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Resumen

La hipertension arterial (HTA) representa una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad a nivel global. Se caracteriza por una elevacion sostenida de la
presion arterial que, de no ser tratada, puede conducir a complicaciones cardiovasculares
graves, como el infarto de miocardio, el accidente cerebrovascular, la insuficiencia
cardiaca y el dafo renal crénico. Su etiologia es multifactorial, influenciada por factores

genéticos, ambientales y relacionados con el estilo de vida.

En afios recientes, la investigacion cientifica ha resaltado el papel de los procesos
inflamatorios y el remodelado vascular en el desarrollo y progresion de la HTA. Dentro
de este contexto, la galectina-1 (Gal-1), una lectina de union a beta-galactosidos, ha
surgido como un mediador potencialmente relevante en las enfermedades
cardiovasculares. Gal-1 cumple funciones biolégicas clave, como la modulacién de la

respuesta inmune, la regulacion de la angiogénesis y el control del crecimiento celular.

Evidencias recientes sugieren que Gal-1 podria estar implicada en el remodelado
del tejido vascular y en los procesos inflamatorios asociados a la HTA, asi como también
en el remodelado del tejido cardiaco. Ademas, su expresion parece estar regulada por
condiciones de estrés oxidativo y dafo endotelial, dos caracteristicas centrales de esta

patologia.

En el presente proyecto proponemos estudiar si la HTA inducida por
Angiotensina Il se asocia a una reduccién en la expresion de Gal-1, a hipertrofia y

fibrosis miocardica, asi como también a mecanismos de estrés oxidativo alterados.
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Abstract

Arterial hypertension (HTN) represents one of the leading causes of morbidity
and mortality worldwide. It is characterized by a sustained elevation of blood pressure
that, if untreated, can lead to severe cardiovascular complications such as myocardial
infarction, stroke, heart failure, and chronic kidney damage. Its etiology is multifactorial,

influenced by genetic, environmental, and lifestyle-related factors.

In recent years, scientific research has highlighted the role of inflammatory
processes and vascular remodeling in the development and progression of HTN. In this
context, galectin-1 (Gal-1), a beta-galactoside-binding lectin, has emerged as a
potentially relevant mediator in cardiovascular diseases. Gal-1 plays key biological
roles, such as modulating the immune response, regulating angiogenesis, and controlling

cell growth.

Recent evidence suggests that Gal-1 may be involved in vascular tissue
remodeling and inflammatory processes associated with HTN, as well as in cardiac
tissue remodeling. Additionally, its expression appears to be regulated by oxidative
stress and endothelial damage, two central features of this pathology.

In the present project, we propose to study whether Angiotensin Il-induced HTN
is associated with a reduction in Gal-1 expression, myocardial hypertrophy and fibrosis,

as well as altered oxidative stress mechanisms.
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1. Introduccion

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el niUmero de adultos de entre
30 y 79 afios con hipertension arterial (HTA) ha aumentado de 650 millones a 1280
millones en los Gltimos treinta afios (World Health Organization, 2021; ZHOU et al.,
2021). De ellos, se estima que mas del 50% nunca han sido diagnosticados y/o tratados,
aun teniendo en cuenta la sencillez de su diagnostico y el bajo costo de los tratamientos

modernos, lo que representa un motivo de preocupacion a nivel mundial.
1.1 Hipertension Arterial (HTA)

La presion arterial (PA) es la fuerza que ejerce la sangre sobre las paredes de los
vasos sanguineos al circular por el organismo, la misma puede ser medida a través de la
utilizacion de distintas herramientas tales como tensiémetros, considerandose normales

los valores de 120 mmHg para la presion sistolica y 80 mmHg para la presién diastdlica.

Aquellos pacientes cuyos valores de presion, tanto sistélica como diastolica,
oscilan por encima de los rangos considerados normales son a los que se los cataloga

como pacientes hipertensos.

La HTA es un trastorno en el que los vasos sanguineos soportan una tension
persistentemente alta pudiendo producir lesiones crénicas en la propia pared vascular
como asi también en la estructura y funcion de diferentes 6rganos. En el siguiente
cuadro, se muestran los rangos de presion arterial considerados normales y aquellos

asociados a un cuadro hipertensivo:
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CLASIFICACION PRESION SISTOLICA PRESION DIASTOLICA
NORMAL <120 mmHg <80 mmHg
ELEVADA 120-129 mmHg <80 mmHg

HIPERTENSION GRADO 1 130-139 mmHg 80-89 mmHg
HIPERTENSION GRADO 2 >=140 mmHg >= 90 mmHg

Tabla 1: Clasificacion de la presion arterial.

La HTA es un sindrome o cuadro clinico que constituye un factor de riesgo
independiente para las enfermedades cardiovasculares (ECV), como la cardiomiopatia
hipertensiva (HC, hypertensive cardiomyopathy), insuficiencia cardiaca (Cl, cardiac
insufficiency), cardiopatia coronaria (CHD, coronary heart disease), insuficiencia
congestiva cardiaca (CHF, congestive heart failure), enfermedad cerebrovascular
isquémica y hemorrégica, insuficiencia renal y arteriopatia periférica (PAD, peripheral
arterial disease), entre otras (JAMESON et al., 2018).

Tradicionalmente, estas patologias han sido vinculadas Unicamente a factores
hemodindmicos, siendo estos los principales enfoques de los tratamientos con farmacos
antihipertensivos. Sin embargo, en los ultimos afios, numerosas evidencias han
propuesto que el sistema inmune puede tener un rol clave en la patogénesis de la
enfermedad y en la lesion de 6rgano blanco que acomparfia a la hipertension crénica,

promoviendo la inflamacion y la fibrosis de los mismos (SEROPIAN et al., 2013).
1.2 Fisiopatologia de la Hipertension Arterial

Para plantear datos basicos que permitan entender la patogenia de la HTA, es de
utilidad conocer los factores que intervienen en la regulacién normal y elevada de la
presion arterial. Los factores determinantes de la presion arterial son el gasto cardiaco y
la resistencia periférica. El primer factor (gasto cardiaco) depende del volumen sistélico
y la frecuencia cardiaca; el volumen sistolico depende de la contractilidad del miocardio,
es decir, la fuerza de eyeccion o fuerza de bombeo que tiene el corazon para impulsar la
sangre hacia el organismo a través de la arteria aorta. Ante el aumento de la poscarga,
consecuencia de una presion arterial elevada, el ventriculo izquierdo se hipertrofia de

manera gradual provocando en una primera instancia disfuncion diastolica y
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seguidamente disfuncion sistdlica. EI segundo (resistencia periférica) es regido por los
cambios funcionales y anatémicos en las arterias de fino calibre (didmetro interior, 100-
400 um) y arteriolas. Estos cambios de diametro, tanto de vasoconstriccion como de
vasodilatacion, estan regulados a través del sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona
(RAA). EI sistema RAA contribuye a regular la presion arterial principalmente por
medio de las propiedades vasoconstrictoras de la Angiotensina Il (ANGII) y las
propiedades de retencion de sodio de la aldosterona. Dicho sistema se activa en
condiciones de baja presion arterial, disminucion del filtrado glomerular o con un
aumento de las catecolaminas producto de un estimulo simpético. En estas condiciones
habr& una activacion y liberacion de la Renina, la cual se encargard de escindir al
Angiotensindgeno plasmatico, dando lugar a la formacion de Angiotensina | (ANGI) y
posteriormente a la formacion de Angiotensina Il (mediante la intervencion de la enzima

convertidora de Angiotensina presente en la circulacion pulmonar) (Figura 1).

4 Presion Arterial

{Na+

4 Volemia RENINA b |
1 Tono Simpatico ‘

L Angiotensinégeno en

' Angiotensina |
el higado (globulina)

\gl
4
Angiotensina || <= ;\*’ ) /E‘
1 >

g TPy

; m——
69 ¢ ==

ALDOSTERONA ADH VASOCONSTRICCION
T Reabsorcién de Na+ y T Reabsorcién de H20.
H20. Regula la excrecién tVolumen Sanguineo
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8 J
R
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Figura 1. Esquema del Sistema RAA. ECA, Enzima Convertidora de

Angiotensina; ADH, Antidiuretic Hormone.
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La ANGII tiene entre sus funciones principales inducir la contraccion vascular,
estimular la secrecion de aldosterona y aumentar la tasa de reabsorcion tubular. Esto en
conjunto aumentara la presion arterial ya que la secrecion de aldosterona promueve la
recaptacion de moléculas de Na* en los tlbulos contorneados del rifion, efecto que
resulta en una mayor retencion de agua, lo que produce un aumento en el volumen

sanguineo.

