of DA in males and females, respectively. Animals were divided into control (SAL)
and LIRA-treated groups (0.3 mg/kg, i.p.) and evaluated 4 h after administration of LPS (50 ug/kg,
ip.) or sterile saline (0.9%, 0.5 mL) (n = 6-7 per group). Data are presented as mean + SEM.
Statistically significant differences were indicated by * p < 0.05, * p < 0.01, as determined by two-way
ANOVA followed by Tukey’s post hoc test.

2.6. Sex-Specific Modulation of Hypothalamic JNK Signaling by LIRA

We then examined the molecular pathways involved in the antipyretic effect of LIRA.
Given the central role of JNK signaling in inflammatory responses, we investigated the
impact of LIRA on hypothalamic JNK phosphorylation in both male and female rats after
LPS administration. Western blot analysis revealed sex-dependent differences in JNK
activation patterns. In male rats, LPS administration alone did not significantly alter INK
phosphorylation compared to saline controls. However, LIRA treatment in LPS-challenged
males resulted in a significant increase in phosphorylated JNK levels (p < 0.05), suggesting
enhanced kinase activation (Figure 6A,C). Total JNK protein expression showed a corre-
sponding decrease in the LPS/LIRA group compared to LPS/SAL (p < 0.05), indicating
altered protein turnover or synthesis (Figure 6E).

In contrast, female rats exhibited a markedly different response pattern. Although LPS
administration alone did not significantly increase JNK phosphorylation compared to saline
controls, LIRA treatment in LPS-challenged females dramatically reduced phosphorylated
JNK levels compared to the LPS/SAL group (p < 0.05) (Figure 6B,D). Total JNK protein
levels remained stable across all female treatment groups, indicating that the observed
changes reflect altered kinase activation rather than modifications in protein expression
(Figure 6B).
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Figure 6. Sex-specific effects of LIRA on hypothalamic JNK phosphorylation in male and female
rats following LPS-induced systemic inflammation. Representative Western blot images showing
phosphorylated INK (p-JNK), total INK, and f-actin protein expression in hypothalamic tissue
from male (A) and female (B) rats. Animals were treated with SAL or LIRA followed by SAL
or LPS (50 ug/kg, i.p.). Quantitative analysis shows the ratio of p-JNK to total JNK in males (C)
and females (D), as well as total JNK normalized to 3-actin in males (E). Data are presented as
mean £ SEM (1 = 6-8 per group). * p < 0.05 as determined by two-way ANOVA followed by Tukey’s
post hoc test. Molecular weights are indicated on the right side of the blots.

3. Discussion

In this study, we investigated the effects of LIRA on central thermoregulatory mecha-
nisms and fever responses induced by systemic inflammation triggered by LPS. We demon-
strated that LIRA reduces body temperature in both euthermic and febrile animals of both
sexes; however, the mechanisms involved in LIRA’s antipyretic effects are sex-specific.

Fever is generated by the action of several autonomic responses, including peripheral
vasoconstriction, decreased sweating, reduced heat loss, shivering, and possibly also non-
shivering thermogenesis [5]. In this study, we used a dose of 50 ug/kg intraperitoneally to
induce fever in male and female animals. This dose caused a fever of similar magnitude
in animals of both sexes, which differs from some studies that demonstrate that cycling
females exhibit a fever of lesser magnitude than ovariectomized females or males [10,15].
It is known that estrogen reduces the LPS-induced febrile response [10] and that the
production of this hormone varies according to the estrous cycle in female rats [16]. Thus,
this discrepancy may be explained by the lack of estrous cycle monitoring in females, which
may have masked sex-dependent differences in fever magnitude.

Our findings demonstrate that LIRA reduced body temperature in both euthermic
and febrile conditions across male and female animals. These results align with previous
research by [14], who demonstrated that central antagonism of GLP-1R increased LPS-
induced fever in their experimental model. Additionally, a prior study showed that LIRA
attenuates peripheral inflammatory responses, specifically reducing carrageenan-induced
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paw edema and local temperature in rats [17]. Given that LIRA functions as a GLP-1R ago-
nist, the antipyretic effect observed in our study represents the expected pharmacological
response, likely mediated through both central thermoregulatory mechanisms and periph-
eral anti-inflammatory actions, which suggests the role of GLP-1 signaling in controlling
both inflammatory responses and thermoregulation.

