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Resumo

RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pé6s-Graduagao em Bioquimica Toxicol6gica
Universidade Federal de Santa Maria

EFEITO DA DIACEREINA SOBRE A FEBRE INDUZIDA POR SUSPENSAO DE
Saccharomyces cerevisiae E POR PROSTAGLANDINA E2 EM RATOS JOVENS.

AUTORA: Juliana Saibt Martins Pasin
ORIENTADOR: Carlos Fernando de Mello
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 10 de junho de 2005.

A febre é uma resposta sistémica que resulta de uma cascata de eventos que inicia,
geralmante, com infec¢do patogénica. Seu desenvolvimento representa um importante aspecto
de defesa do hospedeiro, que é mediado pelo sistema nervoso central. No entanto, medicacfes
antipiréticas sao rotineiramente prescritas porque a febre esta associada com desconforto e
ansiedade, além de representar um risco iminente de convulsbes febris. O presente estudo
objetivou investigar o efeito da administracdo subcuténea de diacereina sobre a temperatura
retal e sobre a febre induzida por suspensdo de Saccharomyces cerevisiae (fermento de
padeiro) e por prostaglandina-E, em ratos machos jovens da linhagem Wistar (28 — 30 dias). A
administracdo subcutanea de diacereina (5mg/kg) ndo alterou a temperatura retal dos animais,
ao longo das medidas. Esta dose atenuou a resposta febril induzida por fermento de péo, no
entanto nao reverteu a febre induzida pela administracao intratecal de prostaglandina-E,. Além
disso, diacereina (5mg/kg, s.c.) prolongou a laténcia para o inicio da febre induzida por
fermento de padeiro, mas ndo preveniu a sua instalacédo. Interessantemente, a diacereina inibiu
0 aumento da migracdo leucocitaria que ocorreu no grupo controle, apos a administracdo
intraperitoneal de fermento de padeiro. Estes dados sugerem que a diacereina exerce um fraco
efeito antipirético, o qual pode ocorrer através da inibicdo da sintese de citocinas pro-
inflamatdrias. Porém, mais estudos sao necessarios para elucidar o mecanismo preciso da agao
antipirética da diacereina.

Palavras-chave: diacereina; febre; Saccharomyces cerevisiae; antipiréticos.
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ABSTRACT
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EFFECT OF DIACEREIN ON BAKER YEAST- AND PROSTAGLANDIN E2-INDUCED
FEVER IN YOUNG RATS.

AUTHOR: Juliana Saibt Martins Pasin
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Fever is a systemic response that results of a cascade of events that usually begins with
pathogenic infection. Its development represents an important aspect of host defense that is
mediated by the central nervous system. However, antipyretic medication are routinely
prescribed because fever is associated with discomfort and anxiety, apart from to represent a
iminent risk of febrile seizures. The present study aimed to investigate the effect of diacerein on
body temperature and Baker’s Yeast- and prostaglandin E; -induced fever in young male Wistar
rats (28 — 30 days of age). The subcutaneous administration of diacerein (5mg/kg) did not alter
basal rectal temperature. This dose attenuated the febrile response induced by Baker Yeast,
however did not reversed prostaglandin E, -induced fever. Moreover, diacerein (5mg/kg, s.c.)
delayed the onset of fever induced by Baker Yeast, but it did not prevent their installation.
Interestingly, diacerein inhibited the leukocyte migration enhancement that occurred in the
control group after the intraperitoneal administration of Baker's Yeast. These data suggest that
the diacerein exert a weak antipyretic effect, which may occur through inhibition of synthesis of
proinflammatory cytokines. However, further studies are needed to elucidate the precise
mechanism of this antipyretic action of diacerein.

Keywords: diacerein; fever; Baker yeast; antipyretics.
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Introducéo

1. FEBRE

A febre é uma elevagao da temperatura corporal acima da variacdo circadiana
normal (Beutler & Beutler, 1992; Gelfand et al., 1997; Dinarello et al., 1999; Zeisberger,
1999), a qual resulta de uma alteragdo no centro termoregulatério (Kluger et al., 1998a;
Hasday et al., 2000; Blatteis, 2003) localizado no hipotalamo anterior (Gelfand et al.,
1997). Sob a influéncia do hipotalamo, fungdes fisiolégicas e comportamentais sao
estimuladas até o organismo alcangar a temperatura estabelecida pelo termostato do
centro termorregulatorio (Saper & Breder, 1994; Kluger et al., 1998a; Dinarello et al.,
1999).

As alteragdes fisiologicas que favorecem a produgado e a retengcdo de calor sao
vasoconstricdo cutanea, piloerecdo e tremores (Beutler & Beutler, 1992; Aronoff &
Neilson, 2001), as quais ocorrem acompanhadas de sensacao de frio (Gelfand et al.,
1997) e busca por ambientes quentes (Beutler & Beutler, 1992).

Ao conjunto das respostas comportamentais e neurovegetativas desencadeadas
pela infeccdo, incluindo o préprio processo febril, da-se o nome de “resposta de fase
aguda” (Zeisberger, 1999).

Liebermeister (1887) diferenciou febre do aumento passivo da temperatura
corporal. Hipertermia € um disturbio no controle da temperatura, como por exemplo:
producdo excessiva de calor durante exercicio fisico intenso, perda da capacidade de
dissipacao de calor que ocorre na desidratagao (Dale, 1992). Além disso, a temperatura
corporal pode aumentar apds exposigao a ambientes quentes (Cooper, 2002), sem
elevar o termostato hipotaléamico (Gelfand et al., 1997).

A febre € um sinal comum de doencgas infecciosas (Zeisberger, 1999; Blatteis,
2003), inflamacéao e trauma (Kluger et al., 1998b), podendo ser desencadeada também
pelo estresse (Kluger, 1991; Blatteis, 2003). Tem sido evidenciado que a febre

desenvolve-se como uma resposta de defesa do hospedeiro (Rowsey, 1997; Kluger et
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al., 1998b). De fato, a existéncia da febre em vertebrados e invertebrados sugere que
ela é filogeneticamente antiga (Hasday et al., 2000), pois seria pouco provavel a febre
se manter dentro do processo evolutivo se nao trouxesse beneficios ao hospedeiro
(Kluger, 1991; Zeisberger, 1999).

Nas ultimas duas décadas, inumeros estudos tém descrito que a febre aumenta a
eficiéncia do sistema imunoldgico. Durante o processo febril ocorre aumento na
mobilidade e atividade leucocitaria (Elmquist et al., 1997; Blatteis, 2003), estimulagao
da produgédo e liberagdo do interferon-a e ativagdo dos linfocitos T (Kluger, 1991;
Zeisberger, 1999), os quais exercem importantes atividades antiviral e antitumoral
(Rowsey, 1997). Outras evidéncias mostram que a febre diminui o crescimento de
bactérias dependentes de ferro (Blatteis, 2003). Além disso, alguns autores sugerem
que elevacbes da temperatura corporal durante infecgdes reduzem a taxa de
mortalidade de lagartos, de camundongos e de cées recém-nascidos (Kluger et al.,
1998b; Hasday et al., 2000).

Por outro lado, enquanto varios estudos propdem que a febre é benéfica, alguns
trabalhos sugerem que o aumento da temperatura corporal a niveis febris pode ser
nocivo em algumas situagdes (Hasday et al., 2000), além de acarretar desconforto
(Blatteis, 2003).

A geracdo e a manutengdo da temperatura febril requer um aumento de
aproximadamente 13% no consumo de oxigénio para cada 1°C de elevagcédo da
temperatura corporal (Beutler & Beutler, 1992; Manthous et al., 1995; Gelfand et al.,
1997; Mackowiak & Plaisance, 1998). Este custo metabdlico aumentado ¢é
particularmente prejudicial aos individuos com doencgas cardiopulmonares (Mackowiak
& Plaisance, 1998), podendo resultar em isquemia tecidual (Schumacker et al., 1987).
Da mesma forma, Hasday e colaboradores (2000) afirmam que a febre pode acarretar
uma reducao progressiva na afinidade da hemoglobina pelo oxigénio, podendo reduzir
a liberagao deste para os tecidos.

As convulsdes constituem um risco iminente durante o processo febril,
particularmente para as criangas, as quais sao altamente susceptiveis (Styrt &

Sugarman, 1990; Aronoff & Neilson, 2001). Estudos revelam que as convulsdes febris
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ocorrem com uma frequéncia de 2 a 5% nas criangas com idade entre 6 e 36 meses,
sendo que a maioria delas apresenta temperaturas acima de 39°C no momento da
convulsdo (Rosman, 1997). Assim, a profilaxia das convulsdes febris com antipiréticos
tem sido defendida por muitos autores.

O uso de antipiréticos na clinica alivia o desconforto e a ansiedade associados a
reacao febril (Rowsey, 1997). A recuperacgao do individuo apos terapia com antipiréticos
€ vinculada geralmente a diminuigdo da temperatura corporal, embora a maior parte
desses medicamentos possua propriedades analgésicas e anti-inflamatoérias (Vane et
al., 1998).

1.1 Mecanismo da febre

A inducéo e a regulagao de febre resultam de uma complexa interagdo entre o
sistema imunoldgico e o sistema nervoso central (SNC) (Beutler & Beutler, 1992). Um
estimulo invasor ao hospedeiro induz a ativagdo do sistema imunolégico e a liberagéao
de mediadores pré-inflamatérios, que por sua vez, entre outras respostas, induzirdo a
febre por mecanismos que envolvem o SNC (Figura 1) (Jansky et al., 1995; Goehler et
al., 1999).