Debido a la vasoconstriccion de los vasos sanguineos producto de una
sobreestimulacion del sistema RAA (por lo tanto, un aumento en la resistencia vascular),
las paredes de los vasos sanguineos sufrirdn un engrosamiento producto del
remodelamiento de las mismas. Esto puede ser mediante la hipertrofia, en el caso de que
aumente el tamafio de las células, o de una hiperplasia, en el caso de que aumente el
numero de las mismas, dando como resultado en ambos casos arterias con un didmetro
interior menor lo que en consecuencia produciria un flujo inadecuado de la sangre y un
aumento en la presion arterial (JAMESON et al., 2018; BAKRIS et al., 2023;
WAGNER-GRAU et al., 2010).

De esta manera, un aumento artificial de ANGII produciria un cuadro

hipertensivo previsible en el sujeto de estudio, en funcion a la dosis aplicada.

1.3 Hipertension Arterial y Lesion del érgano blanco (corazony

rindn)

La ANGII se ha reconocido como un potente agente vasoconstrictor tanto a nivel
local como sistémico, desempefiando un rol clave en la reabsorcion de agua y sodio en
los segmentos tubulares distales de la nefrona con el fin de aumentar la presion arterial.
Sin embargo, se ha observado que las consecuencias de la exposicion a ANGII se

presentan de forma temprana y tardia en los distintos 6rganos involucrados.

La ANGII interactia con las células a través de receptores de membrana
especificos llamados AT1 y AT2 (entre otros), los cuales se acoplan a proteinas G
transmembrana, produciendo asi respuestas diferenciadas en funcion del tipo de receptor

activado. Esta hormona, a través del receptor AT1, desempefia su efecto vasopresor,
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estimula el sistema nervioso simpatico, promueve la reabsorcién de Na* y H2O en los
rifiones y regula el crecimiento, la proliferacion celular y la fibrosis mediante la
activacion de diversos factores de transcripcion nuclear, entre ellos STAT, CREB y AP-
1 (MARRERO etal., 1995; STANLEY NAHMAN et al., 1996). Dado que esta hormona
estimula la proliferacién de musculo liso, engrosa la capa media de los vasos sanguineos,
los cuales con el tiempo se iran fibrosando, disminuyendo la luz del vaso y perpetuando
asi la HTA consecuencia de un aumento en la resistencia vascular periférica. A su vez,
influira en el remodelado cardiaco estimulando la deposicion de matriz extracelular
intersticial y produciendo asi rigidez y pérdida de contractilidad en el 6rgano. En
contraposicion, el receptor AT2, se encarga de ejercer una funcion opuesta al del AT1,
produciendo vasodilatacion, natriuresis, inhibicion del sistema nervioso simpatico e
inhibicion de la produccion de renina (CAREY et al., 2016).

Por otro lado, se ha demostrado que estos receptores comparten un mismo efecto
ya que ambos desencadenan la activacion del factor de transcripcion NF-KB en células
mesangiales y en células del masculo liso (RUIZ-ORTEGA et al., 2000, 2001), el cual
ejerce un rol fundamental en el control de genes involucrados en la inflamacion y en el
dafio vascular y renal, tales como citoquinas, angiotensin6geno, NO sintetasa, entre otros
(RUIZ-ORTEGA et al. 2001).
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Figura 2. Participacion del factor de transcripcion NF-KB en el dafio tisular

mediado por ANGII. Imagen extraida de la publicacion de Egido, J. et al. Revista
Nefrologia, 2003.

Dada la fisiopatologia de la HTA el corazén debe bombear con mayor fuerza de

lo normal provocando no solo dafio y fibrosis al 6rgano en cuestion, sino también a los

vasos sanguineos de todo el cuerpo. Si los vasos sanguineos de los rifiones se ven

afectados o dafiados, es posible que se vea disminuida la funcion de eliminacién de

desechos y de exceso de liquido en el cuerpo provocando, a su vez, que dicho liquido

aumente el volumen intravascular subiendo aun mas la presion arterial y el gasto

cardiaco (National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases, 2014).

La tasa de filtrado glomerular (TFG) es un parametro esencial para la evaluacion

de la funcion renal, que refleja el volumen de sangre filtrado por los glomérulos por

Pagina 12 de 59



ROL DE LA GALECTINA-1 EN LA PATOGENESIS DE LA HIPERTENSION ARTERIAL

UAD Y EL DANO DE ORGANO BLANCO.
Fleischer, Juan Ignacio

minuto. Los glomérulos, estructuras especializadas formadas por redes capilares,
desempefian un papel fundamental en la filtracion de la sangre y la excrecion de

productos de desecho a través de la orina.

Dado que la medicién directa de la TFG resulta técnicamente compleja, se recurre
a su estimacion mediante marcadores bioldgicos, como los niveles séricos de creatinina
y urea, entre otros. Adicionalmente, el dafio renal puede ser detectado de manera sencilla
a través de la relacion proteina/creatinina en orina. En condiciones fisioldgicas, la
excrecion urinaria de proteinas es minima; por lo tanto, un incremento en esta relacién
es indicativo de alteraciones en la barrera de filtrado glomerular, lo que sugiere un dafio

estructural en los glomérulos.

La evaluaciéon combinada de la TFG estimada y la relacion proteina/creatinina en
orina proporciona un enfoque integral para la valoracion de la funcion renal y la
deteccion temprana de patologias renales, siendo herramientas fundamentales en la

préctica clinica y en la investigacion nefroldgica.

n Danado

St
o-

Rinon Sano R

Sangre Sangre

Filtro Filtro

Orina Orina

Proteinas

Figura 3. Esquema de pérdida de la funcién renal.

La creatinina es un producto de desecho fruto del metabolismo muscular. A su
vez, la urea es producida en el higado como resultado del catabolismo proteico. Ambas
sustancias son filtradas y excretadas por los rifiones, por lo tanto, en un paciente con una

enfermedad renal producto de una HTA sostenida, seria esperable que los niveles de
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creatinina y urea séricos se vean incrementados, mientras que los niveles de dichas
moléculas se vean disminuidos en la orina (LEGUIZAMON et al., 2014; SEIJAS et al.,
2014).

1.4 Galectina-1

La galectina-1 (Gal-1) es una proteina de 14 kDa de expresion ubicua que
pertenece a la familia de las lectinas, proteinas altamente conservadas evolutivamente.
Estas lectinas se encuentran expresadas en distintos tipos celulares y ejercen su funcion
mediante la union a B-galactésidos, traduciendo el reconocimiento de glicoconjugados
en funcion bioldgica (LAAF et al., 2019). Gal-1 actua controlando la homeostasis de
células inmunitarias, promoviendo la expansién de células T reguladoras (Treg) y
moderando la inflamacién aguda y croénica, atenuando la produccion de citoquinas
proinflamatorias, entre otros mecanismos, por lo que se le ha asociado principalmente
con procesos antiinflamatorios (RABINOVICH et al., 2000; SEROPIAN et al., 2018).
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Figura 4. Participacion de Gal-1 en procesos inmunes. Imagen extraida de la
publicacién de Sundblad, V. et al, 2017.

A través de la interaccion con glicoconjugados de la matriz extracelular, Gal-1 es
capaz de modular procesos biol6gicos tales como la activacién celular, proliferacion,
migracion y supervivencia, por lo que se le ha atribuido principalmente un rol critico en
la resolucion de la inflamacion cronica y aguda (BRINCHMANN et al., 2018;
CEDENO-LAURENT et al., 2012; SMETANA et al., 2013; SUNDBLAD et al., 2017).
Adicionalmente, se ha observado que Gal-1 promueve la neovascularizacién a través de
la sefializacion mediante el receptor del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGFR-2) (CROCI et al., 2012, 2014). Debido a su marcado rol antiinflamatorio, la
Gal-1 se ha propuesto como mediador clave en la homeostasis cardiovascular
(SEROPIAN et al., 2013).

A su vez, se sabe que el desarrollo de la hipertension arterial esta estrechamente

relacionado con la inflamacion. La interaccién entre las células vasculares y las células
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proinflamatorias al inicio de la enfermedad desempefia un papel clave en su evolucion.
Los linfocitos T efectores, que forman parte del sistema inmune adaptativo, tienen un
rol en la constriccion de los vasos sanguineos en la hipertension. Estos linfocitos son
activados mediante sefiales del sistema nervioso central y de las células presentadoras
de antigeno, lo que acelera su diferenciacion hacia linfocitos proinflamatorios T helpers
(Th-1) y Th-17. Estas células efectoras, producto de mediadores proinflamatorios,
participan en la inflamacion que conduce al incremento de la presion arterial y al dafio
de los 6rganos blanco (IDRIS-KHODJA et al., 2014).

