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RESUMO

O remodelamento cardiaco € caracterizado por alteragdes do miocardio em resposta
a injuria ou sobrecarga de trabalho sofrida pelo coragdo durante determinadas
situagbes. Apos evento do infarto agudo do miocardio, o RC é considerado um
fendbmeno deletério e sua génese esta relacionada a diversos mecanismos
inflamatdrios. Estudamos a diacereina que € um composto antraquinona com
propriedade anti-inflamatéria que inibe a sintese e a atividade de citocinas pro-
inflamatorias, como o fator de necrose tumoral e interleucinas 1 e 6. O objetivo deste
estudo foi investigar os efeitos da diacereina no remodelamento ventricular in vivo
apos isquemia. A ligadura da artéria interventricular anterior foi feita para induzir
infarto do miocardio em ratos em um modelo experimental. Os ratos foram divididos
em quatro grupos: grupo Controle (n=16) e grupo Sham (n=8) que receberam
solugéo salina (n=16) e grupo Diacereina (n=10) e SHAM com Diacereina (n=10)
que receberam a diacereina (80 mg/kg/dia). Apds 4 semanas, analises moleculares,
atividade de caspase 3 e analises hemodindmicas foram comparados entre os
grupos. Os resultados demonstram redugao dos volumes sistdlico e diastdélico final
do VE no grupo tratado comparado com o grupo controle (p <0,01 e p <0,01,
respectivamente). Em comparagdo com ratos do grupo controle, os ratos tratados
com diacereina exibiram menos fibrose no VE (14,65% + 7,27% vs 22,57% * 8,94%,
p <0,01), menor atividade caspase 3 e baixos niveis de transcrigdo NF-kB p65.
Concluimos que o tratamento com diacereina uma vez ao dia durante 4 semanas
apo6s o IAM promoveu diminuicdo do remodelamento ventricular, com menor volume
diastélico e sistdlico final do VE. A diacereina também promoveu uma redugao de
fibrose no VE. Acreditamos que tais efeitos podem estar associados com obstru¢ao
parcial da via NF-kB.

Palavras-chave: Infarto do miocardio, Remodelamento ventricular, Isquemia,

Citocinas, Agentes anti-inflamatério.



The diacerein properties on the left ventricle remodeling after acute myocardial

infarction: experimental study.

ABSTRACT

Cardiac remodeling is characterized by myocardial changes in response to injury or
work overload suffered by the heart during certain situations. After the acute
myocardial infarction event, the RC is considered a deleterious phenomenon and its
genesis is related to several inflammatory mechanisms. We studied the diacerein
that is an anthraquinone compound with anti-inflammatory properties which inhibit
the synthesis and activity of pro-inflammatory cytokines such as tumor necrosis
factor and interleukin 1 and 6. The aim of this study was to investigate the effects of
diacerein on remodeling ventricular in vivo after ischemia. The ligation of the left
anterior descending artery was made to induce myocardial infarction in rats in an
experimental model. The rats were divided into four groups: control group (n = 16)
and Sham group (n = 8) that received saline (n = 16) and Diacerein group (n = 10)
and SHAM with Diacerein (n = 10) received diacerein (80 mg / kg / day). After 4
weeks, molecular analysis, caspase 3 activity and hemodynamic tests were
compared between groups. The results show reduction in systolic and end-diastolic
LV volumes in the treated group compared with the control group (p <0.01 and p
<0.01, respectively). In comparison with control rats, rats treated with diacerein
exhibited less fibrosis in the left ventricle (14.65% vs. 22.57% + 7.27% + 8.94%, p
<0.01), lower caspase 3 activity and low transcript levels of NF-kB p65. We conclude
that treatment with diacerein once a day for 4 weeks after myocardial infarction
promotes a decrease in ventricular remodeling, with lower end systolic and diastolic
volume of the left ventricle. Diacerein also promoted a reduction of fibrosis in the left
ventricle. We believe that such effects may be associated with partial blockage of the
NF-kB pathway.

Key words: Myocardial infarction, Remodeling ventricular, Ischemia, Cytokines, Anti-
inflammatory agents.
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1- INTRODUGAO

O remodelamento cardiaco (RC) foi descrito em 1982 por Hockman e
Buckey, onde eles discutiam sobre a substituicdo do tecido necrético na area
infartada por um tecido cicatricial (1, 2). Atualmente, sabemos que o RC & um
processo complexo que engloba além da substituicdo tecidual um conjunto de
alteragdes no coragdo decorrentes de injuria ou sobrecarga de trabalho durante
determinadas situagdes (3).

Varios estudos demonstram que essas alteragbes sao genéticas,
moleculares, celulares e intersticiais (caracteristicas microscopicas) (3-8). Como
consequéncias de tais alteragdes, observamos clinicamente o coragdo menos
eliptico e mais esférico devido as variagdes anatdbmicas no tamanho, massa, forma,
geometria e funcdo do coragdo (caracteristicas macroscopicas) (3-5, 9). Esses
eventos permitem que o coracdo se adapte as novas condi¢gdes de funcionamento
inicialmente benéficas e necessarias, mas para isso ativam mediadores (por
exemplo: neuro horménios, citocinas e estresse oxidativo) que se potencializam e se
correlacionam entre si (3). Como consequéncia, ao passar do tempo e com as
modificagdes moleculares, ocorre a hipertrofia das células cardiacas (midcitos) e
aumento da massa ventricular, reduzindo o estresse parietal (lei de Laplace) para
compensar e estabilizar o coragdo para manter suas fungdes (3, 9). Porém, essas
alteragbes promovem uma sobrecarga de trabalho ocasionando dilatagdo do
coragao, alteragbes na geometria, de contratilidade/relaxamento e aumento do
volume sistolico e diastdlico. A progressdo deste conjunto de alteragdes sé&o
prejudiciais ao coragao, pois promovem ao longo do tempo a disfungédo progressiva
do ventriculo esquerdo (VE), insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) ou morte subita
(1, 9). Estas alteragdes possuem mecanismos complexos, como alteragcées da via
de calcio, beta-adrenérgica e alteragdes das proteinas contrateis (1, 9).

O processo de RC tem como fator principal a sobrecarga de volume,
embora multiplos fatores como a ingestdo excessiva de sal, atividade simpatica,
niveis de neuro-hormdnios, etilismo, diabetes mellitus, exercicios fisicos, estresse
oxidativo, doengas de origem isquémicas ou valvares, hipertensdo arterial sistémica
e processos inflamatorios sdo descritos na literatura (9, 10).
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Neste contexto, o infarto agudo do miocardio (IAM) é uma das principais
causas de RC devido a perda aguda de miocardio lesado durante a isquemia e
necrose. Durante este processo ocorre a substituicdo do tecido lesado pelo tecido
cicatricial, promovendo o mecanismo reparador do RC. O RC esta acompanhado da
deposigao de fibrose e colageno na area acometida pelo 1AM (9, 11). O processo de
fibrose cardiaca ocorre com acumulo de tecido fibroso associado com a reagao
inflamatoria, que resulta na cicatrizagdo da area infartada e da area de risco (ndo
infartada), permitindo desta maneira momentaneamente a reestruturacdo do
miocardio (8, 12). A necrose celular na regido acometida € caracterizada por ruptura
de membrana devido ao edema celular, lise celular e fragmentagdo, com uma
resposta inflamatdria aguda sempre associada (4, 13). Esses dois processos podem
levar a disfungao sistolica, diastdlica e arritmias (12, 14).

A associagdo do IAM com a resposta inflamatoria e a lesdo promovida
pela isquemia e reperfusdo (I/R) € a causa principal entre as doengas
cardiovasculares que leva ao RC (15).

Apo6s o IAM, o processo de RC é caracterizado e considerado um fator
importante de mortalidade, pois influencia diretamente a fung&o ventricular (6). Para
manter preservada a fung&o ventricular, o RC leva ao aumento dos diametros do
ventriculo esquerdo e da espessura da parede ventricular (4, 16). Além disso, devido
a uma perda de tecido muscular, ocorre uma queda do volume ejetado e aumento
do volume sistdlico e diastdlico final do VE. Isso faz com que as células musculares
cardiacas sadias sofram sobrecarga de trabalho promovendo aumento da tenséo,
dilatagdo do VE e disfungao ventricular associando-se a um pior prognaostico (1, 6, 8,
17).

O IAM é um problema de saude mundial crescente nas ultimas décadas.
Os individuos acometidos pelo IAM apresentam altas taxas de morbidade e
mortalidade na pratica clinica de acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (14,
18-20). O |IAM apresenta origem multifatorial destacando-se a hereditariedade,
diabetes  mellitus, hipertensdo  arterial  sistémica, hipercolesterolemia,
hipertriglicerideos e tabagismo. Estes fatores promovem disfun¢gdo cardiaca,
endotelial, vascular e muitas outras complicagdes (21).

A doenga que precede o IAM €& conhecida como Aterosclerose,
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caracterizada por inflamacgao cronica na parede vascular com acumulo de lipidios no
espaco subendotelial, fazendo que ocorra a formagédo de um trombo ocluindo o vaso
coronariano (22, 23). Com a oclusao, a irrigagdo sanguinea (oxigénio e nutrientes)
nao ocorre adequadamente no coragao deixando as ceélulas em estado de hipdxia,
levando ao infarto na regido afetada (14, 23). Apos IAM o coragéo sofre mudangas
na sua estrutura quanto a sua flexibilidade, capacidade de energia e de adaptagao
(16). Porém, o principal efeito bioldgico que ocorre no coragdo apos |IAM € o que
conhecemos como |/R do miocardio (24).

