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RESUMO

O infarto agudo do miocéardio (IAM) decorre da obstrucédo da artéria coronaria, 0 que
diminui ou impede a chegada de sangue ao coracéo. O estado hiperglicémico é fator
de risco para o IAM e contribui para formacédo de produtos de glicacdo avancada
(AGEs). O IAM pode ativar o processo autofagico, um mecanismo de reciclagem
celular que gera energia em situacdes de privacdo de nutrientes. Entretanto, ha
controvérsias quanto ao seu beneficio, principalmente quando a via autofagica €
estimulada na presenca de AGEs. Com isso, 0 objetivo deste estudo foi avaliar o
papel do metilglioxal (MGO), um agente glicante, na ativacdo da autofagia e suas
consequéncias no remodelamento cardiaco. Para isso, 90 ratos Wistar machos
foram randomizados em 4 grupos: i) Sham; i) IAM (ambos receberam uma
administracdo de NaCl 0,9% por 7 dias antes da cirurgia); iii) IAM + MGO (75
mg/kg/dia, por 7 dias, 2x ao dia, antes do IAM); iv) IAM + Rapamicina (8 mg/kg em 2
doses, 24 e 4 horas antes do IAM). As andlises ecocardiograficas e coleta do
coracdo foram realizadas 24 horas ap6s a cirurgia. O tratamento com MGO
aumentou atividade de mTOR, sem alterar o conteudo total de AGEs ou as
moléculas relacionadas a autofagia (p70, p62 e LC3). Os tratamentos nao
infuenciaram a funcdo cardiaca. Concluindo, uma agente glicante (MGO)
administrado antes do IAM aumenta sinalizacdo de mTOR, porém nao altera

remodelamento cardiaco.
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1. INTRODUCAO

O infarto agudo do miocardio (IAM) caracteriza-se pela obstrucdo das artérias
corondrias, fazendo com que o suprimento de nutrientes diminua ou até mesmo
cesse, podendo levar a morte celular (1). A perda de tecido viavel é seguida pela
sobrecarga do tecido sadio e resulta no remodelamento cardiaco, um processo que
envolve vias histopatoldgicas e inflamatérias e que pode levar ao desenvolvimento
da sindrome de insuficiéncia cardiaca (IC), enfermidade com alta morbidade,
mortalidade e com alto custo para o sistema de saude (2).

Entre os fatores de risco para o IAM, destacam-se o0 diabetes e suas
decorréncias inflamatérias e a geracdo de proteinas glicadas, AGEs (do inglés,
Advanced Glycation End-Products) (3). Os AGEs séo formados a partir da reacéo de
Maillard, uma reacdo ndo enzimatica que leva a glicacdo de proteinas, lipideos e
acidos nucleicos, processo que é facilitado pelo estado hiperglicémico e que
contribui para manutencdo de moléculas altamente reativas como o metilglioxal
(MGO), um potente agente glicante (4). Estas moléculas podem contribuir para o
desenvolvimento de IC afetando as propriedades biolégicas das proteinas de matriz
extracelular ou ainda podem interagir diretamente com seu receptor RAGE
(Receptor de AGE), iniciando processos inflamatérios no tecido cardiaco (5, 6).

A despeito do esforco no manejo clinico e farmacolégico dos individuos
infartados, principalmente referente a tratamentos pré-hospitalares, pouco se
avancou em termos de conhecimento nos ultimos 10 anos (7). Por isso, esforcos tém
sido despendidos na compreensdo da das vias de sinalizagdo envolvidas no
processo de remodelamento cardiaco que ocorrem apos o IAM. Um dos processos

gue tem sido estudado € a autofagia, que ocorre nas células e € responsavel pela
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reciclagem de organelas e biomoléculas danificadas e geracdo de energia em
situacOes de deplecdo energética (8, 9). Essa € uma rota que aparenta ser benéfica
ao tecido cardiaco apos o IAM, apesar de haver ainda alguma controvérsia quanto
ao seu beneficio (10).

A compreensao do processo autofagico no cenario do IAM ainda € incipiente.
Assim, novos estudos na area sdo necessarios, visto que o processo autofagico
pode vir a constituir um alvo terapéutico relevante no futuro. Da mesma forma, a
geracao de AGEs no pés-IAM e suas implicacdes para o desenvolvimento da IC
também tem sido demonstrada, porém pouco se sabe sobre a sua influéncia no
processo autofagico. Por isso, o objetivo deste trabalho € avaliar se um importante
precursor de AGEs (MGO) interfere no processo autofagico no cenario do 1AM, e se

essa interferéncia tem algum impacto na fungéo cardiaca pos-IAM.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Epidemiologia das doencas cardiovasculares

Estatisticas populacionais destacam as doencas cardiovasculares (DCV)
como a principal causa de mortalidade no mundo (11, 12). Dados referentes a 2015,
publicados pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), revelam que
aproximadamente 17,7 milhGes de pessoas vieram a obito por DCV neste ano, 0 que
representa 31% de todas as mortes naquele ano. Dentre as DCV, 80% das mortes
tiveram como principais causas 0 acidente vascular cerebral e o infarto agudo do
miocéardio (IAM), também conhecido como ataque cardiaco. A maior parte dos
eventos ocorrem em paises de baixa e média renda, acometendo principalmente
individuos com mais de 70 anos de idade (12, 13). A evolucao do quadro clinico do
IAM pode levar ao desenvolvimento de IC, uma sindrome complexa que também
apresenta altas taxas de mortalidade e que afeta em torno de 23 milhGes de pessoas
adultas no mundo (14).