Angiotensin 11

Aldosterone .
Endothelin-1 Hype.rten.slve ----- —
Genes stimuli ~o
~

Salt \ /

BP
- \ CNS Low-grade “
infection |
. !
\ PAMPs ,'
DAMPs A .,
neo-antigens A _MHC-I ¢
TCR )/
CD80/86 / N \

t BP cD28 w )

T-cell
polarization ,\ }

o Tl

Vascular and \ Inflammation

kidney damage oxidative stress

Figura 5. Rol de los linfocitos T efectores y reguladores en el desarrollo de la
hipertension arterial. BP, Blood Pressure; CNS, central nervous system; DAMP,
Danger Associated Molecular Pattern; PAMP, Pathogen-associated molecular patterns;
APC, Antigen-Presenting Cells. Imagen extraida de la publicacion de Idris-Khodja, N.
et al. European heart journal, 2014.
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Por Gltimo, estudios previos se han propuesto para investigar el rol de Gal-1 en la
mediacion de la inflamacidn cardiaca, encontrando que la expresion de dicha proteina se
incrementa en pacientes con infarto de miocardio, insuficiencia cardiaca y
miocardiopatia chagéasica. Asimismo, en ratones KO para el gen de Gal-1 se observo que
presentaban una mayor susceptibilidad a enfermedades inflamatorias cronicas y
desarrollaban miocarditis autoinmune y disfuncién cardiaca, lo que reforzaria su rol
fundamental y su funcion central en la homeostasis cardiovascular (SEROPIAN et al.,
2018).

1.5 Hipertension y Estrés Oxidativo

Como ya se ha mencionado, la HTA es considerada un importante factor de riesgo
para la salud cardiovascular y un agravante para las enfermedades cardiovasculares
preexistentes. Durante el transcurso de esta enfermedad, se descompensan las vias
regulatorias de la PA llevando al paciente, de no ser tratado, a una exposicion prolongada
a hormonas tales como la ANGII. A su vez, se ha observado que la exposicion cronica a
ANGII produce efectos aterogénicos no reproducibles con otras hormonas vasopresoras
tales como la noradrenalina, lo que sugiere que este efecto es independiente del efecto

aterogeno per se de la hipertension arterial (WEISS et al., 2001).

Esta accion aterogénica producida por la ANGII se da a través del estrés oxidativo
(EO), el cual promueve inflamacién cronica (IC) en los vasos sanguineos, produciendo
dafio endotelial y rigidez vascular, siendo estos, dos importantes vehiculos para el
desarrollo de la HTA y otras enfermedades cardiovasculares (FRANCO et al., 2022).
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Figura 6. Participacion de ANGII en el desarrollo de la arteriosclerosis. MCP-

1, Proteina quimiotactica de monocitos 1; ICAM-1, Proteina de adhesion molecular 1;

VCAM-1, Proteina de adhesion celular vascular 1; Mo, Monocitos; LDL, Lipoproteina

de baja densidad; VSMC, Células de la musculatura lisa vascular; NO, Oxido Nitrico;

NOS, Oxido Nitrico Sintetasa. Imagen extraida de la publicacion de Egido, J. et al.

Revista Nefrologia, 2003.

El EO consiste en un deshalance del

equilibrio entre componentes

antioxidantes/prooxidantes, que provoca la disrupcion de los mecanismos de

sefializacion y control celular, favoreciendo procesos prooxidativos y/u obstaculizando

mecanismos antioxidantes.

A través de la cadena de transporte de electrones mitocondrial se producen una

serie de procesos de oxido-reduccion que generan especies reactivas del oxigeno (ERO),

las cuales son capaces de oxidar proteinas, lipidos y acidos nucleicos, afectando de esta

forma su estructura y funcién. Sin embargo, existen agentes antioxidantes enddgenos

como la superdxido dismutasa (SOD) o la catalasa (CAT), entre otras, que se encargan

de mantener concentraciones basales de ERO y con ello preservar adecuadamente las

funciones bioldgicas del individuo. Por lo tanto, una baja concentracion de antioxidantes

0 una baja actividad de los mismos puede significar mayor probabilidad de dafio por
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estrés oxidativo (DELGADO ROCHE et al., 2009).

Como se ha mencionado, la SOD y la CAT son dos enzimas cruciales en la
defensa antioxidante de los organismos vivos. La SOD se encarga de la dismutacion del
radical superoxido (O27), un subproducto toxico del metabolismo celular, convirtiéndolo
en oxigeno molecular (O2) y peroxido de hidrogeno (H20>). Este perdxido de hidrégeno,

aungue menos dafino que el superdxido, aln puede ser perjudicial para las células.

20; + 2H* - 0, + H,0,

En este punto es donde entra en juego la catalasa, la cual cataliza la
descomposicion del H20 en agua (H20) y oxigeno molecular (O2), mitigando asi su

potencial dafio.

2H,0, > 2H,0 + 0,

La accion conjunta de estas enzimas es fundamental para mantener el equilibrio
redox en las células y protegerlas contra el estrés oxidativo, que esta asociado con

diversas enfermedades, entre ellas la HTA, el envejecimiento y deterioro de los tejidos.

A su vez, los lipidos, son moléculas susceptibles a la oxidacion por radicales
libres (entre los que se encuentran las ERO). Dichos radicales libres causan la
peroxidaciéon de las moléculas lipidicas, particularmente aquellas que componen la
membrana celular. Estos peroxidos lipidicos pueden generar nuevos radicales capaces
de estimular nuevamente la peroxidacion lipidica o la formacidn de productos terminales
del proceso oxidativo como malondialdehido, hidroxinonenal y hexanal, teniendo estos
caracteristicas y toxicidades diversas. Estos compuestos de bajo peso molecular son
capaces de reaccionar con el acido tiobarbiturico permitiendo asi la cuantificacion del
nivel de peroxidacion lipidica presente en el tejido (AGUILAR DIAZ DE LEON et al.,
2020; NIKI et al., 2019; GAXIOLA-ROBLES et al., 2013; MUNIZ et al., 2014).

1.6 Remodelamiento de la matriz extracelular

La matriz extracelular (MEC) es una red tridimensional compleja multimolecular

constituida por colageno, fibras de elastina, glicoproteinas estructurales como la
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fibronectina y laminina, entre otras, que proporciona soporte estructural a las células.

Asimismo, la fibrosis se define como la acumulacion excesiva de tejido conectivo
fibroso, el cual se compone principalmente por los componentes de la MEC, en el tejido
dafiado o en sus alrededores, lo que puede derivar en una cicatriz permanente, mal
funcionamiento del 6rgano y, en Ultima instancia, la muerte por insuficiencia cardiaca
en el caso del tejido cardiaco (BATALLER et al., 2005; WYNN et al., 2011, 2012).

La fibrosis, sin embargo, es el resultado fisiolégico mas comin para muchas
enfermedades inflamatorias. Este mecanismo de deposicion de colageno es tipicamente
reversible e indispensable para reparar tejido dafiado y en la cicatrizacion de heridas. No
obstante, en situaciones donde la lesion al tejido es severa o se ve inflamado de manera

cronica, este mecanismo puede verse desregulado.

Aunque la fibrosis puede desencadenarse por diversos factores, entre ellos la ya
mencionada inflamacion crdnica, una caracteristica comun de las condiciones
fibrosantes es la activacion de los miofibroblastos. Estas células representan una
subpoblacion de fibroblastos con un fenotipo similar al de las células del musculo liso,
las cuales son fundamentales en los diferentes procesos de reparacion y regeneracion
que ocurren en los distintos 6rganos, llevando a cabo la produccién y secrecion de los
distintos componentes de la MEC (BOCHATON-PIALLAT et al., 2016).

La MEC esta continuamente en un estado de balance fisioldgico entre la
degradacion y la sintesis de la misma, por ello, se pudo observar que las distintas
patologias existentes se caracterizan por un remodelamiento particular de la MEC, donde

diversos factores y enzimas proteoliticas se ven involucrados.

Las metaloproteinasas (MMPs, por sus siglas en inglés) son las principales
enzimas involucradas en la degradacion de los distintos componentes de la MEC,
desempefiando asi un papel crucial en el remodelamiento tisular. Las MMPs estan
involucradas en procesos fisiologicos normales, como la cicatrizacion de heridas y el
desarrollo embrionario, pero también desempefian un papel importante en distintas

patologias como las enfermedades cardiovasculares (VALENZUELA et al., 2000;
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FLAMANT et al., 2007).