A I/R é uma condi¢ao inflamatéria caracterizada por respostas imunes
inatas, definida como o restabelecimento da circulagdo com objetivo de levar
nutrientes e oxigénio as ceélulas previamente isquémicas, necessario para o
salvamento celular (16, 18, 25). Este restabelecimento promove lesdes de
reperfusdo no periodo inicial pela formagao de espécies reativas de oxigénio, stress
oxidativo, disfungdo mitocondrial e sobrecarga de calcio (26, 27). Segundo autor Ke
He e colaboradores, a I/R é uma lesédo continua, sendo um desafio nos dias atuais
para os médicos (20). Entretanto, a auséncia da reperfusdo € um evento devastador
associado a um pior progndstico (28, 29). A quantidade de células que morrem
durante e apdos a isquemia € o determinante primario do resultado tardio do |IAM.
Neste contexto, a redugdo do numero de células lesadas na I/R através do
restabelecimento sanguineo na regido afetada, apresenta-se como uma estratégia
de suma importancia nesta doenga (30).

A importancia de encontrar estratégias e drogas que possam minimizar a
lesdo de I/R é fundamental durante as sindromes coronarias agudas, bem como, no
intra-operatério de cirurgias cardiacas onde também ocorre a I/R do miocardio (30,
31).

Nas ultimas duas décadas tem sido descrito diversas técnicas visando a
cardioprotecado durante a reperfusdo com a consequente reducao da area de infarto
e melhor remodelamento ventricular (32, 33). O conceito de que a lesdo de I/R pode
ser limitada por manipulagbes farmacoldgicas é conhecido ha quase 40 anos.
Maroko e colaboradores introduziram a nova idéia de que a extensdo e gravidade do
dano miocardico talvez ndo possa ser pré-determinado, mas pode ser modificado
por manipulagdes durante a I/R (34).
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A reperfusdo esta associada com a cascata inflamatoria, ocasionando
danos as células cardiacas apds o periodo de isquemia devido a lesbes oxidativas
(16, 35). Neste processo, estudos revelam aumento dos niveis de citocinas pro-
inflamatodrias, anti-inflamatérias, moléculas de adeséo e também de interleucinas (5,
35-37). Os niveis elevados de citocinas pro-inflamatoérias contribuem para a ICC,
entretanto, s&o necessarios mais estudos para compreensdo fisiologica dos
beneficios e dos danos causados pelas citocinas no coragéo (36, 38).

Em especial, as citocinas sao proteinas secretadas por células da
imunidade inata e adaptativa, sendo produzidas como resposta a microorganismos e
outros antigenos. Diferentes citocinas estimulam respostas diversas nas células
envolvidas na imunidade e inflamagédo. Quando estimuladas por um agente, s&o
liberadas e agem por meio de receptores de membrana especificos, modulando a
producdo e atividade de outras citocinas (39). As citocinas sdo moléculas de
sinalizagdo que atuam atraindo células inflamatorias através de seus efeitos
biolégicos, para diferentes sitios que s&o atacados. Esses efeitos, sdo considerados
de acao direta ou de acio indireta, onde € necessario primeiramente a ativacao dos
fatores de transcricéo (4).

As citocinas s&do mediadores pleiotropicos e possuem uma gama de
acbes em todos os tipos de células envolvidas no reparo cardiaco (40). Em geral,
estudos demonstram que a liberagdo de pequenas quantidades de citocinas nos
tecidos estdo associados ao efeito benéfico, determinando uma ativacdo dos
mecanismos de defesa do organismo contra um agente agressor. Em contrapartida,
quantidades excessivas desses mediadores provocam efeitos deletérios ao
organismo (36, 38). Niveis de citocinas pro-inflamatérias elevados na circulagcao
sistémica estdo associados a diversos fatores, entre eles a faléncia do miocardio
(41).

Algumas citocinas pro-inflamatoérias sdo mais estudadas no coragao por
serem expressas pelo estresse causado pelo 1AM, I/R e também pela fisiopatologia
da hipertrofia, entre elas: Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a), Interleucina-1 (IL-1)
e a Interleucina-6 (IL 6). No entanto, os mecanismos e o papel preciso da inflamagao

ndo sao totalmente conhecidos (42).
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A IL-1 esta envolvida com o IAM devido sua produgdo excessiva na
presenca do colesterol. Macréfagos ativados dentro da placa de ateroma,
expressam IL-1, resultando na inflamagdo da parede endotelial (43). Estudos
genéticos sugerem que IL-1 desempenha papel crucial no remodelamento do
coragao infartado envolvendo agdes e tipos de células distintas (40). A interrupgéo
na cascata de sinalizagdo da IL-1 demonstra melhora do remodelamento apds o
infarto do miocardio e seus beneficios estao ligados a atenuagéo da sinalizag&o proé-
inflamatoria (40).

A IL-6 € uma citocina pro-inflamatéria produzida em varios tecidos, sua
estimulagdo no figado produz proteinas de fase aguda durante lesdo ou infecgéo
(44). Os niveis aumentados de IL-6 estdo correlacionados com risco futuros de
problemas vasculares e oclusao coronariana (43).

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) €& uma glicoproteina
imunoglobulina reguladora de diversas fungdes celulares (45). Descoberto em 1975,
o TNF-a ficou conhecido como fator de circulagdo causador de necrose de tumores,
posteriormente identificado como resposta do sistema inato a diferentes processos
de estresse (46). O TNF-a é produzido por macrofagos, adipécitos e cardiomiocitos
nos tecidos cardiacos em resposta a lesdo causadas pela I/R através do sistema
inato (11, 36, 47, 48). O TNF-a apresenta efeito protetor quando encontrado em
doses baixas a curto prazo. Entretanto, em doses elevadas e a longo prazo, esse
efeito passa ser deletério promovendo a diminuicdo da forga contratil e apoptose
(11, 48, 49). Em relagdo ao coragao, o TNF-a apresenta resultados divergentes na
literatura, onde sa&o observados estudos com melhora da fungdo contratil e da
funcédo ventricular e em contra ponto, outros estudos relatam perda da protecao
relacionadas com o TNF-a e um aumento da mortalidade (23).

O mecanismo de acdo do TNF-a consiste na liberagdo de células
sintetizadoras (macroéfagos, fibroblastos, células de musculo liso, etc.) na forma
soluvel para sua conversdo e ativacdo (50). O TNF-a induz efeitos pleiotropicos
através de dois receptores ativos, descritos como receptor tipo 1 de TNF (TNFR1) e
receptor tipo 2 de TNF (TNFR2) (51). Estes dois receptores sao constituidos por
glicoproteinas e atuam em diferentes regides intracelulares. Porém, cada receptor

apresenta caracteristicas funcionais e sinalizagbes celulares distintas (11, 50). O
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TNFR1 é responsavel pelo efeito deletério e citotdxico, como a necrose ou apoptose,
€ expresso em quase todos os tipos de células, inclusive do miocardio (11, 46). O
TNFR2 é responsavel pelo efeito cardioprotetor, expresso nas células cardiacas e
também apresenta importante papel no sistema linféide (11, 46). Entretanto, na
literatura o papel TNFR 1 e 2 permanece incerto (52).

O TNF é responsavel também pela sintese do fator kappa B nuclear (NF-
KB) considerado fator de transcricdo de genes inflamatérios que promovem apoptose
(4, 50).

Neste trabalho, estudamos também o fator-kB nuclear (NF-kB) que é uma
proteina de transcricdo expressa no miocardio que regula a expressdo de
mediadores no processo inflamatorio (35, 47). O NF-kB esta envolvido na regulagao
do processo celular de maturacio, sobrevivéncia e proliferacdo, além de processos
inflamatorios (10). A familia do NF-kB é subdivida em: p50-P105 (NF-kB1), p52-
P100 (NF-kB2), p65 (RelA), RelB e RelC, que formam diversos dimeros que vé&o
determinar a sua acgdo (4, 10, 53). Essas subunidades p50 (essencial para a
protecdo cardiaca contra I/R) e p65 (responsavel pela expressao cerca de 25% dos
genes responsivos do NF-kB) sdo as formas mais encontradas e responsaveis
principalmente pela atividade de transcrigdo do NF-kB (10).

A ativagcdo do NF-kB é descrita na literatura em macréfagos, células
musculares lisas e em células endoteliais associadas com placas ateroscleréticas
(54). Os dimeros de NF-kB se associam com um grupo de proteinas inibitoria
conhecidas como IkB, que tem a funcdo de manter os dimeros de NF-kB no
citoplasma na forma inativa (10). Porém, na isquemia e depois da lesdo de
reperfusdo, a via do NF-kB é estimulada e o kB é fosforilado por diferentes quinases
(IKK1 / IKK-a e IKK2 / IKK-B), degradando e liberando o NF-kB para ser translocado
para o nucleo, proporcionando a transcricdo dos genes inflamatorios (Figura 1) (4,
35, 37, 55).