No Brasil, as DCV sao a principal causa de morte atualmente e, apesar de
estarem em processo de reducdo desde a década de 80, continuam sendo uma das
principais causas de internacdes no Sistema Unico de Satide (SUS), com alta taxa
de mortalidade - cerca de 27% (15, 16). Dentre as DCV no Brasil, destaca-se o IAM,
com taxa de mortalidade de 7% (16, 17) e elevado custo para o sistema de salde.

Os prejuizos relacionados com o evento isquémico vdo além do alto custo
para o governo. Apos o IAM, ha um somatoério de consequéncias que interferem na
vida dos individuos, estando entre elas a perda de for¢ca de trabalho, o uso de
medicacdes, necessidade de realizar tratamento de outras doencas decorrentes do

IAM e, no pior dos cenarios, o incalculavel valor da vida perdida. O desafio de
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reduzir as taxas aqui apresentadas foi assumido pela American Heart Association
em 2011, que propbds metas para a reducdo de 20% da mortalidade por DCV até
2020 (11).

Em meio a amplitude da importancia econémica e social das DCV, torna-se
imprescindivel pensar em estratégias e solucbes que contribuam para a diminui¢ao

da ocorréncia de DCV e aumento da qualidade de vida.

2.2 Infarto Agudo do Miocéardio

O IAM decorre da obstrucdo das artérias coronarias, promovendo uma
reducéo do fluxo sanguineo e diminuindo ou impedindo a chegada de nutrientes aos
cardiomidcitos, podendo levar a morte celular (18). A perda de tecido viavel provoca
uma sobrecarga de trabalho do tecido sadio e leva a reestrutura¢do do arcabouco
cardiaco, evento que envolve morte de cardiomiocitos, proliferacdo de fibroblastos,
deposicao de matriz extracelular e dilatacdo ventricular (19, 20). A esse processo é
dado o nome de remodelamento ventricular e, apesar de ocorrer como um
mecanismo compensatoério para suprir o débito cardiaco, ele esta relacionado com o
aumento nas taxas de mortalidade (2), uma vez que, a proporcao remodelamento do
ventriculo esquerdo (VE) apdés o IAM pode determinar mudangas cruciais na
estrutura e fisiologia do coracdo com efeitos a longo prazo (21). Esses processos
histopatolégicos e inflamatorios no miocéardio iniciam poucas horas ap6s o evento
isquémico e continuam progredindo ao longo do tempo, levando o coragéo a faléncia
progressiva e a sindrome da insuficiéncia cardiaca (2, 21, 22). A IC caracteriza-se
pela incapacidade de o coracdo bombear o sangue de forma a suprir as demandas

cotidianas do organismo. Apesar dos avan¢os no manejo clinico e diagnéstico, a
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mortalidade ainda é elevada, com uma expectativa de 50% de mortalidade em 5
anos (23).

A utilizacdo de modelos experimentais tem fornecido informacdes importantes
sobre a morfologia, bioquimica, eletrofisiologia e propriedades mecanicas do
miocardio infartado. O artigo de revisdo de Cohn e colaboradores relata que modelos
animais sdo capazes de demonstrar caracteristicas de remodelamento tais como
expansédo do infarto, desbaste da zona infartada e regional apenas um dia apés o
infarto (22). Além disso, sdo Uteis no estabelecimento de terapias experimentais,
antes que possam ser transpostas para humanos.

Assim, o modelo que tem sido empregado de forma bastante disseminada na
literatura cientifica, e que sera empregado no presente projeto, € o da ligacao
permanente do ramo descendente da coronaria esquerda (24). Essa metodologia
gera uma area isquémica no ventriculo esquerdo, que apresenta um processo
inflamatorio e que é posteriormente substituida por fibrose (Figura 1). E um modelo
gue foi extensivamente caracterizado no passado (24, 25) e que contribuiu
significativamente na caracterizacdo do captopril como droga anti-remodelamento no
pos-IAM (26). E utilizado em diversos trabalhos até hoje e apresenta um perfil de
remodelamento semelhante ao ocorrido em humanos, onde ha morte de
cardiomidcitos, processo inflamatério, necrose, deposicao de colageno e dilatacao

do VE (27-29).
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Figura 1 - Modelo esquemético do IAM induzido por ligadura da coronaria descendente
anterior esquerda. A figura apresenta uma visdo transtoracica do coragdo, que é acessado pelo
afastamento da 22 e 32 costelas esquerdas. Em (A) é possivel ver a ligadura com a area de infarto.
Cortes transversais de coragdo de rato 1 dia (B), 4 dias (C) e 21 dias (D) apés o IAM. Percebe-se o
afinamento das paredes na regido infartada, delimitada pelas linhas tracejadas. LV — ventriculo
esquerdo. RV — ventriculo direito. Adaptado de Fishbein, 1978 (24).

2.3 Produtos Finais de Glicacdo Avancada

Produtos finais de glicacdo avancada sdo uma classe de moléculas
continuamente geradas pelos organismos sadios, principalmente no metabolismo
energético, mas que também podem ser adquiridos na dieta, em alimentos assados
ou fritos (30). A formacédo de AGEs déa-se a partir de uma reacdo ndo enzimatica,
descrita pela primeira vez em 1912 pelo bioquimico francés Louis Camille Maillard e
conhecida até hoje como reacéo de Maillard (31). Este processo leva a formacédo de
uma grande variedade de compostos que conferem aroma e cor aos alimentos, bem

como a formacao dos chamados produtos de glicacéo (32).
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O procedimento ndo enzimético é caracterizado pela reacdo entre acucares
redutores e a extremidade N-terminal de aminoacidos ou grupo amino de proteinas e
acidos nucleicos. Inicialmente, forma-se uma base de Shiff, quimicamente reversivel.
Posteriormente, ocorre um rearranjo que leva a formacédo dos produtos de Amadori.
A posterior degradacao dessas estruturas, como desaminacéao e hidrdlise, pode criar
produtos secundarios, os AGEs, que vao levar a formacao de ligacdes cruzadas e
modificacdes estruturais em moléculas (33-35).