Las MMP-2 y MMP-9, también conocidas como gelatinasas A y B, son
gelatinasas zinc-calcio dependientes, ampliamente estudiadas en distintas patologias
cardiovasculares dado su participacion en el remodelamiento de la MEC tanto a nivel
cardiaco como vascular. Estas enzimas estan reguladas a nivel de la expresion génica,

secrecién y activacion.

En condiciones de hipertension, la expresion y actividad de estas enzimas puede
contribuir al remodelamiento vascular y la hipertrofia del ventriculo izquierdo, producto
de la acumulacién de coldgeno y otros componentes de la MEC en el espacio
extracelular. Esta acumulacion progresiva de colageno intersticial contribuye a la rigidez

miocardica y en Ultima instancia, a la disfuncion ventricular e insuficiencia cardiaca.
2. Hipotesis

En un modelo animal de hipertension arterial (HTA) inducida por Angiotensina
Il (ANGII) la ausencia de Galectina-1 (Gal-1) exacerba la hipertension arterial, la

fibrosis miocéardica e incrementa la disfuncién ventricular.

3. Objetivos

4. Objetivo General

El objetivo general del presente trabajo de tesis es estudiar el rol de Gal-1 en la
patogénesis de la HTA, la lesion de 6rgano blanco y la disfuncion ventricular. A su vez,
se propone evaluar si la delecion de Gal-1 altera factores asociados al remodelamiento

de la matriz extracelular, al estrés oxidativo y la fibrosis miocéardica.
5. Obijetivos especificos

En ratones macho de las cepas C57BL/6 y con delecion genética de Gal-1 (Gal-1
KO) con HTA inducida por ANGII evaluar:

1. Cambios en la presion arterial sistolica y marcadores de dafio renal.
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2. Modificaciones en el area de los cardiomiocitos y en el depdsito de colageno

intersticial.

3. Marcadores de remodelamiento de la matriz extracelular y de estrés oxidativo en

el tejido cardiaco.

6. Metodologia

6.1 Modelo Animal

Se utilizaron ratones macho C57BL/6 (Wild-Type, n=10) y con delecién genética
de Gal-1 (Gal-1 KO, n=10), de 8 semanas de edad criados en el bioterio del Instituto de
Investigaciones Biomédicas (BIOMED UCA-CONICET) en condiciones controladas de
temperatura (20-22°C) y flujo de aire, con un régimen de 12 h de luz/oscuridad con
acceso a agua y alimento ad libitum. Todo el material en contacto con los animales
(jaulas, botellas, etc.) fue previamente esterilizado por autoclave con el propdésito de
mantener las condiciones de asepsia y esterilidad y asegurar una zona libre de patgenos.
Los animales fueron tratados siguiendo los lineamientos de ética y cuidado impartidos
por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio o
Experimentacion (CICUAL) de BIOMED en lineamiento con el NIH’s Guide for the

Care and Use of Laboratory Animals.

Los animales fueron anestesiados con Ketamina (75 mg/kg) y Xilazina (0.75
mg/kg) de manera intraperitoneal (IP) y fueron divididos al azar en 4 grupos de
tratamiento: C57BL/6+ANGIlI  (WT+ANGII, n=5), Gal-1KO+ANGII (n=5),
C57BL/6+Vehiculo (WT+VH, n=5), Gal-1KO+Vehiculo (Gal-1KO+VH, n=5). Los
grupos control recibieron de manera continua, durante 4 semanas, Unicamente el
vehiculo (VH) de la hormona ANGII siendo este acido acético 0,01 N. A su vez, el grupo
tratado con la hormona recibié de manera continua, durante 4 semanas, la ANGII

resuspendida en el vehiculo previamente mencionado.

Para llevar a cabo la perfusion, se implantdé de manera subcutanea y en

condiciones asépticas, una mini bomba osmotica (Alzet® 2004, Durect, Cupertino, CA)
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la cual suministro, a los animales, en forma continua 3 pg/min/kg de ANGII al grupo
expuesto a la misma o Unicamente su vehiculo a aquellos animales del grupo control, a
lo largo del tratamiento (OLIVARES-SILVA et al., 2021; GUAN et al., 2017; LIN et
al., 2011; SRIRAMULA et al., 2011).

Dia 0 Dia7 Dia 28
I 1 / I
7
Obtencion de orina
de 24 hs previo al
WT+VH — E— sacrificio.
Gal-1KO
+VH N — l
Extraccion de
corazon y suero
- ‘7‘7“) ‘f_—\’ | ﬁ v |
e — Iplantacion subcutines de | Histologia || Hidroxiprolina || Dafio Renal |
entrenamiento para toma de mini bomba osmética
presion basal y recoleccion imbuida con ANGII o su I MMP "TBARS " SODy CATl
de orina de 24 hs. vehiculo, acido acético.
) Evaluacién de la presion sistélica cada tres dias durante los 28 dias de tratamiento.

Figura 7. Disefio experimental. Diagrama a modo de resumen de los

experimentos llevados a cabo con los animales en estudio.

Grupo Tamano de Grupo| Tratamiento
WT+VH n=5 Vehiculo
WT+ANGII n=5 Angiotensina ll
Gal-1KO+VH n=5 Vehiculo
_ n=5 Angiotensina ll

Tabla 2: Resumen de los grupos experimentales. Esta tabla indica el tamarfio
de cada grupo en estudio, asi como también el tratamiento particular empleado en cada

uno.
6.2 Genotipificacion de los animales

Previo al desarrollo del modelo experimental, los animales fueron tipificados
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mediante reaccion de PCR utilizando primers especificos para Galectina-1, cuya
secuencia se puede ver en la Tabla 3.

Para la obtencion del ADN, se viviseccionaron aproximadamente 2 mm de la cola
del animal y se colocd en un eppendorf con 300ul de NaOH 25 mM/ EDTA 0,2 mM, en
un bafio himedo a 98°C por 60 min. Una vez transcurrido dicho tiempo se agregd 300ul
de Tris — HCL 40 mM pH 5,5 y se centrifug6 a 10 000 RPM por 10 min a 4°C, para

luego conservar el sobrenadante. Para la master mix se utilizé la GoTag® green (M7122,

Promega).
‘Etapa1|E|Etapa2‘ i
U 1
ok x
S| [(ea0 ] [ean ] [ 720 | | | 720 |
2 : 62.0 :
g| /| 500 | 1| 0:20 |\—/| 0:30 | ' | 500 |
5 | 0:20 i et
1 1
i i
| 1
|Paso1 | E |Paso1 | |Pa502‘ |PasoS | i |Paso1 | |Pa302 |
1 1

Tiempo (min)

Figura 8. Ciclos de PCR. Ciclos de PCR punto final utilizados para la

amplificacion del gen de Gal-1.
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= FW Gal-1 kO =
s
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Figura 9. Gréfico de hibridacion de primers. FW, Forward; WT, Wild Type;
REV, Reverse; COM, Common; Gal-1 KO, Galectina-1 Knock-Out.

Los amplicones fueron corridos en una cuba de electroforesis en un gel de

agarosa al 1%.

Gen Primer Secuencia del primer
Forward WT (5'a 3) GACCCCATCCCTACACCCCAG
Galectina-1 | Forward Gal-1KO (5'a 3') CTATCAGGACATAGCGTTGG
Reverse COMMONG (5'a 3') AAACTTCAGCCGGGAGAAAGG

Tabla 3. Secuencias de primers utilizados. Secuencia de primers utilizados

para la reaccién de PCR especifica para gen de Galectina-1.
6.3 Medicion de la presion arterial

La medicién de la presion arterial sistélica (PAS) se realizd con los animales
conscientes tres veces por semana, previo a la colocacion de las minibombas osmoticas
para obtener la presion arterial basal y durante toda la experiencia a través de un
pletismografo MP100 Pulse Transducer, PanLab (Quad Bridge Amp, ADInstruments),
colocado en la cola y grabado con un poligrafo (Quad Bridge Amp, ADInstruments).