The hypothermic effect of LIRA in euthermic animals warrants consideration of both
central and peripheral mechanisms. While LIRA can cross the blood-brain barrier and
activate central GLP-1 receptors in thermoregulatory centers, peripheral vasodilation via
GLP-1R activation in endothelial cells may also contribute to this effect [18,19]. Future
experiments, using central versus peripheral administration or vascular imaging techniques,
could help dissect these relative contributions.

PGs are considered the final mediators of the febrile response [5]. To elucidate the
mechanism by which LIRA reduces fever, we quantified the concentration of PGE; in the
hypothalamus of these animals. The results showed that LPS induced an increase in PGE;
concentrations in both male and female rats, with the concentration in males being twice
that observed in females. In agreement with our data, Brito et al. ref. demonstrated that
PGE; production in ovariectomized rats is greater than in cycling female rats after LPS
challenge [10]. Interestingly, LIRA treatment reduced the concentration of this mediator
only in male animals. These results suggest that the mechanism by which LIRA reduces
body temperature in febrile male animals involves a reduction in PGE, concentrations
in the hypothalamus. In agreement with our data, previous studies have demonstrated
that LIRA can reduce PGE; production after LPS stimulation. A study evaluated the
anti-inflammatory effects of LIRA on LPS-activated macrophages, showing that LIRA dose-
dependently reduces PGE; production [20]. Another group demonstrated that exendin-4,
a GLP-1R agonist with a mechanism of action similar to LIRA, inhibits the expression of
the inflammatory mediators iNOS, COX-2, PGE;, and NO, as well as pro-inflammatory
cytokines in an in vitro model of LPS-induced inflammation in macrophages [21]. Indeed,
a recent study published in 2022 demonstrated that, in an osteoarthritis model, LIRA treat-
ment significantly reduced PGE, secretion in vitro in chondrocytes and macrophages [12].

Regarding female animals, we observed no significant difference in PGE> production
after LIRA treatment, despite a reduction in body temperature. Indeed, a study demon-
strated that female rats may use different strategies to control fever compared to male rats.
For example, they observed that a vasopressin antagonist elevates PGE; in febrile male
rats, but not in females, showing that PGE; levels in fever may differ between the sexes,
which is in agreement with our results [11].

It is well known that LPS administration induces the release of I[L-6, a key pyrogenic
cytokine involved in the regulation of fever. Its critical role is demonstrated by the fact that
direct administration of 1L-6 into the brain elicits fever [22]. In contrast, neutralization of this
cytokine or its genetic absence prevents the development of the febrile response [3,23,24]. In
the present study, LPS increased serum IL-6 levels in both sexes; however, LIRA significantly
reduced this cytokine only in females. In agreement, a study in male mice showed that
another GPL-1 analogue, exendin-4, did not alter LPS-induced plasma IL-6 production [25].
Conversely, GLP-1 analogs reduced IL-6 in other contexts: exendin-4 in LPS-stimulated
macrophages [21], LIRA in osteoarthritis [12], and hepatic ischemia-reperfusion in male
mice [13]. Notably, these studies lacked sex-stratified analyses. The female-specific IL-
6 reduction observed here, contrasting with male-only studies [13,23], provides strong
evidence for sex-dependent responses. This aligns with clinical data showing 32% higher
liraglutide exposure in women [26], suggesting our 0.3 mg/kg dose was sufficient to
modulate IL-6 in females but not males.
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IL-10 is an anti-inflammatory cytokine essential for regulating the immune response,
acting to suppress the production of pro-inflammatory cytokines. In our study, we identi-
fied increased IL-10 production only in male rats after LPS challenge. Interestingly, LIRA
treatment exhibited two distinct effects on IL-10 production depending on the inflamma-
tory context. In control animals from the saline group, LIRA increased IL-10 production,
whereas in LPS-treated animals, LIRA did not alter IL-10 production. Indeed, one study
demonstrated that in rats with acute inflammation treated with LIRA, TL-10 levels increased
dramatically in inflamed paw tissue compared to non-inflamed paws [17]. Another study
demonstrated that LIRA alleviated hyperalgesia associated with chronic migraine by in-
hibiting the levels of CGRP, phosphorylated ERK (p-ERK), and c-fos in the trigeminal
nucleus caudalis, while simultaneously increasing IL-10 release [27].