A febre pode ser desencadeada por diversos estimulos que invadem o organismo
do hospedeiro. Microorganismos como virus, bactérias, fungos, alguns agentes nao
microbianos e produtos sintéticos sdao exemplos de agentes pirogénicos (Zeisberger,
1999) exdgenos. Em contato com estes estimulos, as células do endotélio vascular e os
leucdcitos sao ativados (Aronoff & Neilson, 2001).

Uma vez que o sistema imunoldgico esta ativado, células, como os macréfagos e
linfocitos, produzem e liberam na circulagao polipeptideos que se comportam como
pirbgenos endogenos (Beutler & Beutler, 1992; Gelfand et al., 1997). O termo citocina é
utilizado para este grupo diversificado de proteinas (Kluger, 1991; Blatteis, 2003), que

agem localmente nos tecidos onde sao produzidos ou a distancia (Zeisberger, 1999).
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Figura 1. llustragdo esquematica do mecanismo da febre com origem infecciosa. A invasao microbiana
periférica aciona a resposta imunoldgica ndo especifica, ativando aos leucdcitos e fazendo com que as
mesmas liberem substancias pré-inflamatérias, tais como as citocinas pirogénicas, IL-6, IL-18 e TNFa.
Estas, por sua vez, estimulam a produgdo de PGE, dentro da area pré-6ptica do hipotalamo anterior

(APOH). Os neurotnios situados nessa regido orquestram a resposta febril apoés a PGE ligar-se aos seus
receptores [adaptado por Aronoff & Neilson (2001)].
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As citocinas agem em sequéncia, onde uma delas pode influenciar a sintese ou a
liberagdo de muitas outras citocinas (Haddad et al., 2002), constituindo a chamada
“cascata de citocinas” (Zeisberger, 1999), a qual estd associada com o processo febril
(Turrin & Plata-Salaman, 2000). Como por exemplo, o fator de necrose tumoral- o
(TNF-o0) amplia a resposta imunoldgica, estimulando sua propria sintese e também a
producdo de outras citocinas, incluindo a interleucina-13 (IL-1B) (Cohen, 2002), e
ambos induzem a sintese de IL-6 (Dinarello, 2000).

Pela disseminagdo hematogénica, as citocinas estimulam as células do endotélio
vascular cerebral a produzir prostaglandina E, (PGE;) (Aronoff & Neilson, 2001). No
entanto, os mecanismos pelos quais as citocinas influenciam o SNC para o
desencadeamento da resposta pirética pelo cérebro ainda é fonte de estudo.

Na tentativa de explicar este fenbmeno, algumas teorias tém sido propostas. A
primeira delas sugere a existéncia de um mecanismo de transporte especifico para
determinadas citocinas, possibilitando sua passagem através da barreira hemato-
encefalica (BHE), alcangando o cérebro (Banks et al., 1995; Plotkin et al., 1996). No
entanto, sabe-se que as citocinas sido polipeptideos de alto peso molecular e que
possuem propriedades hidrofilicas. Estas caracteristicas dificultariam sua passagem
pela BHE (Blatteis et al., 2004). Por outro lado, o acesso através de orificios na BHE,
localizadas na lamina terminal do érgéo vasculoso (OVLT), poderia se constituir em
outro possivel mecanismo pelo qual as citocinas periféricas passariam a BHE, e
exerceriam seus efeitos sobre o cérebro (Zeisberger, 1999). O OVLT é uma regiao
adjacente a area pré-optica do hipotalamo anterior (APOH), érgao circunventricular
constituido de regides neurais especializadas, as quais possuem fenestras ao longo da
margem do sistema ventricular, formando a parede interna do terceiro ventriculo
(Elmquist et al., 1997).

Atualmente acredita-se que as citocinas nao penetram no SNC, mas se ligam a
receptores especificos localizados nas células gliais, dentro do espacgo perivascular dos
orgaos circunventriculares, ou a receptores localizados sobre a superficie das células
endoteliais nos vasos cerebrais, na BHE. Tais receptores participariam na transducéao

dos sinais para o ceérebro, através de mensageiros secundarios produzidos pelas
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células gliais, ou endoteliais, em resposta a ligagao de citocinas (Zeisberger, 1999).

Ha, ainda, evidéncias de que o nervo vago esteja envolvido na comunicagao entre
as citocinas e o SNC (Milligan et al., 1997; Zeisberger, 1999; Cooper, 2002), e que a
maioria das informagdes carregadas por ele sejam tranferidas para o nucleo do trato
solitario, uma estrutura importante envolvida na modulagdo de respostas metabdlicas
(Fyda et al., 1991).

Dessa forma, tem sido demonstrado que a vagotomia subdiafragmatica é capaz
de suprimir a resposta febril induzida por lipopolissacarideo bacteriano (LPS) e por
citocinas pro-inflamatdrias (Watkins et al., 1995). A resposta de fase aguda, do mesmo
modo, é inibida ou atenuada em ratos, camundongos e porcos da india apés vagotomia
(Watkins et al., 1995; Blatteis & Sehic, 1997b). Além disso, a vagotomia também
bloqueia a expressdo de RNAm para IL-1p no tronco encefalico e no hipocampo e a
atenua no hipotalamo apo6s administracao sistémica de IL-13 (Hansen et al., 1998).

Interessantemente, foram encontrados receptores para IL-13 no paraglanglio
abdominal do nervo vago (Goehler et al., 1999), sugerindo que a ligacédo da IL-1p aos
seus receptores induz uma ativagdo vagal (Ek et al., 1998) que conduz o estimulo

pirogénico ao cérebro (Blatteis et al., 1998).

1.2 Prostaglandina

Tem sido sugerido que o OVLT ¢é o local no qual ocorre a sintese e agao da PGE
na febre (Stitt, 1986). Confirmando esta evidéncia, Matsumura e colaboradores (1992)
encontraram inumeros sitios de sintese de PGE,, assim como receptores para
prostaglandinas no OVLT.

A PGE, especificamente do subtipo E,, € considerada o mediador final da febre no
SNC (Blatteis & Sehic, 1997; Coceani & Akarsu, 1998; Aronoff & Neilson, 2001). Essa
possibilidade tem sido sustentada pelo fato que os niveis de PGE; nos fluidos
cerebroespinhal (Coceani et al., 1983) e hipotalamico (Sirko et al., 1989) aumentam

durante a febre induzida por diferentes pirdgenos, e também porque os niveis de PGE
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diminuem juntamente com a febre, em resposta a inibidores da enzima ciclooxigenase
(COX) (Vane & Botting, 1996).

O precursor das prostaglandinas € o acido araquiddnico, o qual € liberado da
membrana fosfolipidica por fosfolipases A (Campbell & Halushka, 1996; Aronoff &
Neilson, 2001), que sao ativadas por uma variedade de mediadores intra e
extracelulares (Axelrod et al.,, 1988), tal como o aumento nos niveis de calcio
intracelular (Zeisberger, 1999).

O acido araquiddnico € metabolizado por duas isoformas da COX, a COX-1 e a
COX-2 (Aronoff & Neilson, 2001). No entanto, mais recentemente houve a descoberta
de uma terceira enzima da familia das ciclooxigenases, a COX-3, que se expressa no
cortex cerebral humano e no coragdo (Chandrasekharan et al., 2002). A COX-1 é
expressa constitutivamente e gera prostandides importantes para as fungdes
relacionadas a homeostase. Por outro lado, a COX-2 além de ser produzida sob
condi¢cdes normais no SNC, é também induzida por sinais inflamatorios (Simon, 1999).

A COX, atualmente referida como prostaglandina endoperéxido sintase (PGHS),
possui duas atividades distintas. A primeira delas inclui a sintese do endoperdxido
ciclico PGG; a partir do acido araquidénico. Outra fungao inclui a reagao da peroxidase,
a qual reduz o PGG; formando PGH,. A PGHy, por sua vez € utilizada para a sintese de
tromboxanos e varios subtipos de prostaglandinas (Vane et al., 1998; Marnett et al.,
1999) (Figura 2).

Uma vez sintetizada e liberada dentro do cérebro, a PGE; liga-se a receptores
especificos nas células gliais (Scammel et al., 1996). No entanto, os eventos
intracelulares que ocorrem apéds a ligagado da PGE; aos seus receptores no hipotalamo
n&o estdo bem esclarecidos (Aronoff & Neilson, 2001). E possivel que a PGE; altere os
niveis de segundos mensageiros, tais como o AMP ciclico, o qual, por sua vez, ativaria
0s neurdnios termosensiveis para aumentar o termostato central a niveis febris (Gelfand
et al., 1997; Dinarello et al., 1999).
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Figura 2. Sintese de prostaglandinas. O acido araquidénico é liberado dos fosfolipidios de membrana
pela agao da enzima fosfolipase A,. As enzimas COX-1 ou -2 catalisam a biossintese de endoperdxidos
biciclicos (PGG,) reduzindo-os até PGH,. PGH, é convertido até Prostaglandina subtipo E, (PGE,),
Prostaglandina subtipo D, (PGD,), Prostaglandina subtipo F», (PGF,,), Prostaglandina subtipo I, (PGl,) e
Tromboxano A, (TXA,), pela atividade de prostaglandina sintases especificas [adaptado por Gupta &

Dubois, 2001].
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Ha quatro subtipos de receptor para a prostaglandina, EP4, EP,, EP3 e EP4
(Coleman et al., 1994), entre os quais os subtipos EP1, EP3; e EP4 tém sido encontrados
na APOH de ratos (Oka et al., 2000), sugerindo um possivel papel na resposta febril.
Confirmando esta hipotese, Oka e colaboradores (2003) demonstraram que os
receptores EP4, EP3; e EP4 contribuem para a resposta febril induzida por PGE,, Ja
estudos, utilizando camundongos geneticamente modificados, mostraram que o EP3é o
principal receptor envolvido na febre, ja que os animais desprovidos deste receptor ndo
produzem febre apds injecdo de PGE; (Dinarello et al., 1999), IL-1p e LPS (Ushikubi et
al., 1998).