O NF-kB também esta envolvido na regulagdo dos processos celulares,
maturacéo celular e processos inflamatérios (10). A transcrigdo NF-kB é vista como
um moderador celular da imunidade inata e adaptativa do processo apoptético e
anti-apoptético, além dos processos fisiopatoldgicos cardiacos (41, 55). Podemos
destacar, que a atividade do NF-kB esta associada com aterosclerose, ruptura da
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placa aterosclerotica, rejeicdo de transplantes cardiacos, angina e entre muitos
outros, a lesdo por I/R (54). Por estar envolvidos em todos esses processos, o NF-
kB induz, regula e codifica as proteinas envolvidas nos eventos inflamatorios e
também nos considerados cardioprotetores (37, 55).

Existe controvérsias na literatura em relacdo ao papel do NF-kB. Estudos
mostram efeitos prejudiciais no remodelamento pés-IAM quando o NF-kB é
translocado para o nucleo, iniciando as transcrigbes de citocinas, agentes pro-
coagulantes e genes vasoativos. Porém, o NF-kB promove a expresséo de proteinas
com efeitos cardioprotetores que bloqueiam a apoptose ou inibem a inflamagao (53,
55).

ﬁ TNF-a, LPS, mitogens,
viruses

Receptor o

DOV OT

Cell membrane ll‘ I
c.o..c.o.oc'

Cytoplasm

.
l"
.
- .
- 0
.
.
.

Ty

»

y Nucleus &

/ ? Gene transcription
[ ——-

( LAVAPAVAVATAVAAVRVARATAVATAVAVAFAVAVA VAV >

DNA

Figura 1: Diagrama da via de sinalizacdo de NF-kB que resulta na
transcricdo de genes relacionados ao processo inflamatério. A ativagdo do complexo
IKK leva a fosforilagado de IkB que permite a translocagcdo do NF-kB para o nucleo.
Referéncia: (http://www1.imperial.ac.uk/resources/AA786A60-3352-41E7-
BE2797D3F1315DB9/figureSnfkbpathway.jpg).

Buscando minimizar os danos ao coragido, estudamos neste trabalho a
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acao da diacereina, cujos beneficios (bem definidos na literatura), estdo associados
primeiramente a doengas reumaticas (56).

A diacereina € uma antroquinona encontrada em plantas do género
Cassia (Figura 2) e seu metabdlito ativo é 1,8-Diacetoxi-3-carboxiantraquinona
(Figura 3). Em humanos, a diacereina é totalmente metabolizado em um composto
chamado Rhein (acido 4,5-dihydroxyanthraquinone-2-carboxilico) (Figura 4), o qual é
distribuido para os demais tecidos (56, 57). O rhein é um composto bioativo
encontrado em plantas fitoterapica chinesa chamada Ruibarbo ou Rhubarb (Rheum
palmatum L. ou R. tanguticum Maxim), conhecida por agédo anti-inflamatoria, pro-
inflamatodria, antipirética e analgésica (56, 58). A diacereina devido a sua atividade
biolégica vem sendo discutida por décadas, no entanto, seu efeito benéfico
primeiramente foi encontrado no tratamento de osteoartrites e osteoartroses
associados principalmente com tecidos articulares como condrécitos, fibroblastos
sinoviais e osteoblastos (58).

Estudos em animais e humanos tém mostrado que o metabdlito ativo da
diacereina inibe a sintese e atividade de citocinas pro-inflamatérias (TNF, IL-6 e IL-
1) e pode ter um efeito benéfico no remodelamento ventricular apos a lesdo em I/R
do miocardio (57, 59). O autor Gao 2014, relata que a diacereina € um inibidor
potente de oxido nitrico induzido por IL-1 B e que os inibidores de IKKB podem ser
drogas anti-inflamatorias eficazes (56). Aléem disso, a diacereina tem a capacidade
de inibir a produgao de IL-1 e metaloproteinases (59).

A cascata inflamatéria que envolve o processo de IAM é um alvo
terapéutico atrativo devido o efeito multifuncional que as drogas tem nas células. O
desafio € desenvolver novas drogas que ativam preferencialmente a via reparadora

em relacdo a prejudicial (60).
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Figura 2: Foto ilustrativa de uma das plantas do género Cassia
Referéncia:
(http://www.google.com.br/imgres?imgurl=http://www.essentialoilspedia.com/wpconte
nt/uploads/2013/05/cassia.jpg&imgrefurl=http://www.essentialoilspedia.com/cassia/&
h=1200&w=1600&tbnid=Z236K0_Gc9ArpOM:&tbnh=160&tbnw=213&usg=__ BqJHY
gRt7B-1gfRIMnxaKnplB8=&docid=yl02yCLz6n43yM&itg=1)
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Figura 3: Estrutura quimica da diacereina, formula molecular C49H120s,

peso molecular 368.293 g/mol.
Referéncia:http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Rhein#section=Top



24

Figura 4 : Estrutura quimica do composto Rhein, formula molecular
C15H80es, peso molecular 284.22042 g/mol.

Referéncia:
http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Rhein#section=Top
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2- OBJETIVO

Avaliar quais os efeitos da utilizagdo da diacereina sobre o
remodelamento ventricular na lesdo de isquemia miocardica em modelo

experimental clinicamente relevante apés IAM.
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3- METODOLOGIA

Estudo realizado no periodo 2012 a 2015 no Laboratério de Isquemia e
Reperfusdo do Miocardio (LIRM), localizado Nucleo de Medicina Experimental na
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Ciéncias Médicas FCM-UNICAMP sob o numero 2428-1. Todos os protocolos
experimentais foram estabelecidos de acordo com as normas do Conselho Brasileiro
de Experimentagdo Animal, e do "Guia para Cuidados e Uso de Animais de
Laboratério”, publicado pelo US National Institutes of Health (NIH Publication No. 85-
23, revista em 1996). O trabalho recebeu suporte financeiro CAPES (numero
processo 11239-13-1) e FAPESP (numero processo 2011/14550-7).

Ratos da linhagem Wistar, machos com peso médio de 180 gramas e
com 4 semanas de vida foram estudados neste trabalho. Os animais tiveram livre
acesso a agua e uma dieta para ratos padrao oferecida pelo Centro de Criagéo
Central da Universidade Estadual de Campinas- UNICAMP. As salas onde os
animais foram alojados mantinham a temperatura de 21 °C com um ciclo claro /

escuro de 12 horas cada.

3.1- Indugao do IAM

Animais com 4 semanas de vida foram submetidos a toracotomia sob
anestesia inalatéria com Isoflurano 2%, n&o sendo necessario entubagdo. Em
seguida, foi realizado uma pequena incisédo na pele do animal na regido toracica a
esquerda para dissecdo da musculatura. O térax foi aberto e cuidadosamente o
coracao exposto através da incisao toracica. Um fio de polipropileno foi passado ao
redor da artéria interventricular anterior e a mesma ocluida. O coragao foi inserido no
térax e realizado sutura. O procedimento durou em média dois minutos. Esta técnica
foi descrita por Gao e colaboradores sendo realizada em nosso laboratério, com
15% mortalidade operatoria em virtude do infarto (61).
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Os animais randomizados envolvidos no estudo foram divididos em quatro
grupos, sendo:

* Grupo Controle (n=16) : submetidos a toracotomia com ligadura da
artéria interventricular anterior. Tratados com placebo (solugéo fisioldgica) iniciando
o tratamento no dia do infarto e mantido por 4 semanas até o estudo hemodinamico
e eutanasia.

* Grupo Diacereina (n=10) : submetidos a toracotomia com a ligadura
da artéria interventricular anterior. Tratados com diacereina 80mg/kg/dia, iniciando o
tratamento no dia do infarto e mantido por 4 semanas até o estudo hemodinamico e
eutanasia.

* Grupo SHAM (n=8) : submetidos a toracotomia sem ligadura da artéria
interventricular anterior e mantidos por 4 semanas até o estudo hemodinamico e
eutanasia, sendo tratados com placebo (solugao fisioldgica)

* Grupo SHAM com Diacereina (n=10) : submetidos a toracotomia sem
ligadura da artéria interventricular anterior, sendo tratados com diacereina 80
mg/kg/dia, iniciando o tratamento no dia do infarto e mantido por 4 semanas até o
estudo hemodinamico e eutanasia.

A dose de diacereina é baseada em estudos que avaliaram a droga em
ratos submetidos ao modelo de inflamagéo (62, 63). Os animais pertencentes ao
grupo diacereina e Sham com diacereina, receberam a droga diluida em agua
através de gavagem uma vez ao dia. E os animais pertencentes ao grupo controle e

ao Sham receberam solug&o salina através de gavagem uma vez ao dia.

3.2- Avaliagao Hemodinamica

ApOs 4 semanas de procedimento de 1AM, os animais foram anestesiados
com Xilazina (5 mg / kg) e Cetamina (75 mg / kg) por injec&o intraperitoneal. Um
cateter de medida de pressao e volume (SPR-838, Millar Instruments, Houston, TX,
EUA) foi introduzido na artéria carotida direita até o ventriculo esquerdo. O cateter
foi ligado a um PowerLab 8/30 conversor A / D (ADInstruments, Mountain View, CA,
EUA) e um computador pessoal. O posicionamento deste cateter de pressao gerou
curvas de volume e pressdao com indices de contratilidade derivados destas
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medidas. Solugéo salina a 30% foi injetada (20 microlitros) em bolus para verificagao
da condutancia do eletrodo e calibragdo do mesmo. Com esta metodologia
mensuramos indices de contratilidade, como: elastancia maxima, trabalho sistélico
pré recrutavel, relacdo da pressao diastolica final e volume diastodlico final do
ventriculo esquerdo e tempo de relaxamento isovolumétrico (TAU).