In female rats, we observed basal levels of IL-10 at least 3 times higher than those
observed in male rats. However, no significant changes in IL-10 levels were observed in
females after LPS administration, which may indicate a sexually dependent response to
LIRA. In agreement, one study showed that LIRA promoted increased expression of the
anti-inflammatory mediators IL-10 and TGFf1 in the hippocampi of males, but not in
females, of food-restricted mothers [28].

Several studies demonstrate that LIRA attenuates oxidative stress in tissues, such as
the liver and heart, as well as in human umbilical vein endothelial cells, possibly through its
anti-inflammatory effects [29-31]. In this investigation, we hypothesized that the reduction
in body temperature caused by LIRA could be associated with a decrease in the production
of reactive oxygen species (ROS). As a result, we did not observe a significant increase in
ROS in the blood of animals with fever. Treatment with LIRA did not change blood ROS
levels. These data are consistent with a previous study, which demonstrated a significant
increase in ROS formation in the liver, brown adipose tissue, and hypothalamus, but not
blood during the febrile response [32].

Nitric oxide (NO) is a crucial radical involved in various physiological and pathological
processes. When there is an increase in NO availability in the blood, nitrosated hemoglobin
HbNO is formed, and the reaction of hemoglobin with NO is a protective mechanism for
the body during oxidative stress [33]. Therefore, we decided to test the hypothesis that
treatment with LIRA would also modulate HbNO concentrations, given that previous
studies have shown that NO is involved in the febrile response and acts as an antipyretic
molecule during LPS-induced fever [34-36]. In our study, animals of both sexes with fever
showed an increase in HbNO concentrations in the blood 4 h after LPS injection, indicating
that NO availability in the blood increases during fever. However, LIRA treatment did
not alter HbNO concentration during fever, demonstrating that the temperature reduction
caused by LIRA is not associated with changes in HbNO. In contrast, Helmstéddter et al.
(2021) concluded that LIRA exerts an anti-inflammatory effect on vascular endothelial cells,
through decreased expression of iNOS, IL-6, and 3-nitrotyrosine [37].

Recent evidence suggests that LIRA has the potential to reduce depressive symp-
toms, and this effect may be partially due to the modulation of central neurotransmitter
systems [38]. Given the well-established roles of 5-HT and DA in mood regulation and
the alterations in these neurotransmitters observed during systemic inflammation, we
investigated the effects of LIRA on hypothalamic levels of 5-HT and DA. This investi-
gation is particularly relevant since 5-HT exhibits antipyretic properties, suggesting that
LIRA’s fever-reducing effects may be mediated, at least in part, through increased 5-HT
concentrations in thermoregulatory centers.

Sexual dimorphism in the serotonergic system is well established in thermoregulation
and inflammatory responses. Previous research found that hypothalamic 5-HT decreases in
male rats and increases in female rats during LPS-induced systemic inflammation [15]. In
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our study, LPS reduced hypothalamic 5-HT in males by 40%, consistent with these findings.
However, we did not observe a signiﬁcant increase in 5-HT in LPS-challenged females.
Notably, LIRA treatment produced distinct sex-specific effects: in males, LIRA decreased
5-HT by 36% in euthermic animals and did not further affect the LPS-induced reduction; in
females, LIRA increased 5-HT by 84% only in LPS-challenged animals. These results suggest
that GLP-1R activation interacts with inflammatory signaling in a sex-dependent manner.

These differing serotonergic responses likely result from estrogen-mediated mod-
ulation of serotonergic neurotransmission. Estrogen increases tryptophan hydroxylase
expression and activity and reduces 5-HT reuptake through serotonin transporter mod-
ulation [39,40]. This regulation may explain why LIRA increased hypothalamic 5-HT
only in inflamed females, where inflammatory and estrogenic signals combine to amplify
serotonergic responses. In males, where both LPS and LIRA decreased 5-HT, the lack of
estrogenic modulation suggests that other mechanisms, such as increased monoamine
oxidase activity, enhanced 5-HT turnover and release during inflammation, or altered
neuronal firing, may predominate.