O processo de glicacéo é facilitado pelo estado hiperglicémico, que contribui
para manutencdo de moléculas altamente reativas como por exemplo o MGO, que é
um potente agente glicante, bem como em condi¢des pro-inflamatérias (4, 36, 37).
Estas moléculas podem contribuir para o desenvolvimento de IC afetando as
propriedades biolégicas das proteinas de matriz extracelular ou ainda podem
interagir diretamente com seu receptor RAGE, levando a mudancas miocardicas e
vasculares (5, 6, 38).

Os AGEs encontram-se elevados em individuos com algumas doencgas, como
insuficiéncias renais e diabetes melito (DM), sendo essa ultima um fator de risco
para eventos isquémicos cardiacos (39, 40). Apesar de a relacdo dos AGEs com as
doencas renais e com o DM estar sedimentada, ainda se buscam informacdes que
estabelecam o papel dos AGEs no processo de desenvolvimento e evolucdo das
doencas cardiacas. Sabe-se que os AGEs estdo aumentados apés o IAM e a sua
concentracdo € preditora independente de desenvolvimento de IC (5, 41). Além
disso, niveis elevados de N-g-(carboximetil)lisina (CML) e pentosidina, dois
importante  AGEs na area clinica, foram associados a maior chance de

hospitalizacdo, sendo que apenas a CML, teve associacdo com um maior risco de
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mortalidade em paciente com IC (42). Os AGEs também foram relacionados com a
gravidade da IC e a incidéncia de eventos cardiacos e morte 1 ano apos IAM (5, 43).

Em modelo animal, os AGEs foram associados a piora da fungcédo cardiaca
apo6s o evento isquémico (44). Um estudo com camundongos demonstrou aumento
nos niveis teciduais de AGEs derivados de MGO apés o IAM. Interessantemente,
animais com superexpressdo de Glioxalase 1 (enzima responsavel pela
detoxificacdo do MGO) submetidos ao IAM tinham menor tamanho de infarto e maior
fracdo de ejecéo, reforcando a importancia de agentes glicantes no processo pés
IAM (45). Apesar do conhecimento sobre os efeitos dos AGEs sobre alguns
desfechos cardiacos, pouco se sabe sobre o mecanismo pelo qual exercem a sua
acao durante o evento isquémico, bem como qual seria seu papel na ativacdo de

outras vias envolvidas no pos IAM.

2.4 Autofagia celular

A autofagia € um processo celular fisiolégico de degradacdo de organelas
citoplasmaticas danificadas, mas que também é ativada em momentos de supressao
de nutrientes, energia ou presenca de toxinas e patdgenos (46-48). A regulacdo da
autofagia é bastante complexa e mais de uma rota de sinalizagéo esta envolvida no
processo (49).

O processo autofagico inicia com a ativacdo de proteinas conhecidas como
Atg (do inglés Autophagy-related genes/proteins) (Figura 2), que atuam na expansao
do fagoéforo através do recrutamento de lipideos para a membrana (50). O primeiro
passo é a formacdo do complexo Atgl/Atgl3/Atgl7. A proteina Atg8, mais
conhecida como MAP1LC3 (do inglés, Microtubule-associated protein 1A/1B-light

chain 3), é necessaria para o alongamento da membrana, recrutamento da carga e
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maturacdo do fagoforo. Entretanto, para que ela possa atuar, deve ter sua forma
citosdlica (LC3-I) clivada e conjugada com fosfatisdiletanolamina, sendo entdo
incorporada a membrana em formacao (LC3-Il). A proteina LC3 é amplamente
conhecida como marcador de autofagia, uma vez que seu nivel é correlacionado
diretamente com o numero de autofagolisossomos (51). Apos formado o
autofagossomo, a marcacdo e recrutamento de proteinas para degradacdo no
interior do fagoforo é realizado pproteinas chamadas adaptadoras, entre as quais
destaca-se a SQSTM1 (p62), outra proteina utilizada como marcador de autofagia.
Finalmente, o material recrutado € degradado, conjuntamente com a p62, e o
conteudo resultante fica disponivel para reciclagem, podendo gerar energia (52). A
avaliacdo da existéncia do processo em um tecido ou célula deve levar em
consideracdo a sua iniciacdo e terminagdo, processo denominado de fluxo
autofagico (53, 54). Ainda assim, ndo raro encontram-se artigos que avaliam
somente a fase inicial (por exemplo, o imuno contetdo de LC3) ou a fase final (por
exemplo, diminuicdo da p62), gerando dados insuficientes para determinar se a
autofagia esté ativada ou nao (54, 55).