Ao final das medidas os animais foram eutanasiados e realizado a
remocao do coracdo para estudos laboratoriais. Primeiramente o coragdo e os
pulmdes foram removidos e pesados, assim como o animal. Em seguida, excluimos
do estudo a porcéo correspondente ao ventriculo direito e o coragao foi colocado em
nitrogénio liquido, armazenado a temperatura de -80°C para posterior analises

moleculares.

3.3- Extracao de Proteinas para Western Blot

O material estudado foi removido do freezer -80°C e colocado
imediatamente em banho de gelo para ser processado sem que ocorra 0 seu
descongelamento. Em seguida, adicionamos o tampao de extracdo RIPA (1% de
NP40, 1% de Deoxycholate de Sddio, 0.1% de SDS a 10%, 150mmol/L de NaCl,
50mmol/L de HEPES pH 7.0, 2mmol/L de EDTA pH 8.0, 100mmol/L de NaF, 10% de
glicerol, 1.5mmol/L de MgCl;, 100mmol/L PMFS em ETOH, 200mmol/L
Ortovanadato de Sodio, 1ug/ml de Aprotinina) em cada tubo de ensaio contendo o
coragao para ser homogeinizado com o politron promovendo a lise dos tecidos.
Realizamos a centrifugagdo das amostras a 12.000 rpm, por 10 minutos, a 4 °C,
onde obtivemos a separacado das fragcdes soluveis das insoluveis. Aliquotas foram
realizadas e em seguida a quantificagdo de proteina pelo método do Biureto
(Laborlab, de Guarulhos, SP, Brasil) no leitor de Enzyme-Linked Immunosorbent

Assay (Elisa).

3.4- Western Blot

Aplicamos 125 ug de proteina no gel de SDS-PAGE 1,0 mm (Sodium Dodecyl
Sulfate-poly-acrylamide) de 8% ou 10% de acordo com o peso molecular da proteina
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estudada. Apos aplicagdo das amostras em gel SDS-PAGE a eletroforese foi
realizada no aparelho Minigel Cuba ® Mini-PROTEAN Il, BioRad, com solugéo
tampéo de eletroforese diluida previamente. Depois de executar a corrida em gel de
SDS, imediatamente transferimos as proteinas para uma membrana de nitrocelulose
(BioRad) utilizando o equipamento Trans-Blot® Turmo TM Transfer System (BioRad,
USA). A coloragdo Ponceau S ou “house keeping genes” foi realizada apos
transferéncia para confirmagdo da eficiéncia da transferéncia e da sobretaxa de
proteina equivalente contida na membrana.

Em seguida, a membrana foi incubada com solugdo de bloqueio durante
duas horas e logo apés, adicionada a solugéo de anticorpo primario por uma noite.
Os anticorpos utilizados para a deteccéo das proteinas respectivas foram:

* |kB-a (sc: 371, Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA)

* p-lkB-a (sc: 8404, Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA,

USA)

* TNF-R1 (sc: 80376, Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA,
USA)

* TNF-R2 (sc: 1074, Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA,
USA)

* Pro-COL 1 A 2 (sc: 8787, Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz,
CA, USA)

As membranas foram incubadas novamente com os anticorpos
secundarios, respeitando a origem animal (espécie) do anticorpo primario, sendo:

* Anti-mouse (Thermo Scientific, West Palm Beach, FL, USA)

* Anti-rabbit (Thermo Scientific, West Palm Beach, FL, USA)

* Anti- goat (Thermo Scientific, West Palm Beach, FL, USA)

Os complexos imunes formados foram visualizados com o sistema de
deteccdo de quimiluminescéncia Super Signal® West Pico Chemiluminescent
Substrate (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) Os segmentos foram quantificados

por densitometria das imagens digitalizadas.
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3.5- Reacao em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (PCR- Real

Time)

Amostras de tecidos da area de infarto e area remota do VE foram
submetidos a extracdo de RNA usando reagente Trizol (Ambion, EUA). O RNA foi
quantificado utilizando a relacédo de absorbancia 260/280 nm. Utilizando um kit de
cDNA de alta capacidade de Transcricdo Reversa (Applied Biosystems, Carlsbad,
CA, USA), o RNA total (1ug) foi utilizado para reagbes de transcricdo reversa. Para
detectar os niveis de expressdo de genes, PCR em tempo real foi realizado
utilizando os iniciadores TagmanTM disponiveis comercialmente para a IL-1, IL-6,
TNF, NF-kB p50, NF-kB p65 e actina (Applied Biosystems, Carlsbad,CA, USA).

Utilizamos a actina como controle interno.

3.6- Analise Histopatolégica

Apoés a avaliagdo hemodinamica, o VE de cada animal foi dissecado, e
uma fatia do ventriculo (~ 3 mm) foi preservado em paraformaldeido a 4% e
embebidos em parafina. As secgdes de tecido (4 mm) foram corados com Tricrébmico
de Masson e Picrosirius Red para avaliar fibrose e deposi¢cdo de colageno. Imagens
histolégicas foram adquiridos usando um microscopio 6ptico com uma lente de 2,5 x
(Imager A2 Axio Carl Zeiss, Alemanha). Cerca de 12 imagens foram necessarios
para cobrir a fatia a extensdo do tecido. As imagens foram reconstruidas
posteriormente em uma unica fatia panordmica usando software PTGui (versao
9.1.3, Rotterdam, Holanda).

Fibrose e deposigao de colageno foram quantificados utilizando software
ProPlus Imagem (versdo 6.0, Warrendale, PA, EUA). Os dados foram expressos
como percentagem de tecido total por fatia do VE panoramico. Analisamos também
a fibrose e deposicao de colageno na area n&o infartada do VE (area remota).
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3.7- Area de Secgio Transversal da Cardiomiécitos

As areas das sec¢des transversas dos cardiomiécitos do VE (4 ym) foram
utilizadas para avaliagcdo de hipertrofia cardiaca. Os tecidos foram corados com
hematoxilina e eosina. Aproximadamente de 10 a 15 campos da area remota foram
analisados com a lente objetiva 40 X e a luz transmitida. Um total de 70 células
foram medidas para cada animal utilizando o software Image ProPlus (verséao 6.0,
Warrendale, PA, EUA) para a avaliacdo das areas das secbes transversas dos

cardiomiodcitos.

3.8- Transcrigao de NF-kB Subunidades p50 e p65

Estudamos a ativacdo do NF-kB subunidades p50 e p65 nos tecidos de
VE a partir de extratos nucleares. Utilizamos um método de detecgéo
quimioluminescente de acordo com as instru¢gdes do fabricante disponiveis no kit
comercial (Transcription Factor Kits for NF-kB p50 e p65 number 89858 89859,
Pierce Biotechnology, Rockford, IL- USA) .

3.9- Caspase 3/7 Atividade

A atividade da Caspase 3/7 foi analisada a partir de extrato de proteina do
VE (200 mg) de acordo com as instru¢des do fabricante (Caspase 3/7 Glo,
Promega, Fitchburg, WI, EUA). Os dados foram analisados utilizando um
lumindmetro Glomax 20/20 (Promega, Fitchburg, WI, EUA).
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4- RESULTADOS

Os resultados da presente tese estdo apresentados no artigo:

Torina AG, Reichert K, Lima F, de Souza Vilarinho KA, de Oliveira PP, do
Carmo HR, de Carvalho DD, Saad MJ, Sposito AC, Petrucci O. Diacerein Improves
Left Ventricular Remodeling and Cardiac Function by Reducing the Inflammatory
Response after Mpyocardial Infarction. PLoS ONE. 2015; 10(3): e0121842.
doi:10.1371/journal. pone.0121842
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Abstract

Background

The inflammatory response has been implicated in the pathogenesis of left ventricular (LV)
remodeling after myocardial infarction (Ml). An anthraquinone compound with anti-inflam-
matory properties, diacerein inhibits the synthesis and activity of pro-inflammatory cyto-
kines, such as tumor necrosis factor and interleukins 1 and 6. The purpose of this study was
to investigate the effects of diacerein on ventricular remodeling in vivo.

Methods and Results

Ligation of the left anterior descending artery was used to induce Ml in an experimental rat
model. Rats were divided into two groups: a control group that received saline solution (n =
16) and a group that received diacerein (80 mg/kg) daily (n = 10). After 4 weeks, the LV vol-
ume, cellular signaling, caspase 3 activity, and nuclear factor kappa B (NF-kB) transcription
were compared between the two groups. After 4 weeks, end-diastolic and end-systolic LV
volumes were reduced in the treatment group compared to the control group (p < .01 and

p < .01, respectively). Compared to control rats, diacerein-treated rats exhibited less fibro-
sis inthe LV (14.65%+ 7.27% vs. 22.57%* 8.94%; p < .01), lower levels of caspase-3 activi-
ty, and lower levels of NF-«kB p65 transcription.

Conclusions

Treatment with diacerein once a day for 4 weeks after Ml improved ventricular remodeling by
promoting lower end-systolic and end-diastolic LV volumes. Diacerein also reduced fibrosis
in the LV. These effects might be associated with partial blockage of the NF-«B pathway.