Durante la toma de presién, se registré 10 veces la presion del animal en un
intervalo de 5 minutos. Dichas presiones fueron promediadas, siendo este el valor Gnico

considerado para cada dia del registro de la PAS para cada animal. Los valores se
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obtuvieron mediante un software (PowerLab 8/30 and Labchart, Australia).
6.4 Evaluacion de dafio renal

Para evaluar el dafio renal se recolecto, al inicio y al final de la experiencia, orina
de 24hs en jaulas metabodlicas. Para ellos se colocaron los animales en jaulas metabdlicas
con acceso a agua y comida ad libitum durante 48 hs en un ambiente adecuado para el
bienestar del animal con ciclo de luz/oscuridad y temperatura adecuada, para lograr el
acostumbramiento. Posteriormente, al tercer dia, se recolectd la orina de 24 hs y se
centrifugd a 5000 rpm por 10 minutos para eliminar los residuos solidos. La diuresis de
24 hs se determin0 por gravimetria. En las muestras de orina se evaluaron los niveles de

urea, creatinina y proteinuria, en un autoanalizador Cobas C-501.
6.5 Obtencidn de muestras

Una vez finalizada la experiencia los animales fueron anestesiados con Ketamina
(90 mg/kg) y sacrificados por medio de dislocacion cervical. De los mismos se
extrajeron muestras de sangre de la vena cava inferior y se centrifugé a 3000 rpm,
durante 10 min a 4°C para la obtencion de suero. Posteriormente se extrajo el corazon y
ambos rifiones y se registro el peso de cada uno de ellos. Estos se fraccionaron y
conservaron en N2 liquido para los distintos procedimientos analiticos. Una fraccion se
guardo en formaldehido 4% para la caracterizacion histoldgica. Por ultimo, se extrajeron
las tibias y se midi6 su longitud como marcador de crecimiento y para la estandarizacion

de los pesos de los 6rganos.
6.6 Evaluacion de parametros circulantes y urinarios

Mediante ensayos enzimaticos colorimétricos en autoanalizador Cobas C-501
(Laboratorio Central-seccion quimica del Hospital de agudos Dr. Teodoro Alvarez del
GCBA) se determinaron los niveles circulantes y urinarios de urea, creatinina y
proteinas. La relacion urinaria de proteinas/creatinina se calculé como marcador de

funcion renal:
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Proteinuria (m
Relacién Pt/Cr (mg/g) = (mg/g)

Creatinuria (g/dl)

6.7 Evaluacion histopatolégica y morfometria.

En cortes histoldgicos de corazon tefiidos con hematoxilina y eosina se midio el

area de seccion transversal de los cardiomiocitos en los distintos grupos experimentales.

A su vez se llevd a cabo la tincién con picrosirius red, de las muestras
pertenecientes a los grupos previamente descritos, para la medicion del porcentaje de

colageno intersticial total de la muestra.

Se tomaron iméagenes en 20 campos por muestra utilizando un microscopio éptico

en un campo de alto poder a 400x.

Para la caracterizacion histoldgica de tejido cardiaco se utilizo el software ImageJ
(National Institutes of Health) en el que se llevo a cabo la medicién del area de los
cardiomiocitos y la medicion del porcentaje de colageno para cada region, el cual se
calculé mediante la suma de las areas correspondientes al colageno en funcion al area
total de tejido. Dichas mediciones se realizaron por un mismo operador sin conocer la

procedencia de las muestras analizadas.
6.8 Medicidn de proteinas por método de Lowry

Para todos los casos donde fue necesaria la determinacion de proteinas totales en
la muestra en estudio, se llevé a cabo el método de Lowry (LOWRY et al., 1951),
utilizando una curva de calibracion de albdimina (100 mg/dl) y una dilucion 1/20 de los

homogenatos.

Las absorbancias de la curva y las muestras se midieron a 750 nm utilizando un
espectrofotometro (Thermo Fisher Scientific, Multiskan GO, Cat #51119200).

6.9 Evaluacioén de estrés oxidativo

Para llevar a cabo la evaluacion del estres oxidativo generado en los individuos

en estudio, se determinaron los niveles de sustancias reactivas al acido tiobarbitlrico

Pagina 27 de 59



UADE ROL DE LA GALECTINA-1EN LA PATOGENESIS DE LA HIPERTENSION ARTERIAL
Y EL DANO DE ORGANO BLANCO.

Fleischer, Juan Ignacio

(TBARs) y actividad de las enzimas antioxidantes superdxido dismutasa (SOD) y
catalasa (CAT).

6.10 Medicién de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
(TBARYS)

Para la cuantificar los niveles de TBARS se tomaron 12 mg de muestra de tejido
cardiaco los cuales fueron homogeneizados en 15 mmol/L KH2PO4/K2PO4, 60 mmol/L
KCI pH 7,4 mediante un ultra-turrax Ika T8. Una vez homogeneizadas las muestras, se
centrifugaron 10 min a 4°C a 6000 rpm. El sobrenadante se guardd a -20°C y se separaron
5 pl de la solucion madre para realizar un ensayo de Lowry para cuantificacion de

proteinas totales en solucién.

Una vez calculada las concentraciones de proteinas totales de las muestras se
prepard la curva de calibracion para TBARs, la cual se utiliz6 MDA 100 uM como
estandar, en distintos volimenes de buffer 15 mmol/L KH2PO4/K2PO4, 60 mmol/L KCI
pH 7,4 para construir los puntos de la curva. Para el preparado de las muestras se tomaron
100 pl de estas y, junto con los puntos de la curva, se le agregaron 25 pl de SDS 10% y
465 pl de solucidén de acido tiobarbitdrico (TBA) 8 mg/mL preparado en acido acético
10% pH 3,5, para posteriormente ser incubados a 100°C durante 1 hora en bafio humedo.
Pasado este tiempo se dejé enfriar y en una placa multi-well se cargaron 200 pl tanto de
los puntos de la curva como de las muestras. La fluorescencia fue medida posterior a la
excitacion de las muestras a Aex = 515 nm y los resultados leidos a Aem = 555 nm en un

fluorémetro de placa (BMG Labtechnologies NOVOstar Microplate Fluorometer).
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6.11 Evaluacién de la capacidad antioxidante mediante
determinacion de niveles de superdxido dismutasa (SOD) y
catalasa (CAT).

Para la medicién de la actividad antioxidante de las enzimas SOD y CAT se
utilizé un ensayo colorimétrico. Para ello, se utilizaron aproximadamente 5 mg de tejido
cardiaco obtenido durante la experiencia y se homogeneizé en 500 pl de buffer 50 mM
NaH2PO4/NazPO4 pH 7.4 utilizando un homogeneizador (IKA-Werke T8 Ultra-Turrax
Disperser) y adicionando inhibidores de proteasa (P8340-1ML, Merck KGaA) a la

mezcla a fin de prevenir la degradacion enzimatica.

Realizada la homogeneizacion, los homogenatos fueron centrifugados a 10.000
rpm por 10 min a 4°C. Los sobrenadantes fueron alicuotados para medicion de proteinas

totales por método de Lowry y para la determinacién de la actividad enzimaética.

6.12 Determinacion de la actividad de Superdxido Dismutasa
(SOD)

La enzima SOD pertenece a una familia de enzimas expresadas de manera ubicua
en organismos aerdbicos, cuya funcion principal se basa en la neutralizacion de los

radicales libres de las ERO, especificamente el radical superdxido.

Para determinar su actividad, se midié la capacidad de la misma de inhibir la
oxidacion del pyrogallol (1,2,3-trihidroxibenceno) a 25°C y pH alcalino, midiendo la

formacion de purpurogalina a 420 nm.

(ulmtra) = log | (mmtra)
§(uimtra) =log log m blanco
log log 0,5 —
V50% = 29 99 m
b
USOD 1000

mgm  V50% (ul) X [n]
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V50% = Cantidad de enzima necesaria para inhibir el 50% de la autooxidacion del pyrogallol
m = Pendiente del grafico de ¢ para cada muestra

m mtra = Pendiente de la reaccién de oxidacion de cada muestra

m blanco = Pendiente de la reaccién de oxidacion del blanco de pyrogallol

b = Ordenada al origen

[] = Concentracién de proteinas en la muestra

6.13 Determinacion de la actividad de Catalasa (CAT)

La CAT es una enzima oxidorreductasa presente en diversos tejidos y tipos
celulares de organismos aerdbicos, la cual cataliza la descomposicién del perdxido de

hidrdgeno en oxigeno molecular y agua.

Para la determinacion de la actividad enzimatica de CAT, se midi6 el decaimiento

de la absorbancia a 240 nm causada por la descomposicion del perdxido de hidrogeno.

mol) mxVf

[CAT] ( ~ (e x Vmtra x 1000 x [r])

mgm

m = Pendiente de la Absorbancia en funcion del tiempo

Vf = Volumen final de la reaccion

Absortividad molar del per6xido de hidrogeno a 240 nm () = 4,6 X 10’M~1 x seg™1!
[r] = Concentracion de proteinas en la muestra

Vmtra = Volumen de muestra

6.14 Determinacién de coldgeno mediante cuantificacion de

hidroxiprolina.