A mTOR (mammalian target of rapamycin) € uma proteina cinase que age
como eficiente controlador da autofagia. Quando as células estdo em condicdes
normais, a mTOR pode atuar fosforilando o Atgl3 e impedindo sua interagdo com o
Atgl, desta forma inibindo o inicio do processo autofagico (8). Fatores de
crescimento e abundéancia de nutrientes promovem a ativagdo da via PI3K/Akt, que
ativa a mTOR e, com isso, a autofagia € inibida (56). De modo oposto, a privacao de
nutrientes ativa a AMPK (AMP-activated protein kinase) e a GSK-3B (glycogen
synthase kinase 3[), as quais inibem a mTOR, ativando a autofagia (57). Existem

drogas que inibem a mTOR e ativam a autofagia, sendo que a mais estudada € o
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antifingico e imunossupressor rapamicina (56). A rapamicina, farmaco com acéo
antiproliferativa utilizado principalmente no tratamento de alguns canceres, atua
inibindo mTOR de maneira indireta, seja ligando-se ao seu receptor FKBP12
(FK506-binding protein 12) e posteriormente a mTOR, ou pela competi¢cdo pelo sitio
de ligacdo do acido fosfatidico, um antagonista da rapamicina (58). Tratando-se de
estudos experimentais, a literatura é divergente quanto as doses utilizadas. Sao
encontrados trabalhos com as mais diversas concentragdes, as doses variam de 1
mg/kg a 8 mg/kg em pesquisas utilizando ratos (59, 60) e de 2 mg/kg a 10 mg/kg em
camundongos (61-66). Tal divergéncia conduz a realizacao de projetos pilotos para
definicdo de doses efetivas em cada modelo experimental, minimizando assim o uso

indevido de animais.

Insulin/IGF1

autophagosome

AUTOPHAGY

autolysosome
—_ —_—
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Figura 2 — Principais reguladores do processo autofagico. Esquema simplificado das principais
vias celulares que coordenam respostas autofagicas nos cardiomiocitos. As setas denotam
estimulacdo, e os indicadores em forma de T indicam a inibicdo. Adaptado de Lavandero, 2013 (67).

Em niveis basais, a autofagia atua na manutencéo da funcéo e sobrevivéncia
dos cardiomidcitos (68, 69). Porém, no curso de uma enfermidade cardiaca, a
ativacdo desse processo torna-se complexo (70-72). Em muitos cenarios, a
autofagia é ativada de forma compensatoria para frear os estimulos deletérios.
Porém, a ativagéo sustentada ou exacerbada pode repercutir de forma negativa para
o funcionamento organismo (68, 70). Portanto, o papel cardioprotetor ou
cardiodegenerativo da autofagia vai ser definido pelo ambiente co-sinalizador
presente em cada momento.

A ativacado farmacologica da autofagia promove cardioprotecdo em modelos
animais de IAM e de isquemia/reperfusédo (I/R), limitando o tamanho de infarto,
atenuando o remodelamento do VE e diminuindo o processo apoptotico (73-75). No
mesmo sentido, a inibicdo da autofagia concomitante a privacdo de nutrientes
provoca aumento na mortalidade de miécitos cardiacos in vitro (76) e aumenta a
area de infarto em modelo animal de IAM (73). A inibicdo da autofagia pode levar ao
acumulo de autofagossomos, contribuindo para a geracdo de espécies reativas de
oxigénio, permeabilizacdo mitocondrial morte de cardiomidcitos (77). Entretanto,
outros estudos contrariam esses achados. Ayoagi e col. induziram I/R em
camundongos que superexpressavam mTOR e estes animais apresentaram melhora
na funcdo cardiaca, menor mortalidade e inflamagé&o em relagcdo ao grupo controle
apos 28 dias (78). Ja Lassaletta e col. detectaram uma perda da funcdo cardiaca em
suinos administrados com rapamicina antes da realizacdo da I/R (79). Portanto,
apesar do avanco na compreensdo desse processo, 0 mecanismo de acdo da

autofagia no cenario do IAM ainda nao esta completamente elucidado, ainda se
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encontra com um papel dualistico quanto ao seu beneficio ou maleficio nesse

contexto.

2.5 Autofagia e AGEs no tecido cardiaco

A literatura atual é limitada em relacao a trabalhos que relacionam os AGEs e
autofagia. Nao obstante, resultados sugerem RAGE ativa autofagia tanto inibindo a
MTOR como ativando PI3K (phosphoinositide 3-Kinase) classe Il em células
tumorais (80). Também ja se sabe que a AMPK ativa autofagia inibindo mTOR (57) e
gue, além disso, essa ativacdo pode ser pela via RAGE, demonstrando outra relacéo
entre a ativacao da autofagia e os AGEs (60).

A busca por artigos que abordem a relacao entre autofagia, AGEs e doencas
cardiovasculares se encontra ainda mais escassa. Trabalhos in vitro com
cardiomidcitos demonstram que os AGEs ativam autofagia através do receptor
RAGE, inibindo a via da PISK/AKUmTOR (81), aumentando LC3-ll e
autofagossomos, e reduzindo a proteina p62 (82). Contudo, nestes experimentos foi
demonstrada uma piora na viabilidade celular com o uso dessas moléculas glicadas
(81, 82), sendo questionado o beneficio da ativacdo da autofagia por meio destes
compostos no tecido cardiaco. Cardiomiécitos quando tratados com AGE e RAGE
parecem induzir a via autofagica através do aumento de espécies reativas de
oxigénio (83). Em contrapartida, camundongos nocautes para RAGE também
apresentaram aumento da atividade autofagica, com menor disfuncdo mitocondrial e
melhora da funcéo cardiaca (84). Desta forma, torna-se indispensavel a realizacao
de trabalhos que relacionem os AGEs com a ativacdo da autofagia e seu papel no

controle da homeostase do coracéo.
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3. JUSTIFICATIVA