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0121842 March 27, 2015
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Introduction

Myocardial infarction (MI) is a devastating event, especially when reperfusion does not occur
[1, 2]. Left ventricular (LV) remodeling after MI involves enlargement of the LV and thinning
of the ventricular wall to maintain cardiac function[3]. The inflammatory response plays an
important role in LV remodeling [4]. For example, reperfusion injury can trigger a cascade of
signaling events that lead to inflammatory tissue damage. These signaling factors can include
pro-inflammatory cytokines, such as tumor-necrosis factor o. (TNF-o:), anti-inflammatory
molecules, adhesion molecules, and interleukins|5, 6].

TNF-a.is a pro-inflammatory cytokine that participates in the innate immune system and is
expressed by cardiac tissues. At low levels, TNF-o. exhibits a cardioprotective effect, whereas at
high levels, TNF-o has been shown to mediate detrimental effects [6, 7]. TNF-o has been impli-
cated in the pathogenesis of ventricular remodeling after MI [5, 8]. In clinical trials, blocking or
decreasing the bioavailability of TNF-a produced disappointing results in patients with conges-
tive heart failure [8, 9]. However, these patients had already undergone remodeling and dilation
of the LV, and the results may have been affected by the dichotomous effects of TNF-c..

To our knowledge, no clinical trial to date has evaluated the effects of anti-inflammatory in-
tervention on LV remodeling immediately after MI. However, there is some evidence that inhi-
bition of nuclear factor kappa B F-xB) improves LV remodeling and contributes to a decrease
in cardiac dysfunction after MI. Moreover, NF-xB is regulated, in part, by TNF-o. [8, 10, 11].

Diacerein is an anthraquinone compound with anti-inflammatory properties that inhibit
the synthesis and activity of pro-inflammatory cytokines, such as TNF-o and interleukins 1
and 6 (IL-1 and IL-6, respectively)[12-14]. The active metabolite for diacereinis rhein
(1,8-dihydroxy-3-carboxyanthraquinone), which is found in plants of the genus Cassia and has
exhibited anti-inflammatory effects by inhibiting cytokine synthesis [14]. In the present study,
LV remodeling was evaluated in the presence ofdiacerein4 weeks after MI was induced in a
rat model.

Methods
Animals and Ethics Statement

Wistar rats had free access to water and a standard rat diet (State University of Campinas Cen-
tral Breeding Center, Campinas, Brazil), and were housed in a room maintained at 21°C with a
12-hour light/12-hourdark cycle. All experimental protocols were established in accordance
with the standards of the Brazilian Council in Animal Experimentation, and the “Guide for
Care and Use of Laboratory Animals” published by the US National Institutes of Health (NIH
Publication No. 85-23, revised 1996). The protocol was approved by the Institutional Commit-
tee on the Ethics of Animal Experiments of the State University of Campinas under the permit
number 2428-1.

Induction of Ml and Study Protocol

Male Wistar rats (120-150g) were subjected to an MI event according to the method of Gao
et al.[15]. Briefly, rats were anesthetized with inhalation of 2% isoflurane with no endotracheal
tube placement. A thoracic incision was made over the left region of the chest, and a purse
string suture was made in the skin for incision closure at the end of the procedure. The thorax
was accessed through the fourth intercostal space, and the heart was gently popped out through
the incision.

MI was induced by performing a left coronary artery (LCA) ligation approximately 3 mm
from its origin using a 6-0 polypropylene suture. After ligation, the heart was immediately
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placed back into the chest, manual evacuation of air was performed, and the suture was closed
by snaring the previously placed purse string suture in the skin. If necessary, a needle was in-
serted into the eighth intercostal space to remove any residual pneumothorax. Rats were subse-
quently provided 40% oxygen and were monitored during recovery. All animals received
acetaminophen 200 mg.kg™ per os for 3 days.

After induction of MI and total recovery from anesthesia, animals were treated daily for 4
weeks with either 80 mg/kg diacerein diluted with 2 ml of saline solution (Diacerein group;
n = 10) or a gavage of 2 ml of saline solution every day (Control group; n = 16). The diacerein
dose applied was selected based on previous studies [14, 16, 17]and unpublished data from our
laboratory. Two Sham groups were performed in the same way as described above with excep-
tion of no MI was induced by LCA ligation. One group was treated daily for 4 weeks with a ga-
vage of 2 ml of saline solution (Sham Group; n = 8) and the second group was treated daily for
4 weeks with 80mg/kg diacerein diluted with 2 ml of saline solution (Sham group with Diacer-
ein; n = 10). Body weights were recorded each week, and the diacerein dose administered was
corrected for changes in weight. After 4 weeks, animals were submitted to a hemodynamic
study and euthanasia for tissue harvesting. The euthanasia was induced with pentobarbital
100 mg.kg ™" and confirmed by the LV catheter inserted during the hemodynamic assessment.

Hemodynamic Assessment

Four weeks after the MI procedure, rats were anesthetized with xylazine (5 mg/kg) and keta-
mine (75 mg/kg) by intraperitoneal injection and were allowed to breathe spontaneously. A he-
modynamic invasive assay was performed by using apressure-volume catheter (SPR-838,
Millar Instruments, Houston, TX, USA) that was inserted into the LV cavity through the right
carotid artery. The pressure and volume of the LV were continuously monitored for correct po-
sitioning of the catheter. The catheter was coupled to a PowerLab 8/30 A/D converter (AD In-
struments; Mountain View, CA, USA) and a personal computer. Parallel conductance
correction volumes were determined after injection of 30% hypertonic saline solution (20 pL).
Upon completing the hemodynamic measurements, LV volume correction was determined by
using heparinized blood that was obtained from each animal. The blood was calibrated by cu-
vette, according to the method of Parcher and colleagues [18].

Histopathological Analysis

After the invasive hemodynamic assessment was completed, the rats were euthanized, and
their heart and lung tissues were harvested and weighed. The LV from each rat was dissected,
and a mid-ventricle slice (~ 3 mm) from each was preserved in 4% paraformaldehyde and em-
bedded in paraffin. Tissue sections (4um) were stained with Masson’s trichrome and Picrosir-
ius Red to assess fibrosis and collagen deposition, respectively. Histological images were
acquired using an optical light microscope with a 2.5x lens (Imager A2 Axio Carl Zeiss, Ger-
many). On average, 12 images were needed to cover the entire LV slice. Images were recon-
structed to create a single panoramic slice using PTGui software (version 9.1.3, Rotterdam, The
Netherlands).

Fibrosis and collagen deposition were quantified using Image Pro Plus software (version
6.0,Warrendale, PA, USA). Data were expressed as a percentage of total tissue per LV pan-
oramic slice. Fibrosis and collagen deposition were also analyzed for the opposite LV wall
(remote area).
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Cross-sectional Area of Cardiomyocytes

To assess cardiac hypertrophy, the cross-sectional area (CSA) of the cardiomyocytes was calcu-
lated. Briefly, sections of the LV(4uum) were stained with hematoxylin and eosin (H&E) accord-
ing to Stefanon and collaborators [19]. Typically, 10 to 15 fields of the remote area were analyzed
using a40xobjective lens and transmitted light. A total of 70 cells were measured for each animal
using Image Pro Plus software (version 6.0, Warrendale, PA, USA) for CSA assessment.

Protein Quantification by Western Blot

Samples of the LV tissue were snap-frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C. Total protein
extraction was performed using RIPA buffer (1% (w/w) Nonidet P40, 1% (w/w) sodiumdeoxy-
cate, 0.1% (w/v) SDS, 150mmol/L NaCl, 50mmol/L HEPES pH 7.0, 2mmol/L EDTA pH 8.0,
100mmol/L NaF, 10% glycerol, 1.5mmol/L MgCl,, 100mmol/L PMSF in ETOH, 200mmol/L
sodium orthovanadate, 1 pg/ml aprotin), and samples were homogenized and centrifuged
prior to the determination of protein concentration in supernatants as previously described
[20]. Protein extracts (125 pg) were separated using 8% or 10% sodium dodecyl sulfate-poly-
acrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and transferred to nitrocellulose membranes.
These membranes were incubated with primary antibodies for IkB-a, pIkB-o, TNFR1, TNFR2,
and Pro-COL 1A2 (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA). Alkaline phospha-
tase-conjugated secondary antibodies were used (Thermo Scientific, West Palm Beach, FL,
USA).Bound antibodies were visualized using a biochemiluminescent detection system accord-
ing to the manufacturer’s instructions (Invitrogen Carlsbad, CA, USA). All immunoblotting
signals were normalized to densitometric data obtained for the corresponding membranes
stained with Ponceau, as previously described [21, 22]. Blots were imaged using a charge-cou-
pled device (CCD) camera (Gel Logic Imaging System, Rochester, NY, USA).

Transcription activity assay of NF-kB-Subunits p50 and p65

Activation of NF-xB p50 and p65 in nuclear extracts prepared from LV tissues was assayed
using a commercially available kit and a chemiluminescent detection method according to the
manufacturer’s instructions (Thermo Scientific).

Caspase 3/7 Activity

Caspase 3/7 activity was assayed for each LV protein extract (200 mg) according to the manu-
facturer’s instructions (Caspase/Glo 3/7, Promega, Fitchburg, WI, USA). Data were recorded
using a Glomax 20/20 luminometer (Promega).