The increase in 5-HT in LIRA-treated females corresponds with the observed an-
tipyretic effect, as serotonergic activation reduces fever [41]. This supports a mechanistic
role for 5-HT in LIRA’s temperature-lowering effects in females. In males, the antipyretic
effect appears independent of 5-HT modulation and is likely due to PGE; reduction. Con-
sistent with our results, a previous study reported decreased plasma 5-HT in male mice
after LIRA administration [42].

Regarding DA, a previous study demonstrated a decrease in this neurotransmitter
during systemic inflammation in both male and female rats [15]. However, in our study, no
changes were observed after the administration of LPS, nor after treatment with LIRA.

Stress-activated protein kinase (JNK) plays a crucial role in inflammatory signaling
cascades, being activated by pro-inflammatory stimuli, including LPS [19,43]. LIRA ex-
hibited sex-specific effects on hypothalamic JNK phosphorylation, increasing activation
in LPS-treated males while reducing it in LPS-treated females. These opposing responses
suggest different molecular mechanisms underlying GLP-1 receptor-mediated neuroim-
mune modulation, likely arising from regional heterogeneity in GLP-1R signaling across
hypothalamic nuclei. Both the preoptic area, which regulates thermoregulation, and the
arcuate nucleus, which integrates metabolic signals including leptin, insulin, and glucose,
express GLP-1R [44]. Sex differences in receptor density, downstream signaling pathways,
or interactions with steroid hormone receptors in these anatomically and functionally
distinct regions may account for the observed dimorphism.

Figure 7 summarizes these sex-specific mechanisms, illustrating how LIRA produces
divergent antipyretic pathways in males versus female rats.

While our findings demonstrate significant associations between LIRA treatment and
changes in hypothalamic mediators, further experiments are needed to establish causality.
Pharmacological blockade using the selective GLP-1R antagonist exendin(9-39) would
confirm whether the observed antipyretic and neuroinflammatory effects are mediated by
GLP-IR activation. Additionally, immunohistochemical localization of GLP-1R in specific
thermoregulatory nuclei would help identify the anatomical basis for these sex-specific
responses and clarify the differing signaling patterns between males and females.

Another consideration in interpreting our findings is the single time point (4 h post-
LPS) used for molecular analyses. While this captures sustained fever and allows adequate
LIRA exposure, it precludes detailed temporal resolution of the cascade linking drug ad-
ministration to molecular changes and temperature modulation. Future studies employing
multiple time points would better establish whether the observed biochemical changes
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precede, coincide with, or follow temperature reduction, thereby helping to distinguish
primary mechanisms from secondary consequences.

Male rats Female rats
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Figure 7. Sex-specific mechanisms underlying LIRA's antipyretic effects during LPS-induced systemic
inflammation. In male rats (left panel), LPS administration increases both hypothalamic PGE; and
serum IL-6, inducing fever. Liraglutide treatment reduces body temperature primarily through
decreased hypothalamic PGE;, while increasing JNK phosphorylation and showing no effect on
serotonin (5-HT) or IL-6 levels. In female rats (right panel), LPS similarly elevates hypothalamic
PGE; and serum IL-6, producing fever of comparable magnitude. However, liraglutide’s antipyretic
effect operates through distinct pathways: reduced serum IL-6, increased hypothalamic 5-HT, and
decreased JNK phosphorylation, with no significant change in PGE,. Arrows indicate direction of
change: 1 increase, | decrease, <+ no significant change. 5-HT, serotonin; IL-6, interleukin-6; INK-p,
phosphorylated c-Jun N-terminal kinase; LPS, lipopolysaccharide; PGE;, prostaglandin E.

These findings have potential clinical implications given the widespread use of GLP-1
analogues in treating type 2 diabetes and obesity, conditions frequently associated with
chronic low-grade inflammation. The demonstration that LIRA exerts antipyretic effects
through sex-specific mechanisms suggests these medications could influence thermoregu-
lation in clinical populations, warranting systematic investigation. Patients undergoing
GLP-1 therapy may experience altered fever responses during infections or inflammatory
episodes, and the sex-dependent mechanisms we identified could contribute to documented
sex differences in GLP-1 analogue efficacy and tolerability [26]. Prospective clinical studies
that monitor body temperature during GLP-1 therapy, with stratification by biological
sex, are needed to determine whether these antipyretic mechanisms translate to clinically
significant thermoregulatory changes. Clarifying these effects is particularly important
for diabetic patients with concurrent systemic inflammation, in whom both metabolic and
thermoregulatory homeostasis are compromised.