La hidroxiprolina es un aminoacido no esencial que, en tejidos animales se
encuentra casi completamente formando parte del colageno. Por lo tanto, su

determinacion se utilizo para estimar la cantidad de esta proteina en el tejido cardiaco.
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Para la medicion de colageno intersticial total, comunmente presente en la
fibrosis miocardica hipertensiva, se determind la concentracion de hidroxiprolina
presente en el tejido mediante una reaccion colorimétrica utilizando cloramina T y
reactivo de Ehrlich como se puede ver en la Figura 10. Dicha reaccion fue cuantificada

mediante espectrofotometria a 550 nm.

HO HO
[N~ )
—_— E— E———
QCOOH QCOOH COOH
N N N N
HIDROXIPROLINA A-1-PIRROLINA-4- PIRROL-Z’-ACIDO PIRROL
HIDROXI-2-ACIDO CARBOXILICO
CARBOXILICO
0 CHs H+ CHs
7 —_ /7
+ X N N — S N N + H20
CHs N CHs
N
PIRROL 4-DIMETILAMINOBENZALDEIHIDO COMPUESTO COLOREADO

Figura 10. Reaccion de Hidroxiprolina, cloramina T y reactivo de Ehrlich para

formar un compuesto coloreado.

Para dicho proceso, 15 a 20 mg de muestra de tejido cardiaco fueron secadas a
35°C en una centrifuga de vacio (Thermo Fisher Scientific, Savant SPD121P SpeedVac
Concentrator, Cat #SPD111V-220) y pesadas en intervalos de 2 hs hasta no obtener

variaciones en el peso.

Una vez obtenido el tejido seco, se lo fracciond y se lo incub6 15 min a 4°C en
buffer NaCl 0,2M / NaHCO3 mM. Luego se centrifugd a 3000 rpm por 10 min a 4°C. La
incubacion con buffer y el proceso de centrifugado se repitieron de 3-4 veces hasta

obtener un sobrenadante limpido y sin restos de sangre.

Realizado el dltimo lavado, se retir6 el buffer para este fin y se le agreg6 0,7 ml

de HCI 6N. Esto se dejé incubar en un bloque térmico seco a 100°C durante 16 hs.

Finalizada la incubacién se diluyo el HCI en 1 ml de H2O destilada y se filtré el
contenido utilizando filtros de jeringa de membrana de PES de 0,22 um, Cat
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#SLGPX13NL, Merck KGaA. Una vez obtenido el sobrenadante filtrado se realiz6 un
segundo secado en centrifuga de vacio a 45°C durante 3-4 hs o hasta eliminar el agua
previamente adicionada, para luego resuspender la muestra en 1 ml de H.O miliQ

ultrapura.

Para la reaccion colorimétrica se utilizd una curva de calibracion de estandar de
hidroxiprolina (hydroxyproline commercial standard, Cat #H5534, Merck KGaA,
concentracion final 50ug/ml). En el caso de las muestras, se prepararon diluciones 1/40
en H20d. Posteriormente a cada tubo de ensayo se le agreg6 1 ml de reactivo cloramina
T y se los incubd a 20°C por 20 min. Pasada dicha incubacion se les agreg6 1 ml de
reactivo de Ehrlich, el cual se homogeneiz6 mediante agitacion vigorosa, y se incubd en
bafio humedo a 60°C por 15 min. Una vez finalizada esta incubacion se dejé enfriar y al
cromoforo formado se le midié su absorbancia a 550 nm en un espectrofotometro
(Thermo Fisher Scientific, Multiskan GO, Cat #51119200).

6.15 Zimografia gelatinolitica para la determinacion de
actividad de metaloproteasas MMP-2 y MMP-9

Para la medicion de la actividad enzimética de las MMP-2 y MMP-9 se
homogeneizaron 25 mg de tejido cardiaco utilizando un homogeneizador (IKA-Werke
T8 Ultra-Turrax Disperser) en 50 mmol/L Tris buffer, pH 7.4, conteniendo CaCl, 5 mM,
ZnCl; 5 mM y Tritdn X-100 1%.

Una vez homogeneizada la muestra se centrifugd 10 min, 10 000 rpm a 4°C, y se
conservé el sobrenadante, el cual se alicuotd para medicion de proteinas totales por

método de Lowry.

Las muestras fueron corridas en un gel de poliacrilamida 7,5% co-polimerizado
con gelatina al 0,1% (G1890-100G, Merck KGaA) en condiciones no reductoras. Los
geles fueron corridos a 110 V durante 1.40 hs en Tris 25 mM, glicina 192 mM, 0,1%
buffer SDS pH 8.3 a 4°C, utilizando una Mini Protean® Tetra Cell (Cat #1658005, Bio-
Rad Laboratories). Posteriormente, los geles fueron lavados utilizando Triton X-100 por
30 min e incubado en 0,15 mol/L NaCl, 10 mmol/L CaCls, Tris HCI, pH 7.4 a 37° C,
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durante 18 hs.

Finalizada la incubacion se tifieron los geles con Coomassie Brilliant Blue R-250
0.25% (Cat #1610400, Bio-Rad Laboratories) y luego se decoloraron con &cido acético-
metanol-H20O (1:3:6). La actividad enzimatica pudo ser visualizada como bandas sin

color contrastando con el fondo tefiido de azul del gel.

La identificacion de las MMP-9 (84 kDa) y MMP-2 (67 kDa) se llevo a cabo
utilizando un marcador de peso molecular Precision Plus Protein Dual Color Standards
(Cat #1610374, Bio-Rad Laboratories). El estandar de actividad gelatinolitica utilizado

fue un medio condicionado proveniente de fibroblastos.

Las intensidades de las bandas observadas fueron analizadas y cuantificadas
mediante analisis densitométrico utilizando el software FluorChem software (Alpha

Innotech Corp), y la actividad relativa fue expresada en relacion con el estandar.
7. Andlisis estadistico

Para evaluar la distribucion de las variables se utilizo el test de normalidad de Shapiro-
Wilk. Para el analisis de diferencias de los resultados se utilizo el test de ANOVA (de los datos
previamente logaritmizados cuando correspondiera) segun el nimero de grupos a comparar, y
test de Benjamini-Hochberg como test a posteriori. Los resultados se expresaron y/o graficaron
como media = DE para aquellos datos con distribucién normal y como mediana (rango) para
los datos no paramétricos. Se utilizé el programa Graph Pad 8.0.1 y las diferencias se

consideraron significativas con un p menor a 5%.
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8. Resultados

8.1 Caracterizacion y puesta a punto del modelo de HTA

El modelo de HTA inducido por la infusion de ANGII, descrito en el punto 6.1
de la seccion Metodologia, fue puesto a punto y validado por primera vez en el marco
del proyecto de la presente tesina para su uso en el laboratorio. En primer lugar, se
genotipificaron los animales a utilizar mediante reaccion de PCR empleando ADN
extraido de la cola de los mismos, y posteriormente corridos en un gel de agarosa 1%.
En la Figura 11 se observa una imagen representativa de una corrida electroforética de

los amplicones obtenidos.

Gal-1K® Wil Gal-1Ko®
Hetero

Figura 11. Corrida electroforética en gel de agarosa. WT, Wild-Type; Gal-1,
galectina 1; KO, knockout. Corrida en gel de agarosa de muestras de PCR para
animales Gal-1 KO en heterocigosis, Gal-1KO (300 pb) y C57BL/6 (379 pb

aproximadamente).

En segundo lugar, tras la implantacion de las bombas osméticas infundidas con
ANGII, se realizo el seguimiento de la presion arterial sistolica de los animales durante
4 semanas, como se puede observar en la Figura 12A. En esta figura, se visualiza el
aumento de la presion arterial a lo largo del tiempo para cada grupo de estudio, tanto
antes como después de la cirugia de implantacion del dispositivo de perfusién de ANGII.