Gene Expression

Infarct samples and remote tissues from the LV were subjected to RNA extraction using Trizol
reagent (Ambion, USA). RNA was quantified using 260/280 nm absorbance ratio data. Using a
High Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA),
total RNA (1 g) was used for reverse transcription reactions. To detect levels of gene expres-
sion, real-time PCR was performed using commercially available Tagman primers for IL-1,
IL-6, TNF, NF-xB p50, NF-xB p65, and actin (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA). De-
tection of actin was used as an internal control.

Statistical Analysis

All data are reported as the mean =+ standard deviation (SD).The Shapiro-Wilk test for normal-
ity was performed. Statistical significance was analyzed by using an unpaired ¢-test or Mann-
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Whitney test when appropriate. Statistical analyses were performed using GraphPad Prism
software (for Mac, version 6, San Diego, CA, USA).

Results
Animal Weight, LV Weight, LV/Body Weight Index, and LV Fibrosis

Four weeks after MI, the mean body weight of the Control group was greater than that of the
Diacerein group, although both groups exhibited a similar mean weight at the beginning of the
study. The Sham group treated with diacerein also exhibited a lower mean body weight com-
pared with the Sham only group. The LV/body weight index values were also higher for the
Control and Diacerein groups compared with the Sham and Sham plus diacerein groups 4
weeks post-MI. Using Masson’s trichrome staining, less fibrosis was detected for the Diacerein
group compared to the Control group (Fig. 1A) and lower collagen content was observed with
Picrosirius Red staining (Table 1). Morphometric analysis further revealed that the Diacerein
group had a lower cardiomyocyte CSA compared to the Control group in the remote LV area
(Fig. 1B).
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Fig 1. Cardiomyocyte CSA in the remote myocardial region indicated less hypertrophy in the Di: in group pared to the Control group (A).

Fibrosis of the LV was reduced for the Diacerein group (B). Differences between groups were tested by ANOVA test and multiple comparison between
groups were tested using Tukey's test. All values represent the mean + SE of twelve experiments.
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Table 1. Body weight, lung weight, LV weight, and fibrosis.

Parameter Sham Group (n=8) Control group (n=16) Sham Group with Diacerein (n = 10) Diacerein group (n =10) P-value
Initial BW (+g) 132.23 £ 25.10 144.67 + 30.10 130.83 + 7.90 128.73 £ 23.89 Sl
BW after 4 wk (+g) 340.30 + 24.31 282.78 + 24.48* 272.59 + 15.25* 257.40 + 18.38 ** <.01
LV (xg) 0.60 + 0.04 0.68 £ 0.10 0.59 £ 0.09 0.64 £ 0.05 .05
LV/BW x 1000 1.79+0.14 2.38+0.20 * 1.88 £ 0.15" 251+024 % <.01
LW/BW x 1000 3.93+0.84 6.91 +2.28* 4.1+0.33" 6.80 + 1.93% ® <.01
LV fibrosis, % 1.79+0.36 2257 +8.94 S 1.10+0.35" 14.65 £+7.27 ** $ <.01
LV collagen, % 0.81+0.32 12.35 + 6.38* 0.87 +0.29" 9.08 £ 6.77%° <.01
Lateral wall fibrosis, %  0.68 + 0.48 3.99 + 2.88* 0.60 + 0.46" 3.61+2.48%° <.01

BW indicates body weight; LW, lung weight. Data are expressed as mean + SD. Differences between groups were tested by ANOVA test.

* P <. 05 vs. Sham group.
# P <. 05 vs. Control group.

$ P <. 05 vs. Sham group with Diacerein using Tukey’s test for multiple comparisons.

doi:10.1371/journal.pone.0121842.1001

Table 2. Hemodynamic data.

Diacerein Promotes Better Hemodynamics 4 Weeks after Ml

‘When lower end-diastolic and end-systolic volumes were monitored, improved LV remodeling
was observed for the Diacerein group compared to the Control group. The ejection fraction
was also higher for the Diacerein group compared to the Control group. The Control group
showed higher dP/dt max and heart rate values compared to the Diacerein group. However,
when dP/dt max was normalized to the end-diastolic volume (EDV), the latter of which is a
more reliable contractility index [23, 24], higher contractility index values were observed com-
pared to the Control group. In contrast, the Sham group treated with diacerein exhibited lower
contractility index values compared with the Sham group, and higher values compared with
the Control group. These data are summarized in Table 2.

Parameter Sham Group Control group Sham Group with Diacerein Diacerein group P-
(n=8) (n=16) (n=10) (n=10) value

TAU, ms 10.56 £ 1.73 16.60 + 6.36* 11.36 + 1.83"% 17.43 £ 4.86* <.01
dP/dt max, mmHg/s 7835 + 1172 6288 + 1678 4408 + 799* * 4714 + 2072%* <.01
dP/dt min, mmHg/s -8360 + 1606 -4550 + 1288* -3450 + 635* -3698 + 1653* <.01
dP/d1t max/EDV, mmHg/ 170.20 + 25.47 50.17 £ 13.39* 93.42 + 16.93* * 75.08 + 33.00% * <.01
suL”

HR, bpm 277 £ 53 311+ 86 244 + 37" 247 + 20* .02
Stroke volume, pL 16.03 + 4.28 41.51 £26.61* 16.12 + 4.02% 42.28 +21.22% % <.01
EDV, uL 46.02 £ 26.69 125.3 £ 69.83* 47.18 + 25.82" 62.78 + 52.64" <.01
ESV, uL 35.55 + 26.66 110.6 + 66.52* 40.22 + 25.50" 46.83 + 66.03" <.01
EF, % 51.07 + 33.71 23.21 £ 17.93* 46.85 + 28.69" 50.86 + 20.39" .03

TAU indicates time constant of isovolumic relaxation; HR, heart rate; bpm, beats per minute; EDV: end-diastolic LV volume; ESV: end-systolic LV volume;
EF: ejection fraction of LV.Data are expressed as mean + SD. Differences between groups were tested by ANOVA test.

* P <. 05 vs. Sham group.
¥ P <. 05 vs. Control group.

$P <. 05vs. Sham group with Diacerein using Tukey's test for multiple comparisons.

doi:10.1371/journal.pone.0121842.1002
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Fig 2. Representative Western blot results that show inhibition of TNFR1 (A) and IkBa (B), no effect on
TNFR2 (C), lower caspase 3/7 activity (D), and lower procollagen deposition (E) in the Diacerein
group. All values represent means + SE of five independent experiments. A.U.: arbitrary units.

doi:10.1371/journal.pone.0121842.g002

Diacerein Inhibits IkBa and TNF Receptor 1, Modulates NF-kB p65
Transcription, and Promotes Lower Levels of Caspase 3/7Activity
Lower levels of TNF receptor 1 (TNFRI1) expression (Fig. 2A) and IxBo activation (Fig. 2B)
were detected for the Diacerein group compared to the Control group 4 weeks after MI. The
latter result corresponded to lower levels of NF-xB p65 transcription for the Diacerein group
(Fig. 3B). The levels of caspase 3/7 activity (Fig. 2D) and procollagen 1 and 2 deposition
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Fig 3. NF-kB transcriptional activity assay of p50 and p65 detected in nuclear extracts collected from tissues in the remote area. All values
represent the mean + SE of five independent experiments. A.U.: arbitrary units.

doi:10.1371/journal.pone.0121842.g003

(Fig. 2E) were also lower for the Diacerein group compared to the Control group. In contrast,
expression levels of NF-xBp50 were similar between the two groups (Fig. 3A).

Diacerein Promotes Lower TNF Gene Expression in Infarcted and
Remote Areas of the LV

After administration of diacerein for 4 weeks, levels of TNF gene expression were lower in both
remote and infarcted areas of the LV (Fig. 4A). In contrast, levels of IL-1 gene expression did
not significantly differ between the two groups, although lower levels of IL-lexpression were
detected for the Diacerein group (Fig. 4B). In the remote ventricle regions, lower levels of NF-
KB p65 gene expression were detected in the Diacerein group compared to the Control group.
The NF-xB p50 and IL-6 gene expression were not significantly different in the Diacerein
group compared to the Control group (Fig. 4C).

Discussion

This study demonstrates the beneficial effects of an anti-inflammatory drug, diacerein, on LV
remodeling in a rat experimental model of MIL. Lower end-systolic and end-diastolic LV vol-
umes, higher LV ejection fractions, less hypertrophy of cardiomyocytes in remote areas, and
lower heart rates were detected in rats 4 weeks after an MI event and treatment with diacerein.

Lower dP/dt max values were observed in the treatment group compared to the control and
sham groups, and these data suggest that diacerein mediates a detrimental effect on myocardial
contractility. However, there were no differences observed after the dP/dt max values were nor-
malized to the EDVs. Lower dP/dt max values were also observed following normalization to
EDV values for the Sham group treated with diacerein compared with the Sham group. The lat-
ter data may indicate that greater modulation of the parasympathetic system occurred [25].
However, further studies are needed to examine this possibility.