Por outro lado, tem sido mostrado quea injeg¢ao intravenosa de LPS produz febre
em camundongos desprovidos de genes para os receptores EP4 ou EP4 (Ushikubi et al.,
1998).

Ha, porém, dados na literatura que sugerem que as prostaglandinas nao estao
envolvidas no desenvolvimento da febre (Zeisberger, 1999) desencadeada por alguns
agentes. De fato, a febre induzida por proteina inflamatdria de macrofagos-1 (MIP-1)
(Davatelis et al. 1989; Mifano et al., 1991), por interleucina—8 (Zampronio et al., 1994)
ou mediada por substancia P (Szelényi et al., 1997) ndo dependem de prostaglandina e

nao sao revertidas por inibidores da COX.

1.3 Oxido nitrico

O 6xido nitrico (NO) € uma molécula gasosa (Moncada et al., 1991), envolvida na
regulagédo do tdnus vascular, na protegao celular contra apoptose e na modulagdo das
respostas imunoldgicas (MacMicking et al., 1997; Bodgan et al., 2000). Além disso, ele
exibe propriedades sinalizadoras nos sistemas bioldgicos (Kluger, 1991; Dawson &
Snyder, 1994) e tem papel importante na termorregulagao e febre (Steiner & Branco,
2001).

O NO endogenamente formado provém do catabolismo da L-arginina, resultando

na formacao de L-citrulina e NO, em uma reacédo catalizada pela enzima 6xido nitrico
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sintase (NOS)(Moncada et al., 1991; Coleman, 2001).

Tém sido identificados trés tipos de NOS. A NOS endotelial e a NOS neuronal
sdo expressas constitutivamente nos tecidos, enquanto a NOS induzivel, originalmente
encontrada nos macréfagos de camundongos (Stuchr & Marlette, 1985), é sintetizada
apenas em resposta a alguns estimulos (Coleman, 2001). Varios agentes, incluindo
LPS e citocinas como IL-1 e TNF-a, podem desencadear a expressao da NOS induzivel
(Stuchr & Marlette, 1985; Nathan & Xie, 1994). Ao contrario da NOS endotelial e
neuronal, a ativacao da forma induzivel da NOS independe da sinalizagao pelo calcio
(Moncada et al, 1991), sendo necessario um periodo de algumas horas entre a ativagao
celular e a producéo de NO, o que reflete o intervalo de tempo para a sintese de RNA e
a sintese protéica (Stuchr & Marlette, 1987; Nathan & Xie, 1994). Além disso,
diferentemente da NOS endotelial e neuronal, a NOS induzivel produz altas
concentragdes de NO (Coleman, 2001).

Ha evidéncias de que o NO exerce muitos dos seus efeitos biolégicos interagindo
com os sistemas de mensageiros secundarios, mais especificamente ativando a
guanilato ciclase e, consequentemente, aumentando os niveis de GMP ciclico (Murad,
1999).

Estudos tém evidenciado que a administragdo sistémica de inibidores nao-
seletivos da NOS revertem ou, ao menos, atenuam a febre induzida por endotoxina em
ratos e porcos da india (Roth et al., 1998a; Kamerman & Fuller, 2000). Da mesma
forma, a febre induzida por fermento (Ataoglu et al., 2000) e por interleucina-1 (Roth et
al, 1998b) em ratos é prejudicada pelos inibidores da NOS. Além disso, Perotti e
colaboradores (1999) tém demonstrado que a administragao intraperitoneal de 7-Ni, um
inibidor da NOS neuronal, bloqueia principalmente a primeira fase da resposta febril
induzida por LPS, em ratos.

Por outro lado, quando inibidores da NOS s&o administrados via
intracerebroventricular, ocorre aumento da febre induzida por endotoxina em ratos
(Almeida et al., 1999) e em coelhos (Gourine, 1995). Além disso, animais tolerantes a
endotoxina desenvolvem febre quando tratados com inibidores da NOS (Almeida et al.,
1999).

11
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Estas evidéncias permitem  especular que o NO tem efeitos
termorregulatorios distintos, atuando como uma molécula pirética na periferia e como
antipirética a nivel central (Steiner & Branco, 2001).

Além disso, 0 NO é um importante neurotransmissor (Dawson & Snyder, 1994;
Flora Filho & Zilbertein, 2000), atravessando livremente as membranas celulares
(Coleman, 2001). Acredita-se que o NO atua também como uma molécula sinalizadora
nas fibras aferentes vagais, as quais s&o consideradas importantes vias de sinalizagao

a presencga de pirégenos (Blatteis et al., 1998).

1.4 Antipirese endbgena

Muitos estudos tém evidenciado que a febre exerce um importante papel na
resposta imunolégica de defesa do hospedeiro. No entanto, para que a temperatura
corporal ndo alcance limites letais, alguns peptideos enddgenos podem agir como
antipiréticos (Kluger, 1991; Gelfand et al., 1997; Kluger et al., 1998b).

Citocinas anti-inflamatérias incluindo a IL-4, a IL-10, IL-13 e o fator de
crescimento-p (TGF-B) (Turrin & Plata-Salaman, 2000; Nathan, 2002), podem inibir ou
bloquear a indugao e/ou acao de citocinas pro-inflamatdrias. De fato, ha relatos que a
IL-10 inibe a producdo de IL-1B, IL-6 e TNF-a (Leon et al., 1998). Camundongos
injetados com IL-10 n&o desenvolvem febre quando administrado LPS (Leon et al.,
1997).

Além disso, mecanismos neuroenddécrinos que incluem a ativacdo da divisao
simpatica do sistema nervoso autbnomo (SNA) e do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal
(HHA) e a liberag&o de alguns horménios, regulam o processo inflamatério e protegem
contra os efeitos deletérios dos mediadores pro-inflamatorios (Paviov & Tracey, 2004).
Da mesma forma, Safieh-Garabedian e colaboradores (2002) afirmam que o SNC
regula, em parte, o sistema imunologico atuando principalmente via eixo HHA e sistema

nervoso simpatico. Givalois e colaboradores (1994) tém demonstrado, ainda, que a
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ativagao do eixo HHA precede o aparecimento das citocinas no plasma sanguineo, por
pelo menos 15 minutos.

Substéncias como a arginina vasopressina (AVP), o horménio a-melandcito
estimulante (a-MSH) e o horménio liberador de corticotropina podem agir central ou
perifericamente para limitar a febre (Kluger, 1998b), provavelmente alterando a
habilidade dos pirogenos enddégenos de estimular a produgdo de prostaglandina
(Gelfand et al, 1997).

A AVP é um horménio peptidico sintetizado nos neurdnios hipotalamicos (Kluger,
1991), o qual suprime a febre em varias espécies (Roth et al., 2004). Naylor e colegas
(1987) demonstraram que altos niveis plasmaticos de AVP estdo correlacionados com a
supressdo da febre durante a gravidez de ovelhas. Além disso, a administragao
intracerebroventricular de AVP em ratos febris, resulta em antipirese em temperatura
ambiente. Este estudo evidencia, entdo, a AVP como um antipirético endégeno.

Os hormoénios adrenocorticotropico (ACTH) e o o-MSH sdo peptideos
encontrados na hipofise e em outras areas cerebrais (Kluger, 1991), os quais impedem
a producgao de pirdbgenos enddgenos pelas células fagociticas (Beutler & Beutler, 1992).
Estudos realizados em coelhos demonstraram que ACTH e a-MSH, quando injetados
intracerebroventricularmente, impedem a febre induzida por pirdgenos endégenos
(Kluger, 1991).

Outra substancia capaz de agir como antipirético é o antagonista enddégeno para
o receptor da IL-1B, o IL 1Ra, que inibe a resposta febril induzida por IL-13 (Arend,
2002), bloqueando a ligagao da IL-1 aos seus receptores (Gelfand et al., 1997).

O papel do TNF-a na febre é controverso. Dependendo das condigdes
experimentais, essa citocina pode agir como um pirbgeno ou como um antipirético
endogeno (Kluger et al., 1998a; Gourine et al., 2000). O TNF-a é capaz de induzir febre
apos injegao periférica em ratos (Cooper et al.,, 1994). No entanto, em camundongos
geneticamente modificados para a ndo expressdo do gene para receptores TNF-q,
ocorre um aumento exacerbado da temperatura corporal apds injecao de altas doses de

LPS (Leon et al., 1997). Estas evidéncias sugerem que o TNF-a pode limitar o aumento
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da temperatura corporal (Kluger, 1991).
Por outro lado, tém sido sugerido que os niveis de TNF-a aumentam nas
primeiras fases da febre induzida por polimeros de manose de Saccharomyces

cerevisiae em ratos (Ataoglu et al., 2000).

1.5 Modelos de inducéo de febre

Os modelos experimentais de pirexia tém grande importancia para a
compreensao dos mecanismos envolvidos na resposta febril, bem como para a triagem
de compostos antipiréticos.

O padrao de resposta febril depende de varios fatores como a espécie e a idade
do animal, o tipo e a dose do pirdgeno a ser administrado, a temperatura ambiente e o
estresse (Kluger, 1991).