Se observo un incremento notable de la PAS en el grupo WT (C57BL/6), asi como un
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incremento de similar magnitud en el grupo Gal-1 KO con respecto a la presion arterial
basal de cada grupo. Asimismo, al final de la experiencia, no se hallaron diferencias
significativas en el aumento de la presion arterial sistolica del grupo Gal-1 KO en
contraste con el grupo WT. En la Figura 12B, se muestran las presiones arteriales de
cada grupo de estudio antes y después del tratamiento con ANGII, observandose un
incremento de la presion arterial sistolica en ambos grupos tratados con ANGII.
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Figura 12. Seguimiento de presion arterial sistdlica en mmHg de ratones
tratados con ANGII o VH. VH, Vehiculo; ANGII, angiotensina Il; Gall, galectina 1;
KO, knockout. *p<0,05. La Figura 12A fue analizada mediante la prueba estadistica
de Wilcoxon. La Figura 12B fue analizada mediante la prueba estadistica ANOVA de

una via.
8.2 Seguimiento de la presion arterial

Una vez puesto a punto el modelo, se repitieron los procedimientos descritos en
el apartado 8.1 de la puesta a punto en los grupos experimentales planteados en la
metodologia. De esta forma, se realizd el seguimiento de las presiones arteriales
sistélicas de los cuatro grupos experimentales, antes y después de perfundir ANGII o su
vehiculo (VH). La Figura 13A detalla los promedios de las tres tomas de presion

realizadas semanalmente, de cada grupo, a lo largo del periodo de estudio. En la Figura
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13B se observan los resultados obtenidos de las presiones registradas antes y después de
la implantacion de las bombas osmoticas infundidas con ANGII o VH, hallandose un
aumento significativo de la presion arterial sistolica en ambos grupos tratados con
ANGII.
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Figura 13. Seguimiento de presion arterial sistdlica en mmHg de ratones
tratados con ANGII o VH. VH, Vehiculo; ANGII, angiotensina Il; Gall, galectina 1;
KO, knockout. ****p<0,0001. Test de ANOVA de una via y la diferencia de medias

fue comparada por test de Benjamini and Hochberg.
8.3 Evaluacion de la Funcion Renal

Para la evaluacion de la funcion renal en las muestras de orina recolectadas al
inicio y al final de la experiencia se determinaron los niveles de urea, creatinina y
proteinuria, mientras que en el suero obtenido el dia de la eutanasia se determinaron los

niveles de urea y creatinina.
8.4 Evaluacion de los niveles séricos y urinarios de Urea

Como se puede ver a continuacion, la Figura 14A representa los niveles de urea
basales en orina en los distintos grupos de estudio. En ella, no se aprecian diferencias
significativas entre las concentraciones de urea en orina. En la Figura 14B se muestran

los niveles de urea en orina una vez finalizadas las cuatro semanas de tratamiento de los
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grupos de estudio.

En la Figura 14C se representan los niveles de urea presentes en muestras de
suero recolectadas al momento del sacrificio de los animales en estudio. En esta figura,
se ha encontrado un aumento altamente significativo en las concentraciones séricas de
urea, tanto en los Wild-Type como en los Gal-1 KO. A su vez, se observaron diferencias
significativas entre los grupos Wild-Type y Gal-1 KO expuestos a ANGII, siendo los

niveles del grupo Wild-Type significativamente superiores a los del grupo Gal-1 KO.
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Figura 14. Cuantificacion de los niveles séricos y urinarios de urea en los
animales de estudio. VH, Vehiculo; ANGII, angiotensina I1; Gall, galectina 1; KO,
knockout. *p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001. Para todas las pruebas se utilizo el test
de ANOVA de una via y la diferencia entre las medias fue analizada por método de

Benjamini and Hochberg.

8.5 Evaluacion de la relacion de los niveles urinarios de

proteinas y creatinina.

La Figura 15 representa la relacion proteinas/creatinina presente en la orina de
los animales en estudio. En ella, se puede observar que se encontraron diferencias
significativas entre los grupos WT y Gal-1 KO tratados con ANGI|I, siendo el grupo WT

el mas afectado luego de las 4 semanas de exposicién al mencionado tratamiento.
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Figura 15. Cuantificacion de la relacion Proteinuria/Creatinuria. VH,
Vehiculo; ANGII, angiotensina Il; Gall, galectina 1; KO, knockout. *p<0,05. Para
todas las pruebas se utilizd el test de ANOVA de una viay la diferencia entre las

medias fue analizada por método de Benjamini and Hochberyg.
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8.6 Evaluacioén de niveles de Proteinuria

Utilizando los niveles de proteinuria basales y los registrados una vez finalizadas
las cuatro semanas de exposicion a ANGII respectivamente se calcularon los niveles de
proteinuria de 24 horas, los cuales se pueden observar en la Figura 16A y la Figura
16B. Para dichos valores no se encontraron diferencias significativas entre los grupos de

estudio.
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Figura 16. Evaluacion de niveles de proteinuria. VH, Vehiculo; ANGII,
angiotensina Il; Gall, galectina 1; KO, knockout. Para todas las pruebas se utiliz6 el
test de ANOVA de una via y la diferencia entre las medias fue analizada por método

de Benjamini and Hochberg.
8.7 Evaluacion de la Hipertrofia Cardiaca

Con el proposito de evaluar la hipertrofia cardiaca resultado de la exposicion
cronica a ANGII se registro el peso de los corazones como se puede ver a continuacion.
La Figura 17A representa los pesos correspondientes a los corazones de los distintos
grupos experimentales. En ella se observa un aumento significativo en el peso de los
corazones de los grupos WT+ANGII y GAL-1KO+ANGII respecto a los grupos sin

ANGII respectivamente. Las diferencias se mantuvieron significativas luego de corregir
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por el peso de los animales (Figura 17B).
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Figura 17. Peso de los corazones de los animales en estudio. VH, Vehiculo;
ANGII, angiotensina Il; Gall, galectina 1; KO, knockout. *p< 0,05; **p<0,01;
***p<0,001. Test de ANOVA de una viay test a posteriori de Benjamini and
Hochberg.

8.8 Determinacion del area de los Cardiomiocitos

A fin de estudiar la respuesta del tejido cardiaco ante el aumento crénico de la
presion arterial inducido por ANGII, se evaluo el area de los cardiomiocitos en cortes de
tejidos tefiidos con Hematoxilina y Eosina. En la Figura 18 se pueden ver las imagenes
tomadas por microscopia de los cardiomiocitos mencionados, los cuales fueron medidos
utilizando el software ImageJ (National Institutes of Health), tomando en cuenta

Unicamente aquellas células cortadas transversalmente.

En la Figura 19 se pueden observar los valores registrados de las areas de las
celulas cardiacas de los animales estudiados. En ella se aprecia un aumento significativo
en la circunferencia de los cardiomiocitos de aquellos animales tratados con ANGII,

tanto en los WT como en los Gal-1 KO, en comparacion con los animales de su misma
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cepa expuestos al VH de la hormona. Ademas, en aquellos expuestos a ANGII, se
observé que no hubo diferencias significativas en el aumento de tamafio de los

cardiomiocitos entre las cepas WT y Gal-1 KO.

Figura 18. Tincion con Hematoxilina y Eosina de Cardiomiocitos. VH,
Vehiculo; ANGII, angiotensina I1; Gall, galectina 1; WT, Wild-Type; KO, knockout.
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Figura 19. Areas registradas de cardiomiocitos. VH, Vehiculo; ANGII,
angiotensina Il; Gall, galectina 1; WT, Wild-Type; KO, knockout. ****p<0,0001. Test
de ANOVA de una viay la diferencia de medias fue comparada por test de Benjamini

and Hochberg.
8.9 Determinacidn del porcentaje de Fibrosis Miocardica

El contenido de coldgeno intersticial en el tejido cardiaco se evalud en cortes
histoldgicos tefiidos con Picrosirius Red (Figura 20), asi como también mediante la
cuantificacién de la hidroxiprolina total presente en las muestras. En ambos casos, se
observo un aumento de colageno intersticial en los grupos tratados con ANGII, lo cual
indicaria la presencia de fibrosis cardiaca (Figura 21A y 21B). En la Figura 21B se
presentan los resultados de la cuantificacion de hidroxiprolina, expresados en % de

colageno en el tejido cardiaco.
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Figura 20. Tincién con Picrosirius Red de colageno intersticial en tejido

cardiaco. VH, Vehiculo; ANGII, angiotensina I1; Gall, galectina 1; KO, knockout.