The linearity between dP/dtmax and EDV reported in the literature suggest this index
might be a more reliable to assess the contractility state in vivo [23, 26]. Of note, most of the
studies that have used dP/dt max as a contractility index had similar heart rate between the
groups, which makes the Treppe effect less likely to occur [27, 28]. Ishikawa and colleagues
have demonstrated that the ejection fraction is more sensitive at detecting systolic dysfunction
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Fig 4. Gene expression detected for TNF (A) and IL-1 (B) in remote and infarcted areas. Gene expression detected for IL-6, NF-kB p50, and NF-kB p65
(C) in the remote areas of both groups. All values represent the mean + SE of three independent experiments.

doi:10.1371/journal.pone.0121842.9g004

over the dP/dt max in an elegant model of myocardial infarction in swine. They suggest the
ejection fraction is more suited for inter animal comparisons and dP/dt max is more useful
tool to assess contractility within the same animal [24]. Therefore, the present findings demon-
strate the diaceiren interfere positively on the LV remodeling after MI, but it was unable to pro-
vide any beneficial effect on myocardial contractility state compared to the control group.

These beneficial effects of LV remodeling after MI may have been due to inhibition of
TNFRI, which can lead to lower levels of IxBa: activation and reduced transcription of NF-xB
p65. No significant changes in TNF receptor 2 (TNFR2) were observed during the same experi-
mental period. LV remodeling was also associated with lower levels of caspase 3/7 activity, less
fibrosis, less collagen, and reduced procollagen deposition. To our knowledge, the effects of
diacerein on LV remodeling after MI have not previously been investigated. The present find-
ings suggest that modulation of the inflammatory response is a key factor in the healing pro-
cess, in accordance with several reports in the literature [3, 4, 11, 29], supporting the potential
clinical utility of a drug with anti-inflammatory effects after MI.

Remodeling of the LV after MI is a complex process that includes several pathways that me-
diate biochemical, molecular, and morphological alterations in remote and infarcted myocardi-
al regions [19]. The role of innate immunity in this process is not completely understood.
However, it appears that TNF mediates bimodal effects, ranging from tissue injury to tissue re-
pair, during the acute and chronic stages after MI[3, 30]. In the present study, selective inhibi-
tion of TNFR1 was identified as a potential mechanism by which inhibition of IxBo. could
regulate the NF-xB p65/p50 heterodimer [31]. This hypothesis is supported by the results of
other studies involving TNFR1 [30, 32, 33]. For example, Hamid and colleagues subjected
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TNFR1”~ and TNFR2”" mice to ML They observed disparate and opposing effects on LV re-
modeling, hypertrophy, and NF-xB activation, with TNFR1 exacerbating the effects of MI and
TNFR2 improving the response to ML In the present study, lower levels of TNFR1 expression
were observed with diacerein administration, accompanied by lower levels of fibrosis, caspase
3/7 activity, and NF-kBp65. These results are consistent with those of the TNFR1”~ model
[30].

Onai and colleagues previously demonstrated that non-selective blockage of NF-xB im-
proves LV remodeling after MI in their studies of IMD-0354 and IKK-B phosphorylation[8].
In the present study, selective blockage of TNFRI1 resulted in an attenuation of NF-xB p65
transcription, lower levels of caspase 3/7 activity, and improved remodeling of the LV 4 weeks
after treatment with diacerein. TNFR1 has previously been shown to activate TNFR1-asso-
ciated death domain (TRADD), which is involved in mediating apoptosis via recruitment of
caspase 8 and cleavage and activation of caspase 3, and also contributes to the activation of NF-
B [34]. Onai et al. did not evaluate the effects of IMD-0354 on the NF-kB subunits. However,
Hamid and colleagues reported that persistent inhibition of NF-xB p65, coupled with negligi-
ble NF-xB p50 activation/inhibition, resulted in improved survival and cardiac remodeling.
Decreased pro-inflammatory, pro-fibrotic, and anti-apoptotic effects were observed in trans-
genic mice that over expressed a mutation for phosphorylation-resistant IxB-o: and were sub-
jected to coronary ligation [31]. The latter results are consistent with those of the present
study, although lower levels of TNF expression were also accompanied by an absence of
changes in IL-1 and IL-6 gene expression in the present study.

Several reports have shown that NF-xB plays an important role in cardiac remodeling after
MI in animal models and humans [19, 35, 36]. Furthermore, it has been demonstrated that the
NE-xB subunits p50 and p65 translocate to the nucleus up to 24 hours after infarction, yet only
the p65 subunit is consistently stimulated in animals that experience poor LV remodeling
and heart failure [35]. The relationship between innate immunity and LV remodeling after MI
remains unclear, although it appears that chronic activation of NF-xB is detrimental to remod-
eling of the LV [3].Three genetic programs have been identified as being controlled by the
NE-xB pathway, with the timing and type of NF-xB activation being key events [37]. These
programs include hypertrophy, acute cardiomyocyte protection from ischemia/reperfusion,
and chronic cardiomyocyte injury due to a prolonged inflammatory response [30, 31, 37]. In
all three programs, chronic activation of NF-xB appears to represent a maladaptive process
that perpetuates the inflammatory process and compromises repair of LV function due to the
presence of increased fibrosis, reduced myocardial contractility, increased hypertrophy in re-
mote areas, and deterioration of diastolic function [37].

Recently, Gao and colleagues showed a decrease in IxBo. phosphorylation in RAW 264.7
cells pretreated with diacerein and stimulated with lipopolysaccharide (LPS)[38]. The decrease
in IxBo phosphorylation was also accompanied by a marked decrease in nuclear levels of NF-
KB p65 compared to the cells that were not pretreated with diacerein [38]. These observations
in an in vitro model are very similar to those described here in an animal model.

In the present study, diacerein partially blocked the inflammatory process after MI by inhib-
iting the NF-xB p65 subunit. This effect was associated with improved remodeling of the LV
over a period of 4 weeks post-MI. However, different doses of diacerein were not evaluated to
investigate a potential dose-dependent effect. The dose administered was used in a previous
study [17].

There were limitations associated with the present study. First, it is possible that the ob-
served decrease in contractility in the diacerein group was due to greater modulation of the
parasympathetic system. The current data do not address this and further studies are needed.
Second, a clear beneficial effect of diacerin on left ventricle remodeling was observed in the
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present study in the Western blot assays performed. Lower levels of p-IxBa and nuclear NF-xB
p65 were detected in the diacerein group, and similar findings have been reported by Gao and
colleagues [38]. Third, all of the Western blots were performed using total tissue extracts in-
stead of cytosolic fraction extracts, and this may explain the similar observations made regard-
ing IxBo expression levels.

Conclusions and Clinical Implications

In the presence of diacerein, a certain degree of inflammatory blockage, although not complete,
was observed in the rat MI model investigated. This blockade may have contributed to the ben-
eficial effects that were associated with LV remodeling. Given that there are several factors in-
volved in cardiac remodeling, it is encouraging to find that inhibition of NF-xB is capable of
influencing many aspects of this process. Thus, administration of an NF-xB inhibitor may rep-
resent a reasonable therapeutic approach for the treatment of MIL.
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5- DISCUSSAO GERAL

A doencga cardiovascular no geral, inclui uma variedade de doengas com
multiplas causas, sendo o RC o resultado comum entre elas (10). O RC esta
associado com estresse oxidativo, citocinas, produgao de éxido nitrico e ativagao de
sistemas hormonais, que contribuem com o RC inicialmente de forma positiva,
porém a progressdo da doencga € prejudicial ao coragao (10, 64). Especificamente,
dentre as doencas cardiovasculares, o IAM é uma das principais causas de
morbidade e mortalidade em todo o mundo (8, 14). Apds o IAM, ocorre mudangas
fisiopatolégicas com aumento da sobrecarga de volume que induz ao RC e sua
progressao promove a disfungéo ventricular (1, 8).

Este trabalho avaliou os efeitos benéficos da droga diacereina em modelo
experimental em ratos apds evento de IAM. A diacereina é uma droga importante e
cujo os beneficios estdo primeiramente associados a doengas reumaticas devido a
sua acgao anti-inflamatéria que inibe a sintese e atividade de citocinas pro-
inflamataorias (56).

Nossos resultados demonstram que os animais submetidos ao IAM e
tratados com diacereina durante 4 semanas obtiveram uma diminuicdo dos volumes
sistdlicos e diastdlicos finais do VE e menos hipertrofia dos cardiomidcitos em areas
remotas (ndo infartadas).

Normalizamos os valores dP/dt max para o volume diastdlico final, por ser
um indice de contratilidade confiavel segundo a literatura (65). Os resultados
observados foram que o grupo controle apresentou diminuicdo dos valores dP/dt
max normalizados quando comparados ao grupo diacereina. Estes dados podem
indicar que houve uma modulac&o do sistema parassimpatico (66). No entanto, mais
estudos sdo necessarios para analisar esta possibilidade.

Os resultados demonstram que a frequéncia cardiaca dos animais do
grupo controle foi maior em comparagao ao grupo diacereina.

A fracdo de ejecdo neste trabalho foi maior para o grupo diacereina
quando comparado ao grupo controle. Ishikawa e colegas demonstraram no modelo
de IAM em suinos, que a fragdo de ejecdo é mais sensivel na deteccdo da dP/dt
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max sendo a ferramenta mais util para avaliar a contratilidade dentro do mesmo
animal (53, 65). Estudo recente revelou que diminuigdo da forga contratil se da
porque o TNF desempenha importante fungdo na patogénese e na progressao de
aterosclerose, na lesdo de I/R do miocardio e na IC (49).