A compreensdao da ativacdo da autofagia no cenario do IAM e suas
consequéncias sobre o remodelamento ainda € inconclusiva, e os estudos
realizados até o momento apontam para direcfes opostas. Da mesma forma, a acdo
dos AGEs como moléculas ativadoras ou inibidoras da autofagia apresenta
discordancias na literatura. Visto que o processo autofagico pode vir a constituir um
alvo terapéutico na cardiologia, € essencial que esse mecanismo seja mais
explorado, considerando os fatores coestimulatérios presentes na doenca. Assim,

este estudo justifica-se por trazer informacdes sobre a relacdo entre a glicacao,

presente em comorbidades que atribuem risco ao IAM, e o0 processo autofagico.
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4. HIPOTESE

Os AGEs influenciam o processo de autofagia ap6s o IAM.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral
Avaliar se os produtos finais de glicacdo avancada ativam autofagia no infarto

agudo do miocardio e se essa ativacao tem algum impacto na funcao cardiaca pos-

IAM.
5.2 Objetivos Especificos
e Avaliar se 0 uso da rapamicina ativa autofagia e melhora funcgao
cardiaca.

e Avaliar o impacto dos AGEs na autofagia e na funcao cardiaca.
e Elucidar as rotas de sinalizacéo envolvida na interconexao das vias do

AGE e autofagica.
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6. CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

As DCV representam uma das grandes preocupacfes na area da saude, visto
gue tém grande importancia economica e social, tendo grande destaque o IAM.
Frequentemente sdo desenvolvidos estudos que buscam compreender as vias
relacionadas ao IAM e suas consequéncias, visando desenvolver potenciais
terapéuticos futuros. Neste sentido, trabalhos experimentais sdo de extrema
importancia, pois elucidam pontos chave que fundamentam estudos com humanos.

Recentes pesquisas tém demostrado alguma associagcao entre AGEs e uma
piora do funcionamento cardiaco. O processo autofagico também parece estar
associado a mudancas funcionais cardiacas, entretanto ndo ha certeza perante o
seu papel, que inicialmente parece ser benéfico, porém, quando exacerbado pode
acabar sendo prejudicial. A hipétese deste trabalho era de que os AGEs poderiam
atuar positivamente sobre a autofagia, exacerbando o processo, contribuindo para
um efeito maléfico no remodelamento cardiaco apds o IAM. Para isso, tratamos os
animais com um indutor de AGEs (MGO) e também com o conhecido ativador de
autofagia, a rapamicina.

Os nossos resultados demonstraram que o MGO foi capaz de aumentar a
atividade de mTOR, uma conexao entre as vias AGE e autofagica até entdo nao
demonstrada na literatura. Curiosamente, o MGO néo causou modificagdes na LC3
ou p62 quando analisados 24 horas apos IAM. Apesar do aumento na atividade da
MTOR, medido através do alvo de mTOR (p70), nenhum impacto sobre o
remodelamento pode ser visto 24 horas apos o IAM. O mesmo resultado foi visto
com o uso da rapamicina, conhecida pelo seu efeito cardioprotetor. E possivel que

devido ao tempo de avaliacdo escolhido, diferengcas morfolégicas ndo puderam ser
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observadas. Assim, torna-se indispensavel a realizacdo de mais estudos para

elucidar a relacao entre AGEs e autofagia no contexto do IAM.
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Abstract
The hyperglycemic state is a risk factor for AMI and contributes to the formation of
advanced glycation products (AGEs). AMI can activate autophagy, a mechanism of
cellular recycling that generates energy in situations of nutrient deprivation. However,
the benefit of autophagy when stimulated in the presence of AGEs is still not clear.
Therefore, the objective of this study was to evaluate the role of methylglyoxal (MGO)
in the activation of autophagy and its consequences in cardiac remodeling. To this,
we performed an experimental study where 90 male Wistar rats were randomized
into Sham, AMI, and AMI pretreated with either MGO (75 mg/kg/day, twice a day) or
rapamycin (8 mg/kg). Analyses were performed 24 hours after the surgery.
Treatment with MGO increased mTOR activity in 9-fold (p=0.02) without altering
molecules related to autophagy (LC3Il/I ratio and p62). MGO treated rats did not
present increase in AGEs accumulation in the heart tissue or impairment in ejection
fraction, fractional shortening and chamber remodeling assessed 24 hours after the
AMI. Rapamycin also did not prevent heart remodeling. In conclusion, a glycating
agent (MGO) given before AMI increases mTOR signaling, but does not alter cardiac

remodeling.

Introduction

Acute myocardial infarction (AMI) occurs due to the obstruction of the coronary
arteries, promoting reduction in blood flow and cell death (1). Tissue inflammation
and biochemical signals continue to progress after the ischemic event, leading to
overload of viable tissue and remodeling of the left ventricle (LV), which progressively

leads to heart failure syndrome (HF) (2-6).
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Advanced Glycation End-Products (AGEs) are a class of molecules
continuously generated by healthy organisms or acquired in the diet (7). Moreover,
pro-inflammatory conditions may stimulate the production of AGEs (8-10) and their
precursors, such as methylglyoxal (MGO) (11). Recently, it was demonstrated that
glyoxalase-1 overexpressing mice presented decreased heart scar area and
improved ejection fraction after an AMI event (11). AGEs have been described as
trigger to oxidative stress, inflammation, autophagy, and cell death through the direct
modification of proteins or binding to their cell membrane receptors (RAGE). It is
known that AGEs are increased after AMI and their concentration is an independent
predictor of HF development (12, 13). N-g¢-(carboxymethyl)lysine (CML) and
pentosidine, two of the most studied AGEs in clinical setting, were associated with
hospitalization and mortality (14).