A administracdo de LPS ou endotoxina, componente isolado da parede de
bactérias gram-negativas (Rietschel et al., 1994), € o modelo de indugéo de febre mais
conhecido e utilizado na literatura (Elmquist et al., 1997). Seus efeitos sao mais
uniformes do que aqueles causados por bactéria intacta. Além disso, formas altamente
purificadas de LPS estdo disponiveis comercialmente (Zeisberger, 1999). Apesar da
administragdo de LPS produzir febre em roedores, gatos e coelhos (Kluger, 1991;
Tocco-Bradley et al., 1985; Stitt & Shimada, 1987), alguns animais ndo respondem com
aumento da temperatura corporal apds injecdo de LPS (Kluger, 1991). De fato, os
camundongos dificiimente desenvolvem febre apds administragdo periférica de LPS
(Fraifeld & Kaplanski, 1998) e, quando a desenvolvem, a febre é discreta, com aumento
de 0,5 a 0,7°C na temperatura retal (Souza et al., 2002). Além disso, os camundongos
nao desenvolvem febre de forma padronizada e uniforme em resposta a injecao
intraperitoneal de suspensao de Saccharomyces cerevisiae (Tomazetti et al., dados nao
publicados).

A parede celular da Candida Albicans e do Saccharomyces cerevisiae contém

polimeros de manose, 0os quais sao responsaveis pelas alteracdes fisiopatologicas
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induzidas por estas leveduras no organismo do hospedeiro (Domer, 1989). Dessa
forma, estes polimeros de manose, quando administrados central (Dogan et al., 1999)
ou perifericamente (Bruguerolle & Roucoules, 1994; Ataoglu et al., 2000) sdo capazes
de induzir febre em animais. Além disso, estudos prévios de nosso grupo monstraram
que a administragdo intraperitoneal de suspensdo de Saccharomyces cerevisiae
(fermento de padeiro), induz febre consistente em ratos jovens (Tomazetti et al., 2005).

Outras substancias sdo também comumente usadas para induzir febre em
animais de laboratoério. A administragéo de IL-1, de PGE,, de TNF-a, de IL-6 e outras,
produz febre em diversas espécies (Kluger, 1991). Estes modelos de pirexia tém sido
utilizados para evidenciar o papel destes pirégenos na resposta febril, bem como para
elucidar o mecanismo pelo qual a febre se desenvolve e ndo para prospecg¢ao de
drogas antipiréticas.

H4, ainda, relatos na literatura de que a citocina RANTES, um polipeptideo cuja
expressao e secrecao é regulada pela ativagao das células T normais, produz febre
quando administrada na area pré-optica do hipotalamo anterior de ratos (Tavares &
Mifiano, 2000).

Quanto ao sujeito experimental, a melhor resposta febril apés a administragao de
um pirdégeno se da no coelho. Por exemplo, uma dose de LPS, na faixa de nanogramas,
causa uma importante febre em coelhos. Esta mesma dose, porém, ndo € capaz de
alterar a temperatura corporal de ratos (Kluger, 1991). No entanto, a utilizagdo de
coelhos nos modelos de pirexia acarreta algumas desvantagens, como seu alto custo
de manutencgao, além de demandar uma maior quantidade de drogas necessaria aos
experimentos.

A idade dos animais é outro fator que interfere na resposta febril. Ha relatos de
que coelhos Nova Zelandia, com menos de um ano, apresentam pico febril maior do
que aqueles com dois anos de idade, apds injecao de endotoxinas (Ferguson et al.,
1980). Ratos Fischer com 24 a 28 meses de idade desenvolvem febre mais branda,
apos administracdo de endotoxinas, quando comparados a ratos mais jovens (2 a 4
meses de idade) (Tocco-Bradley et al., 1985). Além disso, a febre apresentada por ratos

Long-Evans adultos jovens (3 a 5 meses de idade), apds injecao de fungo, tém laténcia
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menor do que aquela desenvolvida pelos ratos com idade superior (Refinetti et al.,
1990).

A manipulagdo dos animais, bem como a sua exposigdo a um novo ambiente,
pode causar elevagdo da temperatura corporal (Endo & Shiraki, 2000; Singer et al.,
1986). Ainda, estudos comprovam que o procedimento de medidas da temperatura retal
(Thompson et al., 2003) causa hipertermia em animais. Portanto, os fatores que
desencadeiam estresse psicolégico no animal, se ndo controlados, podem acarretar

prejuizos aos modelos de pirexia.
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2. DIACEREINA

A diacereina € um composto encontrado em plantas do género Cassia (Spencer
& Wilde, 1997), cuja molécula contém um anel antraquinénico (Yaron et al, 1997;
Nicolas et al 1998). A diacereina sofre desacetilacdo, dando origem a reina, seu
metabdlito ativo, quimicamente denominado de 1,8-di-hidréxi-3-carboxiantraquinona
(Moore et al., 1998) (Figura 3). Estudos revelam que, apés administracado oral, ndo sao
detectados tragos de diacereina nos fluidos biologicos (Nicolas et al., 1998). O local
exato onde ocorre a desacetilagdo da diacereina ndo é precisamente conhecido. No

entanto, verificou-se que ela ndo acontece no plasma (Magnard et al., 1993).

AcO @) OAc
Diacereina
CO,H
O
HO @) OH

Reina

Figura 3: Formulas quimicas da diacereina e reina [adaptado por Nicolas et al., 1998].
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Utilizada na ltalia desde a década de setenta no tratamento sintomatico da
osteoartrite (Moldovan et al., 2000; Tamura et al., 2002), a diacereina passou a ser
comercializada na Franga e outros paises a partir de 1992 (Nicolas et al., 1998).

Estudos realizados a fim de elucidar o mecanismo de agao da diacereina tém
revelado que este composto exibe propriedades anti-inflamatérias por inibir a sintese,
bem como a liberagao de IL-1B (Nicolas et al., 1998; Moore et al., 1998; Yaron et al.,
1999; Moldovan, 2000) (Figura 4). De fato, a diacereina mostra-se capaz de inibir
significativamente a produgdo de IL-1B induzida por LPS em cultura de cartilagem
humana (Yaron et al., 1999). Além disso, experimentos tém revelado que a diacereina
pode inibir a atividade da enzima conversora de interleucina (ECI), a qual exerce papel
central no processo de maturagéo da IL-1p na cartilagem osteoartritica (Moldovan et al.,
2000).

Um dos mecanismos pelos quais a IL-1 produz seus efeitos pro-inflamatoérios é
pela estimulacdo da producdo de ON (Tamura & Ohmori, 2001). A ONS é encontrada
nos tecidos somente apds sua indugdo, como por exemplo na presenca de citocinas
pré-inflamatoérias (Stadler et al., 1991). Neste contexto, estudos tém mostrado que a
diacereina é capaz de diminuir o aumento dos niveis plasmaticos de ON produzidos
durante o desenvolvimento de artrite induzida pela injecao de Mycobacterium butilicum
em ratos (Tamura & Oshmori, 2001). Além disso, a diacereina inibe significativamente
0s niveis de nitrato na primeira fase da resposta inflamatoéria induzida por carragenina
na cavidade pleural de camundongos (Saleh et al., 1999).

Ha evidéncias que a diacereina atua também sobre outras citocinas. Moore e
colaboradores (1998) demonstraram que a diacereina, em varias concentragdes, é
capaz de reduzir significativamente as concentragées de TNF-a e IL-6 no modelo de
artrite induzida por granuloma, em ratos.

O potencial anti-inflamatério da diacereina é relatado em varios estudos.
Modelos animais de inflamagéo aguda, como edema de pata induzido por carragenina,
dextrana e zimosan (Tamura et al., 2002), ou crbnica, como artrite induzida por

granuloma (Moore et al., 1998) ou pela injecdo de Mycobacterium butilicum em ratos
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(Tamura et al., 2002), confirmam o efeito da diacereina.

Enquanto as drogas anti-inflamatorias nao esteroidais (DAINES), naproxeno e
ibuprofeno (Tamura et al., 2002) inibem a atividade da COX (Vane et al., 1998; Aronoff
& Neilson, 2001) a diacereina nao inibe a sintese de prostaglandinas (Franchi-Micheli et
al., 1983; Pelletier et al., 1998). Anteriormente, Pomarelli e colaboradores (1980) ja
haviam revelado que a diacereina e seu metabdlito ndo alteram a habilidade do tecido
pulmonar de cobaias de metabolizar o acido araquidénico in vitro.

Evidéncias adicionais revelam que a diacereina, bem como seu
metabdlito, previnem a ativagao do fator nuclear-kxB (NF-«xB) em cultura de condrécitos,
assim, inibindo a expressdo da NOS induzivel e a producdo de NO (Pelletier et al.,
1998; Mendes et al., 2002a). O NF-kB exerce um importante papel na mediacdo das
respostas induzidas por IL-1p (Eberhardt et al., 1998; Mendes et al., 2002b), além de
regular a expressao de outros genes relacionados a inflamagao, como aquele da COX-
2, citocinas pro-inflamatorias (Siebenlist et al.,1994) e moléculas de adeséo (lademarco
et al., 1992; Kaszubska et al., 1993;).

Tendo como base os achados mencionados acima e levando em consideragao
que as citocinas tém papel importante no desencadeamento e manutencéo da resposta
febril, o presente trabalho tem por objetivo investigar o efeito da diacereina sobre a
febre induzida por fermento de pao (Saccharomyces cerevisiae) e por PGE; em ratos
jovens. Dessa forma, buscando indicios adicionais acerca do mecanismo de agao da

diacereina.
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Figura 4: llustracdo esquematica do provavel mecanismo de agéo da diacereina [adaptado em

www.trbchemmedica.com].
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Obijetivos

1. Objetivo geral:

Este estudo tem como objetivo geral avaliar o efeito da injecdo subcutanea de
diacereina sobre a febre induzida por suspensdo de Saccharomyces cerevisiae e por
prostaglandina E, em ratos jovens.