Demonstramos que a diacereina atua beneficamente no remodelamento
do VE apds IAM, mas, ndo encontramos qualquer efeito benéfico sobre o estado de
contratilidade miocardica no grupo diacereina em comparagao com o grupo controle.

Estes efeitos benéficos do remodelamento do VE apds IAM pode ter sido
devido a inibigdo do TNFR1, que levam a diminui¢do dos niveis de ativacéo IkBa e
com isso uma diminuicdo da transcricdo do NF-kB p65. Importante lembrar que o
TNF tem como receptor o TNFR1 que € uma citocina pro-inflamatoria ativada e
regulada pelo NF-kB (10). Nado foram observadas mudangas significativas no
TNFR2 durante o mesmo periodo experimental.

Os niveis de expressao do gene de TNF diminuiram em ambas as areas
remotas e infartadas do VE. Apesar de terem sido detectados diminuigdo na
expressdo do gene IL-1 no grupo diacereina, os resultados ndo demonstraram
diferenca significativa entre os grupos controle e diacereina. Nas regides remotas do
VE, foram detectados no grupo de diacereina em comparagdo com o grupo controle
diminui¢cao dos niveis de expressao do gene NF-kB p65. A expressao dos genes NF-
kB p50 e IL-6, ndo foram significativamente diferentes no grupo de diacereina em
comparagao com o grupo controle.

Estudo recente mostrou que a diacereina diminui a ativacdo de caspase-3
levando a inibicdo da apoptose de cartilagem, mediadores inflamatérios, 6xido nitrico
e IL-1B (67). Semelhantes a estes resultados, demonstramos que remodelamento do
VE também foi associado com baixos niveis de caspase 3/7 atividade, menos
fiborose, menos colageno e redugdo da deposicdo de pro-colageno. Huang e
colaboradores em um de seus estudos relata que a diacereina reduz a associagao
de receptores IL-1, diminuindo a expressédo de eventos relacionados a sintese de
oxido nitrico, atividades de colagenase e metaloproteinases através da inibigao de
NF-kB (27). Para o nosso conhecimento, os efeitos da diacereina no remodelamento
do VE apos IAM nao foram previamente investigados.

Remodelamento do VE apds IAM é um processo complexo que inclui
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alteragdes bioquimicas, moleculares e morfolégicas. Apesar do TNF-a contribuir em
diversas situagbes onde ocorre a lesdo de I/R (38), alguns estudos demonstram
efeito paradoxal do TNF-a sugerindo que a ativagao desta citocina contribui para a
adaptagdo do miocardio apos insulto de I/R (23, 68). O papel da imunidade inata,
neste processo ndo é completamente compreendido. No entanto, verifica-se que o
TNF-a promove efeitos variando de lesdo de tecido para tecido, durante as fases
aguda e crénica apos infarto do miocardio (69). O fato é que a liberagcdo de TNF-a
apo6s lesdo miocardica ativa vias de sinalizagao, sendo benéfica ao coracéo devido a
possivel indugcdo de genes cardioprotetores e também a redu¢cdo do tamanho do
infarto (23, 51). Contudo, O TNF-a pode ser prejudicial promovendo aumento da
sintese de Oxido nitrico, piora da funcdo endotelial, aumento de apoptose em
midcitos, indu¢do de remodelamento e disfungdo miocardica (52).

No presente estudo, a inibicdo seletiva de TNFR1 foi identificada como
um potencial mecanismo pelo qual a inibicdo de IkBa poderia regular o NF-kB p65 /
p50. Estudos indicam que lkBa inibi a ativacdo NF-kB e os seus genes alvo,
reduzindo a hipertrofia e melhorando a fungéo sistdlica do VE (4). Recentemente,
Gao e colaboradores mostraram uma diminuigdo na IkBa fosforilagdo em células
RAW 264.7 de pré-tratados com diacereina e estimuladas com lipopolissacarideos
(LPS) (56). A diminuicdo da fosforilacdo IkBa foi também acompanhado por uma
reducdo acentuada nos niveis nuclear de NF-kB p65 em comparagédo com as células
que nao foram preé-tratados com diacereina (56). Estas observagdes em um modelo
in vitro sdo muito semelhantes aos descritos aqui em modelo animal.

O NF-kB & uma proteina de transcricdo, considerada o mediador principal
da inflamac&o. Embora na literatura os resultados ndo sao claros, a ativagdo de NF-
kB a curto prazo demonstram efeitos benéficos, mas uma ativagdo prolongada
promove a inflamacgao crénica e pode ser prejudicial (10, 53). Sabe-se também, que
0 acumulo de varias proteinas cardioprotetoras resulta na ativagcdo do NF-kB que
protege as células cardiacas dos danos causados pelo processo de I/R (55). Estudo
com ratos knockout TLR4 sao protegidos da leséo por I/R durante o tempo de 2h a
24h apos a reperfusao pela inibicdo do NF-kB. Apos a reperfuséo, neste estudo os
niveis de citocinas pro-inflamatérias e células inflamatérias foram reduzidos (22).

Onai e colaboradores, anteriormente demonstraram que o bloqueio nao-seletivo de
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NF-kB melhora o remodelamento do VE apds o IAM em seus estudos de IMD-0354
e fosforilagdo IKK-B. No presente estudo, o bloqueio seletivo de TNFR1 resultou
numa atenuagdo de transcricdo NF-kB p65, niveis mais baixos de atividade da
caspase 3/7 e melhora do remodelamento do VE 4 semanas apoés o tratamento com
diacereina. A diminuicao de efeitos pro-inflamatérios, pro-fibrética e anti-apoptética
foram observadas em ratos transgénicos com mais de uma mutag&o expressas para
a fosforilagdo de IkB-a (70). Os ultimos resultados s&o consistentes com os do
presente estudo, apesar de niveis mais baixos de expressdo de TNF também foram
acompanhados por uma auséncia de alteragdes nos niveis expressao do gene no
presente estudo de IL-1 e IL-6.

Varios estudos tém mostrado que o NF-kB desempenha um papel
importante no RC apdés IAM em modelos animais e seres humanos (10, 71, 72). Os
resultados evidenciam os efeitos cardioprotetores do NF-kB e a cardioprotecéo
através do bloqueio da atividade do NF-kB (10). O acumulo de varias proteinas
cardioprotetoras resulta na ativagdo do NF-kB que protegem as células cardiacas
dos danos causados pelo processo de I/R (55). Estudos experimentais em modelos
de ratos com insuficiéncia cardiaca (IC) revelam que o bloqueio do NF-kB age
reduzindo a lesao de isquemia e reperfusdo, o tamanho do infarto e preservando a
funcdo cardiaca (19, 35, 55). Além disso, o NF-kB subunidades p50 e p65
demonstraram sua translocagcdo para o nucleo até 24 horas apds o IAM, mas
apenas a subunidade p65 é estimulado de forma consistente em animais que sofrem
remodelamento do VE e IC (10).

A relacdo entre a imunidade inata e remodelamento do VE apds I1AM
permanece pouco clara, embora pareca que a ativacdo crbnica de NF-kB é
prejudicial para a remodelamento dos programas genéticos VE (69). Valen G. e
colaboradores destacam que o NF-kB é ativado por diversas condi¢des, porém, os
resultados dos estudos para a funcdo cardiaca e viabilidade celular ndo estao
totalmente esclarecidos (4).

No presente estudo, a diacereina parcialmente bloqueou o processo
inflamatorio apos |IAM inibindo a subunidade NF-kB p65. Este efeito foi associado
com melhora do remodelamento do VE ao longo de um periodo de 4 semanas pos
IAM. De inicio, sabemos que o RC é necessario para adaptagao cardiaca apos IAM
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e que devido aos seus complexos mecanismos e alteragdes, levam a progressao da
doenga e piora do progndstico. Acreditamos que intervengao terapéutica com a
diacereina pode minimizar os danos e proporcionar um melhor prognéstico devido a
sua agao anti-inflamatéria e melhora no remodelamento do VE observados neste

estudo.

Limitagdes do Estudo

Encontramos algumas limitagdes associadas com o presente estudo,

sendo:

1- Todos os ensaios de Western Blot foram realizados utilizando extrato
de tecido total ao invés de extrato de fragcdo citosdlica, e isso pode explicar as
observagbes similares entre os niveis de expressdo IkBa no estudo de Gao e
colaboradores (56).

2- Nao foram realizadas analises moleculares para as vias de sinalizagao
da apoptose e fibrose, apenas analises histologicas, sendo necessario futura
complementagado com esses dados.

3- Doses de diacereina n&o foram avaliadas para investigar um efeito
potencial dependente da dose.
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6- CONCLUSAO

Concluimos que a utilizagdo da diacereina na fase aguda da indug&o da
isquemia miocardica e administrada de forma continua pelo periodo de 4 semanas
apos infarto agudo do miocardio proporcionou um bloqueio inflamatério associado
com uma diminuicdo do remodelamento ventricular.

Acreditamos que a diacereina pode ter acao inibitéria na via parcial do
NF-kB capaz de influenciar varios fatores envolvidos no RC.

Desta forma, a inibicdo do NF-kB pode representar uma abordagem
terapéutica favoravel ao IAM, porém ha a necessidade de estudos complementares.
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