Autophagy is a physiological cellular process of degradation of damaged
cytoplasmic organelles, necessary to the normal functioning of the cell (15, 16). It
also can be activated during nutrient suppression or energy need (17-19). This
process is also central during disease and can be either beneficial or harmful,
depending on the environmental stimuli present (5, 20, 21). A molecule known to
control the autophagic process is mMTOR (mammalian target of rapamycin), a kinase
protein which acts by inhibiting the onset of the autophagic process under normal
conditions (22). When activated, this molecule phosphorylates the p70S6K
(Ribosomal protein S6 kinase beta-1), with consequent activation of cell growth
pathways (23). Induction of autophagy can be accomplished through the use of
rapamycin, an effective mTOR inhibitor (24).

The relationship between AGEs and autophagy is poorly described in the

literature. Results suggest that the RAGE activates autophagy both by inhibiting
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MTOR and by activating PI3K class Il in tumor cells (25). In addition, this activation
may be directly via RAGE, demonstrating another relationship between the activation
of autophagy and AGEs (26). In contrast, an in vivo study with knockout mice for
RAGE demonstrated an improvement on cardiac function with increased autophagic
activity (27). The role of AGEs in the activation of autophagy in the AMI context
remains unclear. Thus, the objective of this study is to evaluate whether the AGE-
inducing molecule MGO activates autophagy in acute myocardial infarction and

whether this activation has any impact on cardiac function.

Methods

Animal model and experimental design

Male Wistar rats (12 weeks of age) were randomized in four groups: Sham +
NaCl 0.9% i.p. for 7 days before AMI surgery (n = 21), AMI + NaCl 0.9% i.p. for 7
days before AMI surgery (n = 22), AMI treated with methylglyoxal (MGO) (75
mg/kg/day; i.p. divided in two doses per day) seven days before AMI surgery (n = 27)
and AMI treated with rapamycin (8 mg/kg; i.p.) 24 and 4 hours before AMI surgery (n
= 20). The doses were defined based on a pilot study. AMI groups were subjected to
a left anterior descending coronary artery ligation to induce AMI (28, 29). Briefly, the
rats were anesthetized using ketamine (100 mg/kg; i.p.) and xylazine (10 mg/kg; i.p.),
placed on mechanical ventilation set at 66 RPM, 2.46 mL (Harvard Model 683), and
underwent left lateral thoracotomy between the third and the fourth intercostal space.
Prior to thoracotomy, bupivacaine was applied (1 mg/kg; i.m.) in the infiltration of the
nervous branch (caudal ribs), two ribs before and two after the incision site. After, the
left atrium was pushed aside and the left coronary artery was ligated with 6.0

mononylon thread between the exit point of the pulmonary artery and left atrium.
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Next, the muscle layers and skin incision were sutured with 5.0 mononylon thread
sutures. Sham operated animals underwent the same procedure, except that the
arterial ligation was omitted. All animals receive post-operative analgesia with
tramadol (5 mg/kg, i.p.), every 6 hours for 24 hours. The rats were housed at
constant room temperature (22 + 2°C), humidity (40-60%), and light cycle (12:12 h
light-dark), with free access to standard food and tap water, for 9 days.

All protocols were approved by the Animal Care and Use Committee of
Hospital de Clinicas de Porto Alegre under protocol number 14-0711. The present
study was conducted in accordance with the Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals. This manuscript was prepared according to the ARRIVE

guideline (30).

Echocardiography

Left ventricular function and infarct size were evaluated by echocardiography
24 hours after surgery (HD7 Philips Systems) with a 12-3 MHz linear transducer.
Briefly, rats were anesthetized with isoflurane (3%, 0.5 L of O2/min), had their chest
shaved and were placed on a warm blanket. Echocardiography was blinded, being
conducted by researcher who was not involved in the surgical procedure.

The infarct size (% AMI) was assessed by measuring the length of the akinetic
and/or hypokinetic portion (AHP) of the ventricular walls and expressed as a
percentage of the total perimeter of the endocardial contour (EP) in three transverse
sections of LV (edges of the mitral valve, papillary muscles, and of apical region),
using the formula: %MI = (AHP/EP) x 100 (31). Ejection fraction (EF) was calculated
by the formula: EF = (LV End Diastolic Diameter? - LV End Systolic Diameter3/LV End

Diastolic Diameter3) x 100, determined in the M-mode (31).
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Tissue collection

After 24 hours from the surgery, the rats were killed by isoflurane overdose
and the heart was collected. The heart was quickly washed in a cooled 0.9% NaCl
solution and gently blotted against a clean paper. The heart was weighed and divided
into 3 areas: infarcted, peri-infarct, and remote, that were immediately frozen in liquid

N2 and stored at -80°C freezer.

Western blot analysis

The samples were weighed and, to each 100 mg of tissue, 900 pL of
homogenization buffer (50 mM Tris, pH 7.5, 1% Triton X-100 octoxynol, 1 mM PMSF,
5 mM sodium fluoride, 1 mM sodium orthovanadate, 1 tablet of SigmaFast protease
inhibitor cocktail for every 100 mL of buffer) was added, homogenized, and
immediately centrifuged (1000xg). The supernatant was collected and the protein
concentration was assessed by the Bradford method (32). Samples were diluted in
0.1 M Tris, 6.8 pH, to achieve final protein concentrations of 3 pg/uL in Laemmli
buffer (250 mM Tris, 8% SDS, 40% glycerol, 0.008% bromophenol blue, 6.8 pH, 20%
B-mercaptoethanol). Samples were heated to 70°C for 10 min, loaded (10 pL) on
polyacrylamide gel (SDS-PAGE, 16% for LC3 and 12% for other targets), and
transferred to PVDF membrane (#IPVHO000010, Merk-Millipore). Coomassie Blue
staining was performed and recorded in an imager (LAS500, Healthcare GE Life
Sciences). After washing with TTBS, membranes were blocked with skimmed milk for
1 hour at room temperature. After, the membranes were incubated with specific
primary antibody (anti-LC3B #2775S, Abcam; anti-SQTM1/p62 #5114S, Abcam; anti-