4. Materials and Methods
4.1. Animals

This study was conducted at the Laboratory of Protein Chemistry and Biochemistry
of the University of Brasilia (UnB) and was approved by the UnB Ethics Committee for
the use of Animals (CEUA) (Protocol No. 23106.128494/2022-27). Male and female Wistar
rats (8-9 weeks) were obtained from the Evangelical University of Goids (Andpolis, Goids,
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Brazil). The animals were housed four per cage in a ventilated rack (Alesco Indtstria
e Comércio Ltda, Monte Mor, Sao Paulo, Brazil) in a temperature-controlled room at
22 + 1 °C and subjected to a 12 h light-dark cycle (lights on at 7 a.m.), with water and food
available ad libitum.

4.2. Drugs

LPS from Escherichia coli (0111: B4, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) was diluted
in sterile saline and administered ip. at a dose of 50 ug/kg. LIRA (Saxenda®, Novo
Nordisk, Bagsveerd, Denmark) was diluted in sterile saline and administered i.p. at a
dose of 0.3 mg/kg. The doses of LPS and LIRA were selected based on pilot experiments
and previous studies [10,17,45]. Ketamine, xylazine, and acepromazine were purchased
from Vetnil (Louveira, SP, Brazil). Oxytetracycline (Terramicina®, Zoetis, SP, Brazil) and
meloxicam (Maxicam®, MSD, SP, Brazil) were of commercial grade.

4.3. Temperature Datalogger Implantation and Core Temperature Measurements

Animals were anesthetized with a mixture of xylazine at 10 mg/kg, ketamine hy-
drochloride at 60 mg/kg, and acepromazine at 1 mg/kg, administered intraperitoneally.
Incisions were made in the skin and peritoneal muscle to implant temperature dataloggers
(Subcue, Calgary, AB, Canada), followed by suturing of the muscle and skin. Post-surgery,
animals received an intramuscular injection of oxytetracycline at 10 mg/kg and a subcuta-
neous injection of meloxicam at 1 mg/kg. Meloxicam administration was repeated for two
additional days. Following these procedures, animals were returned to their cages for a
seven-day recovery period before pharmacological experiments began.

4.4. Experimental Design

Experiments were conducted in the rats” thermoneutral zone (27 + 1 °C) (Gordon,
1990) [46], after animals had acclimated to the environment for at least 12 h. Body tempera-
tures were monitored at 15 min intervals throughout the experiments. To investigate LIRA's
effects on fever, rats received an injection of LPS (50 ug/kg, i.p.) to induce fever, followed
by post-treatment with LIRA (0.3 mg/kg) 1 h later. Animals had their body temperature
monitored for 6 h following LPS administration. For experiments involving the collection
of hypothalamic tissue and blood samples for analysis, the same experimental design was
followed, with animals being euthanized 4 h after LPS administration. This time point
was selected to capture sustained inflammatory responses while allowing 3 h of LIRA
exposure, providing adequate time for the drug to exert its pharmacological effects. The
animals were then euthanized, the hypothalami were immediately dissected, immersed in
liquid nitrogen, and stored at —80 °C until analysis. Blood samples were also collected for
the quantification of reactive oxygen species (ROS) and nitrosylated hemoglobin (HbNO),
while serum was obtained for the measurement of IL-6 and IL-10 concentrations. All
biological samples were stored at —80 °C until they were analyzed.

4.5. Quantification of Hypothalamic PGE, by ELISA

Hypothalamic PGE; concentrations were measured according to the protocol de-
scribed by [47]. Immediately after collection, samples received 40 pL of indomethacin
(1 mg/mL, pH 7.4). The hypothalami were homogenized in 1 mL of RPMI containing
indomethacin in Tris-HCI, then acidified with HCI to a pH of 3.5-4.0. After ice incuba-
tion, samples were centrifuged at 20,000x g (4 °C, 10 min). Supernatants were applied
to Sep-Pak C18 cartridges, and PGE; was eluted with 2 mL absolute ethanol. Following
18 h speed vacuum drying, pellets were resuspended in EIA buffer (supplied with the
kit) and analyzed using Cayman Chemical’s Prostaglandin E; ELISA Kit (detection limit:
7.8 pg/mL, Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA).
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4.6. Measurement of IL-6 and IL-10 Levels in Serum