2. Objetivos especificos:

1. Avaliar o efeito da injecdo subcutédnea de diacereina, em concentracfes

crescentes, sobre a temperatura retal de ratos jovens (curva dose-efeito).

2. Avaliar o efeito da injecdo subcutanea de diacereina na reversdo da febre
induzida pela administracao intraperitoneal de suspensédo de Saccharomyces cerevisiae

(fermento de padeiro) em ratos jovens.

3. Avaliar o efeito da injecdo subcutanea de diacereina na prevencao da febre
induzida pela administracao intraperitoneal de suspensédo de Saccharomyces cerevisiae

em ratos jovens.

4. Avaliar o efeito da diacereina sobre o crescimento, in vitro, do Saccharomyces

cerevisiae.
5. Investigar o efeito da inje¢do subcutanea de diacereina na migracdo leucocitéria
para a cavidade peritoneal apés administracdo intraperitoneal de suspensdo de

Saccharomyces cerevisiae.

6. Investigar o efeito da injecdo subcutdnea de diacereina na reversao da febre
induzida pela administracao intratecal de prostaglandina E, em ratos jovens.
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7. Investigar o efeito da injecdo subcutanea de diacereina na prevencao da febre

induzida pela administracao intratecal de prostaglandina E; em ratos jovens.
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Abstract

Diacerein, due to its recognized antiinflammatory activity, has been routinely used for
treatment of osteoarthritis. However, it is poorly known whether it interferes with other
inflammation-dependent responses, such as fever. The present study aimed to
investigate the effect of diacerein on body temperature and Baker yeast- and
prostaglandin Ex-induced fever in young male Wistar rats (28-30 days of age). The
subcutaneous administration of diacerein to febrile animals, at a dose that had no effect
on basal rectal temperature along time (5 mg/kg, s.c.), attenuated Baker yeast-induced
fever, but did not alter prostaglandin E, -induced fever. Diacerein (5 mg/kg, s.c.)
prevented the development of Baker yeast-induced fever and attenuated Baker yeast-
induced leukocyte peritoneal migration. Diacerein had no antifungal activity in vitro.
These data suggest that diacerein partially protects against Baker yeast-induced fever

and peritoneal leukocyte migration, but not against PGE,-induced fever.

Keywords: Diacerein; Fever; Baker yeast; Antipyretics; Young rats
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1. Introduction

Diacerein is an anthraquinone (Moldovan et al., 2000) that has been considered a
reference drug for the treatment of osteoarthritis (Chantre et al. 2000; Nicolas et al.,
1998), a disease in which cytokines seems to play a key role (Moore et al., 1998). There
are data supporting that interleukin-13 (IL1-B) and TNF-o are the major catabolic
systems involved in the destruction of joint tissues (Martel-Pelletier, 1998). In fact, IL1-
and TNF-a contributes to the degeneration of articular cartilage by stimulating the cells
to produce proteolytic enzymes and also by decreasing the anabolism of condrocytes
(Pelletier et al., 1991, Pelletier et al., 1997).

Rhein (1,8-dihydroxy-3-carboxyanthraquinone) is the active metabolite of
diacerein (Moore et al., 1998; Nicolas et al., 1998), which is found in plants of the genus
Cassia and has moderate antiinflammatory and analgesic activity (Spencer and Wilde,
1997). Although their precise mechanism of action remains unknown, lines of evidence
(Spencer and Wilde, 1997) have suggested that the antiinflammatory activity of
diacerein is due its ability to inhibit cytokine synthesis (Moore et al., 1998; Nicolas et al.,
1998). Accordingly, diacerein interferes with molecular pathways leading to cytokine
production in monocyte-macrophages (Pietrangelo et al., 1998) as well as in synovial
cells and condrocytes (Martel-Pelletier et al., 1998). In fact, there is a consensus that the
inhibition of pro-inflammatory cytokine production is the basis of the chondroprotective
(Nicolas et al., 1998; Yaron et al., 1997) and antiinflammatory effects of diacerein
(Moore et al., 1998).

Interleukin-1p and TNFa, besides being involved in cartilage degradation (Yaron
et al., 1999), play a role in the generation of fever (Kluger, 1991). Accordingly, the
systemic (Kluger, 1991), intracerebroventricular (Dascombe et al., 1989) and intra-
hypothalamic (Kluger, 1991) injections of IL1p cause fever. In addition, while systemic
(Cannon et al.,, 1990) and cerebral (Nakamori et al., 1994) IL1B levels increases
induced by LPS correlate with the appearance of fever, the injection of the IL1B
antagonist, IL 1Ra, antagonizes LPS- (Luheshi et al., 1996; Smith and Kluger, 1992)
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and IL1B-induced fever (Kluger et al., 1998). In line with this view, IL 1 receptor knockout
animals fail to develop fever in response to LPS (Kozak et al.,, 1998). Although
significantly less is known about the role of cytokines in Baker yeast—induced fever,
there is evidence that TNFa, but not IL1B, plays a role in this process (Ataoglu et al.,
2000). This is consistent with the view that TNFa is an endogenous pyrogen (Kluger,
1991), although there is an intense debate regarding this point in the literature, since
some authors find it an endogenous cryogen (Holt et al., 1989; Kluger, 1991).

It is interesting that although diacerein has been proposed to decrease cytokine-
mediated responses, until the present moment no study have addressed whether this
compound is an antipyretic. Therefore, in this study we investigated whether diacerein

alters Baker yeast- and PGE;-induced fever in young rats.

2. Materials and methods

2.1 Drugs

Commercially available dried Baker yeast (Saccharomyces cerevisiae, Saf do Brasil
Produtos Alimenticios Ltda) was suspended in pyrogen-free 0.9% NaCl in a water bath
at 37" C for 5 min. Diacerein was kindly donated by TRB Pharma (S&o Paulo, Brazil) and
was solubilized in 5% Tween 80. Dipyrone (Hoechst, S&o Paulo, Brazil) was diluted in
0.9% NaCl. Prostaglandin E, (Akros Organics, New Jersey, USA) was prepared in
pyrogen-free 0.9% NacCl.

2.2 Animals
Male Wistar rats (28-30 days of age, 70 — 90 g) bred in our animal house were

used. The animals were housed in groups of 8 to a cage at controlled temperature (23
1°C) with a 12-h light/ dark cycle (lights on at 7:00) and with standard lab chow and tap
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water ad libitum. The animals were transferred to the experimental room one day before
the experiments, for acclimation to the environment. All temperature measures were
taken between 8:00 and 17:00 h and room temperature was kept at 23 =+ 1°C. Each
animal was used only once, and no more than one animal per litter was assigned to
each group. The experiments were approved by the Committee on the Use and Care of

Laboratory Animals of our University.

2.3. Rectal temperature measurement

Rectal temperature (Tgr) was measured by inserting a lubricated thermistor probe
(external diameter: 3 mm) into the rectum of the animal, for 1 minute. The probe was
linked to a digital device, which displayed the temperature at the tip of the probe with a
0.1°C precision. The values displayed were manually recorded. In order to minimize the
effects of the stress associated with handling and injecting on rectal temperature, all rats
were habituated to the measuring procedure for two consecutive days. In these
sessions, the animals were subjected to the same temperature measuring procedure

described above.

2.4. Effect of diacerein on basal rectal temperature

The animals had their Tr measured for five hours, and after the fifth Tr

measurement they were subcutaneously (s.c.) injected with vehicle (5% Tween 80

in 0.9% NaCl, 5 ml/kg) or diacerein (1, 3, or 10 mg/kg). Tr changes were recorded every

hour up to five hours, and expressed as the difference from the basal value.
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2.5. Effect of diacerein on Baker yeast-induced fever

In the first protocol, we assessed whether diacerein reverts Baker yeast-induced
fever (Tomazetti et al., 2005). Immediately after measuring the initial Tr the animals
were intraperitoneally (i.p.) injected with a pyrogenic dose of Baker yeast (0.135 g/kg).
Tr changes were recorded every hour until 12:00 h, when the animals were expected to
present a full febrile response. Only those animals that presented an elevation of rectal
temperature of at least 0.5°C in relation to its basal value were used. The animals were
then injected with vehicle (5% Tween 80 in 0.9% NaCl, s.c.) or diacerein (5 mg/kg, s.c.).
Tr was recorded every hour up to five hours after drug injections.

In the second protocol, we assessed whether diacerein prevents Baker yeast-
induced fever. After measuring the basal Tg, the animals were injected with Baker yeast
(0.135 g/kg, i.p.). At 9:00 h, the animals were subcutaneously injected with vehicle (5%
Tween 80 in 0.9% NaCl) or diacerein (5 mg/kg, s.c.) and Tr was recorded every hour up
to eight hours. It is important to point out that at 9:00 none of the animals developed
fever (see Figure 7).