p70S6K #2708S, Abcam; anti-phospho p70S6K #9205S, Abcam; anti-AGE #AB9890,
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Millipore) at a dilution of 1:3,000 for anti-AGE and 1:1,000 for other antibodies in
TTBS and in 5% skimmed milk, and under constant agitation overnight at 4°C. Then,
membranes were washed 4 times with TTBS and incubated with secondary antibody
donkey 1:5,000 (sc-2020, Santa Cruz Biotechnology) for AGE and rabbit 1:10,000
(#7074S, Cell Signaling Biotechnology) for other antibodies for 2 hours at room
temperature and washed again after incubation. Light was developed on the bands
using the Immobilon TM Western Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore
Corporation) and recorded in ImageQuant Imager LAS500 (Healthcare GE Life

Sciences). Quantified was performed with imageJ analysis software.

Data analysis and statistics

Statistical analyses were conducted using IBM SPSS Statistics 21 for
Windows (IBM Corporation). Variables normality was assessed using Shapiro-Wilk
test. To compare groups at the end of follow-up Kruskal-Wallis followed by Dunn test
was used. To evaluated mortality Fisher's exact test was used. Differences were

considered significant if p value <0.05.

Results

MGO induced mTOR activation after AMI

Evaluation of p70S6K protein phosphorylation, molecule known to be
downstream to mTOR, was performed. AMI promoted a non-significant 3-fold
increase in MTOR activation 24 hours after the surgery in peri-infarct area (p=0.11)
(Fig. 1a). MGO treatment prior the AMI surgery induced a 9-fold mTOR activation

(p=0.02) in the peri-infarct area (Fig. 1a) but no increase could be seen in infarcted
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myocardium (Fig. 1b). As a methodological control, we tested mTOR activation in
hearts from animals treated with rapamycin, a known inhibitor of mTOR. As
expected, rapamycin-treated animals presented a decreased phosphorylation of

p70S6K in both areas (p=0.02).
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Figure 1. Evaluation for mTOR activity. Phospho p70S6K/p70S6K in cardiac tissue from peri-infarct
area (a) and infarcted area (b). Molecular weight of p70SK and phospho p70S6K (70 kDa). Kruskal-
Wallis with Dunn test, p<0.05. Data are expressed as median and interquartile range (IQR). *
difference with Sham. # difference with AMI. * difference with AMI + MGO. AMI (acute myocardial
infarction), MGO (methylglyoxal), RAPA (rapamycin).

MGO did not trigger autophagic process in AMI rats

LC3-Il is an usual marker of the autophagy onset, whereas p62 fading is a
marker of autophagy completion (22). Here we show that AMI did not trigger
autophagy in heart tissue, nor did MGO (Fig. 2). In the same way, either AMI or AMI
+ MGO did not promote autophagy completion (Fig. 2d-f). Curiously, animals treated
with rapamycin, a known trigger of autophagy, did not present increase in LC3-II or

decrease in p62 levels.
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Figure 2. Autophagy markers. Ratio LC3II/LC3I from cardiac tissue peri-infarct area (a), remote area

(b), and infarcted area (c). p62 from cardiac tissue peri-infarct area (d), remote area (e), and infarcted
area (f). Molecular weight of LC3 (14-16 kDa), p62 (60 kDa). Kruskal-Wallis with Dunn test, p<0.05.

Data are expressed as median (IQR). * difference with Sham. # difference with AMI. * difference with

AMI + MGO. AMI (acute myocardial infarction), MGO (methylglyoxal), RAPA (rapamycin).

Advanced Glication End-Products

The total content of AGEs was unchanged in the peri-infarct and infarcted area

with or without treatment with MGO or rapamycin in relation to sham (Fig. 3a).
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Figure 3. Content of AGEs. AGE from cardiac tissue peri-infarct area (a) and infarcted area (b).
Molecular weight from AGE (N/A). Kruskal-Wallis with Dunn test, p<0.05. Data are expressed as
median (IQR). AMI (acute myocardial infarction), MGO (methylglyoxal), RAPA (rapamycin).

Cardiac Function and mortality

Twenty four hours after the surgery, animals were blindly assessed for cardiac
function by echocardiography (Table 1). AMI group presented an infarct size of
35.1% and a decrease of 34% in ejection fraction (p=0.02), when compared to sham
group. Also, AMI group presented an increase of 57% in the left ventricle end-systolic
diameter (LVESD) (p=0.001). However, MGO or rapamycin did not influence cardiac
remodeling.

The mortality was recorded in three moments: during the treatment with MGO
or rapamycin, throughout the surgery, and post-surgery. MGO-treated rats presented
higher mortality rate prior the surgery, indicating a toxicity effect. During the surgery,
AMI group presented increased rate of mortality. A small protective effect was seen
in rapamycin-treated animals during the follow-up (adjusted residual = 2.1)

(Supplementary figure 1).
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Table 1. Echocardiographic variables 24 hours after the AMI

Sham AMI AMI + MGO | AMI + rapamycin

(n=10) (n=6) (n=4) (n=7)
Infarct size (%) 0 35.1 (9.2) 33.2(17.9) 31.6 (11.3)
EF (%) 84.1(21.3) | 49.6 (11.4)* | 62.4 (20.6) 55.2 (22.3)*
FS (%) 47.5(9.8) | 22.3(12.9)* | 24.9 (11.1)* 22.6 (8.8)*
LVESD (mm) 3.7(1.1) 5.8 (3.1)* 5.8 (1.2)* 6.0 (1.0)*
LVEDD (mm) 6.6 (0.9) 7.4 (2.4) 7.6 (0.6) 7.6 (1.1)

Results are expressed as median (IQR). * indicates difference from sham group (Kruskal-Wallis,

p<0.05). EF (Ejection Fraction), FS (Fractional Shortening), LVESD (left ventricle end-systolic

diameter), LVEDD (left ventricle end-diastolic diameter), AMI (acute myocardial infarction), MGO

(methylglyoxal), RAPA (rapamycin).