For IL-6 and IL-10 quantification, blood samples were collected via cardiac puncture
during exsanguination in heparinized tubes and centrifuged for 10 min at 4700x g at
4 °C. The supernatant was transferred to new tubes and stored at —80 °C until further
analysis. IL-6 and IL-10 production were evaluated by ELISA, carried out according to
the manufacturer’s instructions (Catalog Number RAB0311 and RAB0246, respectively,
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). First, standard curves were performed using reagents
provided by the kit, and the serum levels of the cytokines were determined according to
this curve.

4.7. Quantification of ROS and HbNO by EPR Spectroscopy

ROS and HbNO were quantified in blood using electron paramagnetic resonance
(EPR) spectroscopy following established methodology [32,33]. For ROS quantification,
the spin trap CMH (10 mM) was dissolved in freshly prepared Krebs-HEPES buffer (KHB)
containing deferoxamine (25 mM) and sodium diethyldithiocarbamate trihydrate (5 mM)
as metal chelators. CMH is oxidised, mainly by the superoxide ion, forming the EPR-
detectable nitroxide radical CM* that has a half-life of several hours [32]. Blood samples
were mixed with equal volumes of 400 uM CMH solution containing sodium heparin
(100 IU/mL) and incubated at 37 °C for 30 min with constant agitation. Calibration
standards used 3-carboxy-proxyl (CP*) at 0, 5, 10, 50, and 100 M concentrations. For HbNO
quantification, cardiac blood was collected 4 h post-LP’S via right ventricular puncture using
heparinized syringes. After centrifugation (2000x g, 5 min), samples were immediately
frozen in liquid nitrogen. Calibration curves were generated using erythrocytes treated with
nitrite (1, 10, 100 pM) and sodium dithionite (20 mg) as reducing agent. All samples were
placed in 1 mL syringes, frozen in liquid nitrogen, and stored at —80 °C. EPR analysis used
an EMX Plus spectrometer (X-band, 9 GHz, Bruker, Karlsruhe, Germany) with parameters:
10 mW microwave power, 5 Gauss modulation amplitude, 100 kHz modulation frequency,
12 s scan time, and 4-scan averaging across 240 Gauss sweep width. All reagents were
obtained from Noxygen (Elzach, Germany).

4.8. Neurotransmitter Measurement by HPLC

Hypothalamic 5-HT and DA concentrations were measured using HPLC with elec-
trochemical detection. Tissue samples were sonicated in 0.1 M perchloric acid containing
0.02% sodium metabisulfite and 3,4-dihydroxybenzylamine (50 ng/mL) as internal stan-
dard. After centrifugation (10,000 x g, 20 min, 4 °C), 20 uL of supernatant was analyzed.
The mobile phase consisted of citric acid monohydrate (20 g), octane-1-sulfonic acid sodium
salt (200 mg), EDTA (40 mg), and deionized water (900 mL), filtered through 0.45 pm
membranes, with methanol added to 10% v/v. Chromatographic separation used a Synergi
Fusion-RPC-18 column (150 x 4.6 mm, 4 um) with SecurityGuard pre-column at 25 °C.
A Coulochem III electrochemical detector (ESA Inc., Chelmsford, MA, USA) with dual-
electrode analytical cell (ESA 5011A) was employed, with oxidation potentials of 100 mV
and 450 mV. A guard cell (ESA 5020) was set at 350 mV. Concentrations were calculated
from standard curves and expressed as ng/g of tissue based on previous studies [15,48].