2.6. Evaluation of the antifungal activity of diacerein

In order to investigate the antifungal activity of diacerein we used the
macrodilution techniqgue (NCCLS- 2002). RPMI 1640 medium containing L-glutamine
was prepared according to manufacturer instructions. After reconstitution, the medium
was supplemented with glucose to obtain a final concentration of 2%, and buffered to pH
7.0 with 3- (N-morpholino)propanesulfonic acid to a final concentration of 165 mM and
Saccharomyces cerevisiae was added. The procedures of inoculum preparation and
incubation were those of the M 27-A2 methodology. Increasing concentrations of

diacerein (15.6 — 1000 pg/ml) in the medium were tested.
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2.7. Effect of diacerein on peritoneal leukocyte migration

In order to investigate whether diacerein alters leukocyte migration into the
peritoneal cavity, we injected a pyrogenic dose of Baker yeast (0.135 g/kg, i.p.) or
vehicle (0.9% NacCl, i.p.). One hour after the animals were injected with diacerein (5
mg/kg, s.c.) or vehicle (5% Tween 80 in 0.9% NacCl, 5 ml/kg, s.c.). Three hours after the
diacerein injection, animals were anaesthetized with ether and, through a midline
abdominal incision, the peritoneal cavity was washed with 5 ml of apyrogenic saline with
the aid of a sterile airway catheter and a 10 ml syringe. The washed volume (2-3 ml)
was aspirated, and leukocyte number was manually estimated by a subject (Dr. S. H.

Alves) who was not aware of animals’ previous treatment.

2.8. Effect of diacerein on prostaglandin E; —induced fever

In the first protocol, we assessed whether diacerein reverts prostaglandin E; -
induced fever. The basal Tr was measured and, immediately thereafter, a pyrogenic
dose of PGE, (10 ng/animal) or vehicle (NaCl 0.9%, 100 ul) was intrathecally (i.t.)
administered according to Mestre et al. (1994). This dose of PGE, was chosen based
on a pilot study, in which the 10 ng dose proved to cause significant hiperthermia. Ninety
minutes after the administration of PGE,, the rats were injected with vehicle (5% Tween
80 in 0.9% NacCl, 5 ml/kg) or diacerein (5 mg/kg, s.c.). Tk changes were recorded every
thirty minutes up to four hours. In the subsequent three hours the Tg was measured at
one-hour intervals.

In the second protocol, we assessed whether diacerein prevents prostaglandin E;
-induced fever. After measuring the basal Tr the animals were injected with vehicle (5%
Tween 80 in 0.9% NaCl, 5 ml/kg) or diacerein (5 mg/kg, s.c.). Thirty minutes thereatfter,
they received PGE; (10 ng/animal, i.t.). Tr changes were recorded every thirty minutes
up to four hours, and in the subsequent three hours Tg was measured at one-hour

intervals.

31



Artigo

2.9. Statistical analysis

Basal rectal temperature and changes in rectal temperature were expressed as
means + S.E.M. of the differences from T at 8:00 h. Data were analyzed by two- or
three-way analysis of variance (ANOVA), with time treated as within subject factor,
depending on the experimental design. Post hoc analysis was carried out by the F test
for simple effects and by the Student-Newman-Keuls test, when appropriate. A value of
p< 0.05 was considered statistically significant.

3. Results

The effect of the administration of diacerein (10 mg/kg, s.c.) on the basal Tr of
young rats along time is shown in Figure 5. For the sake of clarity, 1 mg/kg and 3 mg/kg
diacerein data were omitted. Statistical analysis (two-way ANOVA with repeated
measures) revealed a significant diacerein dose by time interaction: [F(15,220)= 2.63 ;
p<0.05]. Post hoc analysis (F test for simple effect) showed 10 mg/kg diacerein altered
Tr along time compared with the control group [F(5,220)= 4.68; p<0.05].

Since 3 mg/kg diacerein did not reverse Baker yeast-induced fever (data not
shown), we decided to test whether an intermediate dose of diacerein between 3 mg/kg
and 10 mg/kg could alter fever. The effect of administration of diacerein (5 mg/kg, s.c.)
on Baker yeast-induced fever is shown in Figure 6. Statistical analysis of Tg change
showed that diacerein attenuated the Baker’'s yeast-induced fever in young rats [F
(15,305) = 9.24; p<0.01] along time. However, compared with dypirone (100 mg/kg,
s.c.), a classical antipyretic, diacerein proved to have a low antipyretic activity [F(5,305)=
7.64; p<0.001]. In a parallel experiment, we determined that 5 mg/kg diacerein had no
effect on basal rectal temperature along time compared to vehicle [F(5,110)= 0.34;
p>0.05 — data not shown].

Figure 7 shows the effect of diacerein (5 mg/kg, s.c.) on the onset of Baker yeast-
induced fever. Statistical analysis revealed that diacerein delayed Baker yeast-induced
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fever for two hours [F(8,200)= 13.63; p<0.001], but did not prevent the development of
fever. Such a short duration of effect of diacerein may be explained by its low half-life (4
hours) and by the fact that a small dose of diacerein was used in these experiments.

In order to investigate possible mechanisms by which diacerein delayed the onset
of Baker yeast-induced fever, we evaluated whether this compound has antifungal
activity and whether it alters Baker yeast-induced leukocyte migration into the peritoneal
cavity. The antifungal assay based on M27-A2 methodology (NCCLS, 2002) showed
that none of the concentrations of diacerein tested (15.6 — 1000 pg/ml) altered
Saccharomyces cerevisiae growth in vitro.

Figure 8 shows the effect of diacerein (5 mg/kg, s.c.) on Baker yeast-induced
peritoneal leukocyte migration. Statistical analysis (two-way ANOVA) revealed that
diacerein attenuated Baker yeast-induced leukocyte migration [significant drug
(diacerein or vehicle) by pyrogen (Baker yeast or vehicle) interaction: [F(1,9)= 8.33; p<
0.05].

The effect of diacerein on PGE, (10 ng/animal, i.t.)-induced fever is shown in
Figure 9. Ninety minutes after the administration of PGE;, the rats were injected with
vehicle (5% Tween 80 in 0.9% NaCl) or diacerein (5 mg/kg, s.c.) and had their Tg
followed up for 5h. Statistical analysis of Tr change showed that diacerein did not revert
PGEz-induced hyperthermia [F(6,156)= 1.13; p>0.05]. Diacerein did not affect PGE; —
induced fever when given before the prostaglandin [F(10,350)= 0.9; p>0.05 — Figure 10].
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Figure 5: Effect of the subcutaneous administration of vehicle (5% Tween 80) or 10

mg/kg diacerein on rectal temperature change (A Tgr) along time. Values represent

mean = S.E.M. change from baseline rectal temperature (n=11-13 per group). * P<0.05
compared with vehicle (F values in the text). For the sake of clarity, 1 and 3 mg/kg
diacerein data were omitted.
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Figure 6: Effects of the subcutaneous administration of saline (0.9% NaCl), vehicle (5%

Tween 80), diacerein (5 mg/kg) or dipyrone (100 mg/kg) on Baker yeast-induced fever

(0.135 g/kg). Baker yeast was injected (i.p.) at zero time. The arrow indicates time of

injection of testing drugs. Values represent mean + S.E.M. change from baseline rectal

temperature (n=12-20 per group). * P<0.01 compared with vehicle. # P<0.001 compared

with dipyrone (F values in the text).

35



Artigo

—— Vehicle —%¥— Diac 5 mg/kg

2.00

150 |

AT, (°C)

1.00 |

0.50 |

0.00

Time (hours)

Figure 7. Effect of the subcutaneous administration of vehicle (5% Tween 80) or
diacerein (5 mg/kg) on the development of Baker yeast-induced fever (0.135 g/kg). The
arrow indicates time of injection of vehicle or diacerein. Values represent mean + S.E.M.
change from baseline rectal temperature (n=12-20 per group). * P<0.001 compared with

vehicle (F values in the text).
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Figure 8: Effect of subcutaneous administration of vehicle (5% Tween 80) or diacerein (5
mg/kg) on Baker yeast-induced peritoneal leukocyte migration (0.135 g/kg). Values

represent the mean number of cells/mm?® (n=2-4 per group). * P<0.05 compared with
vehicle (F values in the text).
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Figure 9: Lack of effect of the subcutaneous administration of vehicle (5% Tween 80) or

diacerein (5 mg/kg) on prostaglandin E; —induced fever (10 ng/100ul, i.t.). Prostaglandin

E, was injected (i.t.) at zero time. The arrow indicates time of injection of vehicle or

diacerein. Values represent mean + S.E.M. change from baseline rectal temperature

(n=5-10 per group). * P>0.05 compared with vehicle (F values in the text).
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Figure 10: Lack of effect of the subcutaneous administration of vehicle (5% Tween 80)

or diacerein (5 mg/kg) on the development of prostaglandin E, —induced fever (10

ng/100 ul, i.t.). The arrow indicates time of injection of vehicle or diacerein. Values

represent mean + S.E.M. change from baseline rectal temperature (n=8-11 per group).

* P>0.05 compared with vehicle (F values in the text).
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5. Discussion

In the current study we describe that systemic diacerein attenuates Baker yeast-
induced fever and delays its onset in young male rats. Baker yeast-induced fever
coincided with increased peritoneal leukocyte migration, which was also attenuated by
diacerein. Diacerein, however, neither prevented nor reverted PGE,-induced fever.

A significant body of evidence suggests that diacerein has anti-inflammatory
properties (Nicolas et al., 1998; Spencer and Wilde, 1997; Tamura et al., 2002), though
it does not inhibit PGE synthesis (Pelletier et al., 1998) and paradoxically increases
COX-2 synthesis (Pelletier et al., 1998). In fact, diacerein and rhein decrease cytokine
response by inhibiting TNF-a, IL-1p and IL-1B-induced NO synthesis and the maturation
of IL1-B (Martel-Pelletier et al., 1998; Moldovan et al., 2000; Pelletier et al., 1998; Yaron
et al., 1999). Regarding this point, it has been shown that serum levels of TNF-a, but not
of IL1-B, increase in the early phases of the fever induced by Saccharomyces cerevisiae
mannans, the pyrogenic component of Baker Yeast (Ataoglu et al., 2000). Therefore,
since Saccharomyces cerevisiae mannan-induced fever is concomitant to increased
serum TNFa levels and is prevented by NOS inhibitors, we may speculate that inhibition
of TNF-a or NO synthesis (Tamura and Ohmori, 2001) may underlie the currently
reported prevention of Baker yeast-induced fever. In addition, the fact that diacerein
prevents, but barely attenuates fever after its development, suggests that it may act in
the first steps of Baker’s yeast-induced pyrogenic response, where TNFa seems to play
arole.