Deaths by Treatment
Sham (n=1)
AMI + MGO (n=11)

Included
90 male Wistar rats
(12 weeks of age)

Surgical deaths
AMI (n=4)

Excluded
AMI group <20% akinesia/hypokinesia (n=16)
Sham group with signal of akinesia/hypokinesia

Deaths after surgery
Sham (n=3)
AMI (n=3)

(n=3)

AMI + MGO (n=6)
AMI + RAPA (n=3)

Sham
(n=14)

AMI
(n=10)

AMI + MGO
(n=4)

AMI + RAPA
(n=12)

Supplementary figure 1. Animal inclusion and exclusion diagram. Animals were randomized in 4

groups for preoperative treatment. Deaths were recorded during treatment and surgery, as well as

after the procedure. Akinesia or hypokinesia <20% in the AMI groups or any sign of akinesia or

hypokinesia in the Sham group was used as exclusion criterion. Some losses occurred during the

experimental procedures and the actual sample size for each analysis is presented in the figures. AMI

(acute myocardial infarction), MGO (methylglyoxal), RAPA (rapamycin).

Discussion

The autophagic process either during or after an AMI is not fully understood.

Still less is known about the role of AGEs as triggers of autophagy and their

44



consequences to the cardiac remodeling. Autophagy activation through mTOR-
inhibitor rapamycin has been used in animal studies with cardioprotective effects (33-
35). Despite this, excessive activation of autophagy may be harmful and contribute to
a negative remodeling (36). Thus, here we evaluate the role of methylglyoxal upon
autophagy activation and their consequences on cardiac remodeling.

Our results show an increased p70S6K phosphorylation after MGO
administration, indicating activation in mTOR pathway. However, markers of
autophagy activation, such as increased ratio of LC3-II/LC3-] and p62
immunocontent, were unaltered. In the same way, rapamycin did not increase
autophagic flux, despite reducing mTOR activity in heart, as demonstrated by the
decrease in p70S6K phosphorylation. The conversion of LC3-I to LC3-II is widely
employed as marker of autophagy activation but it is not evident in some organs.
Moreover, western blot analysis in tissue homogenates may represent an additional
challenge duo to the heterogeneity of the cell content (37). Thus, we suggest that
p70S6K phosphorylation inhibition may be employed to check rapamycin-induced
autophagy in heart tissue homogenate. Although the rapamycin did not alter markers
of autophagy, it increased the survival rate during the follow-up, as demonstrated in a
stroke model (38).

MGO is a powerful glycating agent (39). In vitro studies show that proteins
react with MGO and generate MG-H1 (40). Wistar rats administered with 17 mg/kg
showed increased MGO levels in the heart (41). On the otherwise, MGO chronically
given to Wistar rats increased plasmatic MGO without increase in tissue levels (42).
Here, we found that the treatment with MGO for 7 days before surgery with a
concentration of 75 mg/kg/day did not increase the immunocontent of AGESs in

cardiac tissue. We employed an antibody raised against glycolaldehyde-glycated
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proteins (anti-AGE #AB9890, Millipore), which may not detect a specific MGO
derivative MG-H1 previously linked to the remodeling process (11). Thus, we still
cannot rule out that some types of AGEs indeed increased in our experimental model
and are linked to the mTOR activation. Still, no changes could be seen in heart
remodeling in both MGO and rapamycin-treated animals. We also showed that
animals treated with MGO had higher mortality during the treatment, which could be
related to a known toxic effect caused by this molecule (43).

Some limitations must be addressed. First, despite using a previously
described MGO dose (44, 45), an unexpected high mortality was found. However,
our final sample size stood similar to other studies evaluating autophagy (34, 46).
Second, remodeling assessment was performed 24 hours after the injury. As the
heart remodeling takes time to happen, we cannot rule out a potential effect of MGO
or rapamycin in long term follow up. Despite this, some studies present remodeling
signals as soon as in 6 hours after AMI (2, 11, 47). Lastly, we did not see an increase
in autophagic flux in hearts from rapamycin-treated animal treated with two doses of
8 mg/kg. We chose this dose based on a pilot study (2, 4, 6, and 8 mg/kg) according
previous studies (26, 34, 48, 49). Still, the comparisons for autophagy markers
presented statistical power >80% (comparison between AMI and rapamycin).

In conclusion, a glycant agent (MGO) administered prior to the AMI increased
MTOR signaling but did not impaired heart remodeling. Rapamycin, usually
employed as cardioprotective drug, inhibited mTOR signaling but did not improve
heart remodeling up to 24 hours of follow up, despite being associated with survival.
The interference of MGO with the mTOR pathway reveal an important interplay
between AGE and autophagic routes, mainly when considering that glycation prone

environments, such as diabetes, are important risk factor for myocardial infarction.
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More in vivo studies are needed to elucidate the connection between glycating

agents and autophagy an AMI.
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