4.9. Western Blotting for Detection of INK and Phospho-JNK

To detect total and phosphorylated JNK, hypothalamic protein extraction was
performed with RIPA buffer containing protease and phosphatase inhibitors (2 mM
Naz VO, and 10 mM NayP>0y7), followed by protein quantification. Total cellular proteins
(20 pg/well) were incubated with Laemmli sample buffer containing f-mercaptoethanol
and boiled for 5 min, and subjected to 10% SDS/PAGE. Proteins were transferred to
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polyvinylidene fluoride (PVDF) membranes using a semi-dry system at 24 V for 1 h and
30 min. After transfer, the membranes were blocked with a 5% non-fat milk in TBS-T
buffer (10 mM Tris-base, 150 mM NaCl, and 0.1% Tween 20) for 2 h at room tempera-
ture. After blocking, the membranes were incubated with primary Phospho-SAPK/JNK
(Thr183/Tyr185) rabbit polyclonal antibody (9251) and Total-SAPK/JNK rabbit polyclonal
antibody (9252) provided by Cell Signaling Technology (Beverly, MA, USA) for 16 h at
4 °C. Monoclonal anti--actin antibody (A5441) from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
was used as a loading control. Horseradish peroxidase-conjugated goat anti-rabbit IgG
secondary antibody from Cell Signaling Technology (Beverly, MA, USA) was used here.
The immunoreactive bands were detected using Pierce ECL from Thermo Fisher Scientific
(cat. number 32106). Image] software version 1.46r (National Institutes of Health, Bethesda,
MD, USA) was utilized for protein expression analysis. 3-actin and the total form of JNK
were used for normalization.

4.10. Statistical Analysis

Thermal index analysis was used to evaluate the amplitude of thermal responses,
calculated from the area under the curve (AUC). We established 36.5 °C as the baseline
temperature and calculated the AUC from 2 to 6 h post-LPS. AUC values are expressed
as degrees Celsius (y-axis) X hours (x-axis). Thermal index values and the other results
(expressed as mean + SEM) were analyzed using two-way ANOVA followed by Tukey’s
multiple comparison test. GraphPad Prism version 10.5 (GraphPad Software, Inc., La
Jolla, CA, USA) was used for statistical analyses. Values of p < 0.05 were considered
statistically significant.

5. Conclusions

This study demonstrates that liraglutide exerts antipyretic effects through sexually
specific mechanisms during systemic inflammation. In male rats, liraglutide reduces fever
mainly by suppressing hypothalamic PGEy, the classical pyrogenic mediator. Conversely,
in female rats, antipyretic effects occur independently of PGE; modulation and instead
correlate with reduced circulating IL-6, elevated hypothalamic 5-HT, and decreased JNK
phosphorylation. These sex-specific responses reveal previously unrecognized sexual
differences in GLP-1 receptor-mediated thermoregulatory and neuroimmune pathways.
However, the correlational nature of these findings necessitates future mechanistic studies
to establish causal relationships between observed biochemical alterations and temperature
regulation. Given the widespread use of GLP-1 analogs for metabolic disorders, these find-
ings suggest potential sex-dependent therapeutic effects during inflammatory conditions
and highlight the importance of considering biological sex in evaluating GLP-1 analog
responses. Future investigations should explore whether these sex-specific effects are also
applicable to human physiology.
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Abbreviations

The following abbreviations are used in this manuscript:

5-HT Serotonin

AMPK AMP-activated protein kinase

AUC Area Under the Curve

CGRP Calcitonin Gene-Related Peptide

CM* 3-methoxycarbonyl-2,2,5,5-tetramethylpyrrolidine-1-oxyl
CMH 1-hydroxy-3-methoxycarbonyl-2,2,5,5-tetramethylpyrrolidine
cre 3-carboxy-proxyl nitroxide

COX-2 Cyclooxygenase-2

DA Dopamine

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

EP3 Prostaglandin E; receptor 3

ERK Extracellular signal-regulated kinase

ESA Electrochemical detector brand (Coulochem IIT)
GLP-1 Glucagon-Like Peptide-1

GLP-1R Glucagon-Like Peptide-1 receptor

HbNO Nitrosylated Hemoglobin

HPLC High-Performance Liquid Chromatography
iNOS Inducible Nitric Oxide Synthase

ip. Intraperitoneal

JNK ¢-Jun N-terminal kinase

LIRA Liraglutide

LPS Lipopolysaccharide

NEF-xB Nuclear Factor kappa B

NO Nitric Oxide

PGE; Prostaglandin E;

PVDF Polyvinylidene Fluoride

RIPA Radioimmunoprecipitation Assay buffer

RPMI Roswell Park Memorial Institute medium

ROS Reactive Oxygen Species

SAL Saline

SDS/PAGE  Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis
SEM Standard Error of the Mean
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TBS-T Tris-Buffered Saline with Tween 20
TGFp1 Transforming Growth Factor beta 1
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