It is worth remarking, however, that diacerein significantly attenuated Baker
yeast-induced leukocyte migration into the peritoneal cavity. This is in accordance with
the findings that diacerein inhibits leukocyte and neutrophil migration induced by
carrageenan in the mouse pleural cavity (Saleh et al., 1999) and that diacerein dose-
dependently inhibits human neutrophils chemotaxis in vitro (Mian et al., 1987). Since
fever depends on local leukocyte migration (Morimoto et al., 1986), it is possible that the

currently described delay of Baker yeast- induced fever by diacerein may be related
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to its ability to inhibit leukocyte migration. Pro-inflammatory cytokines, including TNF-a
and IL-1p, are stimulators of cell surface E-selectin expression (Bevilacqua et al., 1987;
Mantovani and Dejana, 1989). E-selectin promotes the capture of neutrophils in the
microcirculation and initiates the inflammatory response (Bevilacqua and Nelson, 1993).
Following this step, other adhesion molecules including ICAM-1 (intercellular adhesion
molecule -1), PECAM-1 (platelet-endothelial adhesion molecule - 1), and VCAM-1
(vascular cell adhesion molecule — 1) mediate the firm adhesion of neutrophils into the
interstitium, causing local inflammation (Albelda et al., 1994; Butcher, 1993; Tedder et
al., 1995). Therefore, if diacerein decreases cytokine levels, the E-selectin expression
may be impaired and, accordingly, the local inflammatory response that triggers fever
may also be attenuated. Consequently, one might argue that inhibition of cytokine
production by diacerein might underlie its both effects: prevention of Baker's yeast —
induced fever and leukocyte migration.

Since prostaglandins are probably the final mediators of Baker yeast-induced
fever (Ataoglu et al., 2000), we decided to investigate whether diacerein alters PGE,—
induced fever. Diacerein neither prevented nor reverted PGE,—induced fever,
suggesting that mechanisms upstream the EP receptors mediate the antipyretic effect of
this compound.

In this study we also investigated whether diacerein altered Saccharomyces
cerevisiae growth. This experiment was carried out because if diacerein had antifungal
activity, it would certainly prevent Baker yeast infection, and its consequent fever
response. Since diacerein did not alter Saccharomyces cerevisiae growth in vitro, the
possibility that it inhibits yeast growth in vivo sounds unlikely.

In summary, in this study we describe that a low dose of diacerein prevents and
attenuates Baker yeast-induced fever. The antipyretic action of diacerein, at a dose that
had no effect per se on rectal temperature, was small compared with dipyrone, at a dose
that also had no effect per se on rectal temperature. Since the anthraquinone derivative
was more effective to prevent fever response than to revert it, we suggest that it may act
in the early stages of fever development. These data suggest that diacerein may impair
fever development in patients who chronically receive it to treat rheumatic disorders.
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However, diacerein does not seem to be a promising antipyretic because it slightly

attenuates established fever, compared with dipyrone.

Acknowledgements

The authors thank Paulino Aguiar, Florindo Duarte and Rinaldo Moreira for
competent technical support. Research supported by CNPqg, CAPES and FAPERGS.
C.F.M. and M.A.R. are the recipients of CNPq fellowships, grant numbers 500120/2003-
0 and 500096/2003-1, respectively.

42



Artigo

References

Albelda, S. M., Smith, C. W., Ward, P. A., 1994. Adhesion molecules and inflammatory
injury. FASEB J. 8, 504 — 512.

Ataoglu, H., Dogan, M.D., Mustafa, F., Akarsu, E.S., 2000. Candida albicans and
Saccharomyces cerevisiae cell wall mannans produce fever in rats. Role of nitric
oxide and cytokines. Life Sci. 67, 2247-2256.

Bevilacqua, M.P., Pober, P.S., Mendric, D.L., Cotran, R.S., Gimbrone, N.A., 1987.
Identification of an inducible endothelial leukocyte adhesion molecule, ELAM-1.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 84, 9238-9242.

Bevilacqua, M.P., Nelson, R.M., 1993. Selectins. J. Clin. Invest. 91, 379-387.

Butcher, E. C., 1993. Specificity of leukocyte-endothelial interactions and diapedesis:
physiologic and therapeutic implications of an active decision making process. Res.
Immunol. 144, 695 — 698.

Cannon, J.G., Tompkins, R.G., Gelfand, J.A., Michie, H.R., Stanford, G.G., Van Der
Meer, J.W., Endres, S., Lonnemann, G., Corsetti, J., Chernow, B., 1990. Circulating
interleukin-1 and tumor necrosis factor in septic shock and experimental endotoxin
fever. J. Infect. Dis. 161, 79-84.

Chantre, P., Cappelarre, A., Leblan, D., Guedon, D., Vandermander, J., Fournie, B.,
2000. Efficacy and tolerance of Harpagophytum procumbens versus diacerhein in

treatment of osteoarthritis. Phytomedicine 7, 177-183.

Dascombe, M.J., Rotwell, N.J., Sagay, B.O., Stock, M.J., 1989. Pyrogenic and
themogenic effects of interleukin-1p in the rat. Am. J. Physiol. 256, 7-11.

43



Artigo

Holt, S.J., Grimble, R.F., York, D.A., 1989. Tumour necrosis factor-a. and lymphotoxin
have opposite effects on sympathetic efferent nerves to brown adipose tissue by

direct action in the central nervous system. Brain Res. 497, 183-186.

Kozak, W., Kluger, M.J., Soszynski, D., Conn, C.A., Rudolph, K., Leon, L.R., Zheng, H.,
1998. IL-6 and IL-1[beta] in fever: studies using cytokine-deficient (knockout) mice.
Ann. N. Y. Acad. Sci. 856, 33-47.

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

Kluger, M.J., Kozak, W., Leon, L.R., Conn, C.A., 1998. The use of knockout mice to
understand the role of cytokines in fever. Clin. Exp. Pharmacol. Physiol. 25, 141-
144.

Luheshi, G.N., Hammond, E., Van Dam, A.M., 1996. Cytokines as messengers of

neuroimmune interactions. Trends Neurosci. 19, 46-47.

Mantovani, A., Dejana, E., 1989. Cytokines as communication signals between

leukocyte and endothelial cells. Immunol. Today 10, 370-375.

Martel-Pelletier, J., 1998. Pathophysiology of osteoarthritis. Osteoarth. Cartil. 6, 374-
376.

Martel-Pelletier, J., Mineau, F., Jolicouer, F.C., Cloutier, J.M., Pelletier, J.P., 1998. In
vitro effects of diacerhein and rhein on interleukin-1 and tumor necrosis factor-
alpha systems in human osteoarthritic synovium and chondrocytes. J. Rheumatol.
25, 756-762.

Mestre, C., Pélissier, T., Fialip, J., Wilcox, G., Eschalier, A., 1994. A method to perform

direct transcutaneous intrathecal injection in rats. J. Pharmacol. Toxicol. Met. 32,

44



Artigo

197-200.

Mian, M., Azzara, A., Benetti, D., 1987. Studies in vitro on the effects of rhein on the

chemotaxis of human leukocytes. Int. J. Tissue React. 9, 459-463.

Moldovan, F., Pelletier, J.-P., Jolicoeur, F.-C., Cloutier, J.-M., Martel-Pelletier, J., 2000.
Diacerhein and rhein reduce the ICE-induced IL-1p and IL-18 activation in human

osteoarthritic cartilage. Osteoarth. Cartil. 8, 186-196.

Morimoto, A., Murakami, N., Watanabe, T., 1986. Dehydration enhances endotoxin fever

by increased production of endogenous pyrogen. Am. J. Physiol. 251, 41-47.

Moore, A.R., Greenslade, K.J., Alam, C.A.S., Willoughby, D.A., 1998. Effects of
diacerhein on granuloma induced cartilage breakdown in the mouse. Osteoarth.
Cartil. 6, 19-23.

Nakamori, T., Morimoto, A., Yamaguchi, K., Watanabe, T., 1994. Interleukin-1 beta
production in the rabbit brain during endotoxin-induced fever. J. Physiol. 476, 177-
186.

National Committee for Clinical and Laboratory Standards (NCCLS), 2002. Reference
method for dilution antifungal susceptibility testing of yeasts: approved standard.
Documents M27-A2. Villanova, PA. V.17.n.9

Nicolas, P., Tod, M., Padoin, C., Petitiean, O., 1998. Clinical pharmacokinetics of
diacerein. Clin. Pharmacokinet. 35, 347-359.

Pelletier, J.P., Roughley, P.J., Dibattista, J.A., McCollum, R., Martel-Pelletier, J., 1991.

Are cytokines involved in osteoarthritic pathophysiology. Semin. Arthritis Rheum.
20, 12-25.

45



Artigo

Pelletier, J.P., Martel-Pelletier, J., Howell, D.S., 1997. Etiopathogenesis of osteoarthritis.
In: Koopman, W.J. (Ed.), Arthritis and Allied Conditions. A Textbook of
Rheumatology. Williams and Wilkins, Baltimore, pp. 1969-1984.

Pelletier, J.P., Mineau, F., Fernandes, J.C., Duval, N., Martel-Pelletier, J., 1998.
Diacerhein and rhein reduce the interleukin-1 beta stimulated inducible nitric oxide
synthesis level and activity while stimulating cyclooxygenase-2 synthesis in human
osteoarthritic chondrocytes. J. Rheumatol. 25, 2417-2424.

Pietrangelo, A., Montosi, G., Recalcati, S., Garuti, C., Cairo, G., 1998. Diacerhein blocks
iron regulatory protein activation inflamed human monocytes. Life Sci. 63, 213-219

Saleh, T.S., Calixto, J.B., Medeiros, Y.S., 1999. Effects of anti-inflammatory drugs upon
nitrate and myeloperoxidase levels in the mouse pleurisy induced by carrageenan.
Peptides 20, 949-956.

Smith, B.K., Kluger, M.J., 1992. Human IL-1 receptor antagonist partially suppresses
LPS fever but not plasma levels of IL-6 in Fischer rats. Am. J. Physiol. 263, 653-
655.

Spencer, C.M., Wilde, M.1, 1997. Diacerein. Drugs 53, 98-106.

Tamura, T., Ohmori, K., 2001. Diacerein suppresses the increase in plasma nitric oxide
in rat adjuvant-induced arthritis. Eur. J. Pharmacol. 419, 269-274.

Tamura, T., Shirai, T., Kosaka, N., Ohmori, K., Takafumi, N., 2002. Pharmacological

studies of diacerein in animal models of inflammation, arthritis and bone resorption.
Eur. J. Pharmacol. 448, 81-87.

46



Artigo

Tedder, T. F., Steeber, D. A., Chen, A., Engel, P., 1995. The selectins: vascular
adhesion molecules. FASEB J. 9, 866-873.

Tomazzeti, J., Avila, D.S., Ferreira, A.P.O., Martins, J.S., Souza, F.R., Royer, C., Rubin,
M.A., Oliveira, M.R., Bonacorso, H.G., Martins, M.A.P., Zanatta, N., Mello, C.F.,
2005. Baker yeast-induced fever in young rats: characterization and validation of
an animal model for antipyretics screening. J. Neurosci. Methods (IN PRESS).

Yaron, M., Shirazi, I., Yaron, |., 1997. Effets anti-interleukin-1 de la diacerhéine in vitro.
Rev. Prat. 47, 20-23.

Yaron, M., Shirazi, |., Yaron, I., 1999. Anti-interleukin-1 effects of diacerein and rhein in

human osteoarthritic synovial tissue and cartilage cultures. Osteoarth. Cartil. 7,
272-280.

47



IV - DISCUSSAO



Discussao

O presente estudo mostra que a administracédo subcutanea de diacereina atenua a
febre induzida por suspensao de Saccharomyces cerevisiae (fermento de padeiro) em
ratos jovens, além de prolongar a laténcia para seu inicio. O desenvolvimento da febre
induzida por fermento de padeiro acontece com 0 aumento concomitante da migracao
leucocitaria para a regido peritoneal. Tal migracdo foi, também, atenuada no grupo de
animais tratados com diacereina. Entretanto, no modelo de febre induzida pela
administracao intratecal de PGE, a diacereina ndo apresentou efeito antipirético.

Evidéncias experimentais tém mostrado que a diacereina possui propriedades
anti-inflamatérias (Spencer & Wilde, 1997); Nicolas et al., 1998; Tamura et al., 2002),
embora ndo seja capaz de inibir a sintese de PGE e, paradoxalmente, aumente a
sintese de COX-2 (Pelletier et al., 1998). De fato, a diacereina e seu metabdlito, a reina,
inibem a sintese de TNF-a, IL-1B, a sintese de ON induzida pela administracao de LPS,
bem como a maturacdo da IL-1B (Martel-Pelletier et al., 1998; Yaron et al., 1999;
Pelletier et al., 1998; Moldovan et al., 2000).

Além disso, héa relatos de que os niveis de TNF-a, mas ndo de IL-18, aumentam
no soro de ratos, nas primeiras fases da febre induzida pela administracdo de polimeros
de manose provenientes do fungo Saccharomyces cerevisiae, 0 componente pirogénico
do fermento de padeiro (Ataoglu et al., 2000). J& que este aumento nos niveis de TNF-a
€ prevenido pelo tratamento dos animais com inibidores da ONS, especulou-se que a
inibicdo da sintese de TNF-a ou de ON (Tamura & Ohmori, 2001) poderiam estar
envolvidos no efeito antipirético da diacereina contra a febre induzida por suspensao de
Saccharomyces cerevisiae. Além disso, o achado que a diacereina previne o
desenvolvimento da febre e a atenua quando ja estd estabelecida, sugere que seu
efeito pode ocorrer nos primeiros estagios da resposta febril, onde o TNF-a parece
exercer um papel importante.

E relevante salientar, entretanto, que a diacereina atenuou significativamente a
migracao leucocitaria na cavidade peritoneal, induzida pela administracdo de fermento
de padeiro. Corroboram este achado, os relatos de que a diacereina é capaz de inibir a

migracdo de leucdcitos induzida por carragenina na cavidade pleural de camundongos
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(Saleh et al., 1999), e a quimiotaxia de neutrofilos humanos in vitro, de maneira dose-
dependente (Mian et al., 1987).

Ja que o desenvolvimento da febre depende da migracdo local de leucdcitos
(Morimoto et al., 1986), é possivel que a diacereina tenha atrasado o inicio da febre
induzida por fermento de padeiro por inibir a migracéo leucocitaria peritoneal.

Além disso, citocinas pro-inflamatérias, como o TNF-o e a IL-1B, estimulam a
expressdo de células de superficie da familia da selectina-E (Bevilacqua et al., 1987;
Mantovani & Dejana, 1989). A selectina-E promove a captura de neutréfilos na
microcirculacdo e inicia a resposta inflamatoria (Bevilacqua & Nelson, 1993). Apés este
estagio, outras moléculas de adesdo incluindo a ICAM-1 (molécula de adeséo
intercelular-1), a PECAM-1 (molécula de adesdo plaqueta-endotélio-1) e a VCAM-1
(molécula de adeséo vascular-1) medeiam a adesdo dos neutréfilos no intersticio,
causando inflamacéo local (Albelda et al., 1994; Tedder et al., 1995). Portanto, se a
diacereina diminui os niveis de citocinas, a expressao da selectina-E pode ser
prejudicada e, consequientemente, a resposta inflamatéria local que da origem a febre
pode ser, também, atenuada. Assim, pode-se sugerir que a inibicdo da producao de
citocinas pela diacereina pode explicar seu efeito de prevenir a febre induzida por
fermento de padeiro e a migracao leucocitaria.

Como as prostaglandinas sdo, provavelmente, os mediadores finais da febre
induzida por fermento de padeiro (Ataoglu et al., 2000), decidiu-se investigar o efeito da
diacereina sobre a febre induzida pela administracdo intratecal de PGE,. Os
experimentos mostraram que este composto nao foi capaz de prevenir ou reverter a
febre induzida por PGE;, sugerindo que mecanismos acima dos receptores para PGE;
medeiam o efeito antipirético da diacereina.

Neste estudo também investigou-se o efeito da diacereina sobre o crescimento do
Saccharomyces cerevisiae. Este experimento foi realizado porque a diacereina
certamente preveniria a infeccdo pelo fungo e, conseqiientemente, a resposta febril,
caso tivesse atividade antifingica. No entanto, como a diacereina ndo inibiu o
crescimento do Saccharomyces cerevisiae in vitro, a possibilidade que ela iniba o seu

desenvolvimento in vivo parece improvavel.
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Em conclusao, este estudo demonstrou que uma baixa dose de diacereina previne
e atenua a febre induzida por fermento de padeiro em ratos jovens. A acdo antipirética
da diacereina, em uma dose que ndo tem efeito sobre a temperatura retal, foi pequena
se comparada a dipirona, também em dose sem efeito per se. Ja que a diacereina foi
mais efetiva em prevenir a resposta febril do que reverté-la, sugere-se que ela possa
agir nos primeiros estagios do desenvolvimento da febre. O fato que a diacereina pode
prejudicar o desenvolvimento da resposta febril encontra aplicacdo clinica naqueles
pacientes artriticos, 0s quais usam-na cronicamente. Nestes pacientes, ha a
possibilidade que a resposta febril seja prejudicada e mascare um eventual quadro

infeccioso, dificultando seu diagndstico.
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Conclusao

=

A avaliacdo dos resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que:

A administragdo subcutanea de diacereina em concentragfes crescentes néo
alterou a temperatura retal dos animais ao longo do tempo, exceto a dose de 10

mg/kg.

A administracdo subcutanea de diacereina, na dose de 5 mg/kg, atenuou, ao
longo do tempo, a resposta febril induzida por suspensdo de Saccharomyces
cerevisiae em ratos jovens. Além disso, provou ter fraca atividade antipirética,

guando comparada a dipirona.

A administracdo subcutanea de diacereina, na dose de 5 mg/kg, aumentou a
laténcia para o inicio da febre induzida por suspensdo de Saccharomyces

cerevisiae em ratos jovens.

A diacereina, nas concentracdes de 15,6 a 1000 ug/ml, ndo apresentou efeito

antifangico sobre o crescimento de Saccharomyces cerevisiae, in vitro.
A administracdo subcutéanea de diacereina, na dose de 5 mg/kg, atenuou a
migracdo de leucocitos para a cavidade peritoneal induzida pela injecdo de

Saccharomyces cerevisiae.

A administracdo subcutanea de diacereina, na dose de 5 mg/kg, nao foi capaz

de reverter ou prevenir a febre induzida pela injecéo intratecal de PGE:.
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