>
W

1004

©
o
1

=23
o
1

>
o
1

N
o
1

% de colageno en tejido cardiaco
(Picrosirius Red)

% de colageno en tejido cardiaco
(Hidroxiprolina)

«a‘,;@\‘@p@“

Wild-Type Gal1-KO Wild-Type Gal1-KO

Figura 21. Determinacién de colageno intersticial en tejido cardiaco. VH,
Vehiculo; ANGII, angiotensina I1; Gall, galectina 1; KO, knockout. Para ambos

estudios se utilizd la prueba estadistica ANOVA de una via y test a posteriori de
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Benjamini and Hochberg.
8.10 Evaluacion del Estrés Oxidativo

Con el fin de evaluar los niveles de estrés oxidativo presente en el tejido cardiaco
de los grupos experimentales, se llevo a cabo la cuantificacion de la actividad de las
enzimas superdxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT) asi como la cuantificacion de las

especies reactivas del acido tiobarbitdrico (Thbars).

Como se puede ver en la Figura 22A y 22B, no se observaron diferencias
significativas en los niveles de TBARS y en la actividad de SOD en el tejido cardiaco
entre grupos. Respecto a la actividad de CAT, en la Figura 22C se observa una
disminucion significativa en el grupo Gal-1 KO tratado con ANGII en comparacion con

el grupo Gal-1 KO expuesto al VH.
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Figura 22. Evaluacién del estrés oxidativo. VH, Vehiculo; ANGII,
angiotensina Il; Gall, galectina 1; KO, knock out. **p<0,01. Test de ANOVA de una

via y test a posteriori de Benjamini and Hochberg.
8.11 Cuantificacion de actividad de MMP9

Las metaloproteinasas 9 (MMP9) son enzimas gelatinoliticas que intervienen en
el remodelamiento de la matriz extracelular. Por este motivo, se llevd a cabo la

cuantificacién de la actividad proteica de estas enzimas. En la Figura 23A, se puede
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observar la cuantificacion del &rea de actividad de la enzima MMP9 en los grupos
expuestos a ANGII y al VH. En la Figura 23B, se puede observar el &rea de actividad
de la forma latente de la MMP9. En ambos casos, la actividad de la enzima MMP9 y de

la forma latente MMP pro9 no mostraron alteraciones significativas.
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Figura 23. Cuantificacion de actividad de MMP9. VH, Vehiculo; ANGII,

angiotensina Il; Gall, galectina 1; KO, knockout; MMP9, metaloproteinasas 9.
9. Discusion

En el presente trabajo hemos estudiado el rol de la Gal-1 en un modelo de
hipertensién arterial inducido por ANGII. A partir del desarrollo de este modelo, en
primer lugar, hemos demostrado que la infusion cronica de ANGII, tanto en ratones Gal-
1 KO como en ratones Wild-Type (C57BL/6), incrementé la presion arterial sistélica e
indujo hipertrofia cardiaca en los animales. Aunque el incremento de la presion arterial
e hipertrofia cardiaca por infusion continua de ANGII ya ha sido demostrado en trabajos
previos (MONASSIER et al., 2006), este es el primer estudio que evalua el efecto de la
ANGII en ratones KO para Gal-1. De esta forma, pudimos observar que el déficit de
Gal-1, no modifico la patogénesis de la hipertension arterial luego de la infusion continua

de ANGII. A su vez, observamos que los corazones de ambos grupos que recibieron
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ANGII incrementaron la hipertrofia miocéardica en comparacion con aquellos grupos que
recibieron vehiculo. Asimismo, cortes histologicos confirmaron la hipertrofia en las
células cardiacas de los animales tratados con ANGII en comparacion con sus
respectivos controles. Ademas, a través de distintos métodos se observé un aumento en
el deposito de coldgeno intersticial en el tejido cardiaco de los animales con HTA. Estos
resultados confirman que la hipertension arterial inducida por ANGII produce hipertrofia
cardiaca y fibrosis en ambos grupos, sugiriendo que el déficit de Gal-1 no previene estos
efectos. Para evaluar el dafio por estrés oxidativo, se realizaron pruebas para medir la
concentracion de especies reactivas de acido tiobarbitdrico (TBARS) y la actividad
enzimatica de SOD y CAT. En el caso de TBARS y de la actividad de SOD, no se
encontraron diferencias significativas, sin embargo, se observo una disminucion de la
actividad de CAT en animales WT y Gal-1 KO expuestos a ANGII. Esto sugiere que, en
este modelo de HTA, la capacidad antioxidante del tejido comienza a verse alterada,
aungue esta no se refleja en un aumento del estrés oxidativo. Estos resultados pueden
deberse al tiempo de experimentacion, por lo cual seria interesante evaluar a futuro los

parametros mencionados en modelos de HTA mas prolongados.

Como resultado de un aumento crénico de la presion arterial, los vasos
sanguineos de los rifiones pueden verse comprometidos, lo cual lleva al dafio del 6rgano
y provoca pérdida de su funcion. Para estudiar el dafio del rifion en animales hipertensos
y si estas lesiones son modificadas por el déficit de Gal-1, se llevé a cabo la recoleccion
de orina de los animales en estudio, tanto antes como después de la infusion de ANGII.
De esta manera, observamos que aquellos animales expuestos tnicamente a la infusién
del VH mantenian niveles séricos y urinarios de urea, creatinina y proteinuria similares
a los observados en el estado basal. Estos mismos pardmetros fueron evaluados en los
animales sometidos a la infusion sostenida de ANGII, donde se observé que tanto los
ratones WT como los Gal-1 KO presentaban niveles séricos de urea superiores a los
medidos en el estado basal y a los de sus respectivos controles. En cuanto a la creatinina
sérica, se observO que los animales WT tenian concentraciones superiores en
comparacion con sus controles, aunque esto no fue el caso para los Gal-1 KO. Estos

resultados sugieren que la funcion renal podria comenzar a verse afectada en las 4
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semanas de estudio, provocando asi la acumulacion sistémica de dichos metabolitos. En
cuanto a las concentraciones urinarias de urea, no se observaron diferencias con respecto
a los controles al finalizar el periodo de estudio. Sin embargo, en el caso de la relacion
proteinuria/creatinina en orina, se pudo observar un aumento significativo en los
animales con ANGII, siendo mayor en los WT respecto a los GAL-1KO. Esto se
confirma en estudios previos (RUIZ-ORTEGA et al., 1995; HISADA et al., 1999),
donde se demuestra que la ANGII esta involucrada en la patogenia de enfermedades
renales inmunes, sugiriendo, ademas, que este péptido es un mediador proinflamatorio
para dicho tejido, lo que llevaria a la fibrosis de dicho érgano y pérdida de funcion del
mismo. A su vez, se pudo observar que aquellos animales Gal-1 KO presentaron una
menor relacion de proteinas/creatinina en orina que los animales WT, lo que sugeriria
que el déficit de Gal-1 tendria un rol protector de la funcion renal de dichos animales en
contraste con los WT. Asi mismo, seria interesante medir si estos valores efectivamente

se correlacionan con una menor tasa de fibrosis renal.

Dado que en situaciones de fibrosis se produce un remodelamiento de la matriz
extracelular, se evalué el comportamiento de las gelatinasas (MMP-2 y MMP-9),
enzimas que intervienen en la degradacién del colageno. En este trabajo, no se
observaron diferencias en la actividad de dichas enzimas entre los grupos de estudio.
Esto puede deberse al periodo de exposicion a ANGII, ya que, como se ha descrito
previamente (EGIDO et al., 2003; MONASSIER et al., 2006), la ANGII es un péptido
que interactGa con las células a través de receptores AT1, entre otros, regulando el
crecimiento celular y la fibrosis, ademas de inducir la produccion de inhibidores de
proteasas reguladoras de la MEC. Esto ultimo fue descrito por NAKAMURA et al.,
2000, en rifiones. A su vez se ha demostrado en trabajos previos de nuestro laboratorio
(FONTANA ESTEVEZ F. S et al, 2022) realizados en el mismo modelo experimental
de infusién continua de ANGII, aunque en ratones Gal-3 KO, que el déficit de Gal-3
incrementaba la expresién de mRNA para MMP-9. De esta manera, considerando los
ejemplos previamente mencionados, seria interesante evaluar la actividad de las MMP
en un modelo de estudio de hipertension donde la exposicion al angiotensindgeno sea

mas prolongada. Asimismo, a futuro seria de interés evaluar la expresion de los TIMPs,
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dado que el remodelado de la MEC depende del balance MMP/TIMP (CABRAL-
PACHECO et al., 2020).

Con respecto a los resultados de EO como potencial mecanismo que acomparia
el dafio de 6rgano blanco, en el presente trabajo no se observaron diferencias en los
niveles de TBARS, sin embargo, se observaron cambios en la actividad de CAT, lo cual
podria sugerir que, en el tiempo experimental, la capacidad antioxidante del tejido
cardiaco comenzaria a afectarse. A su vez en articulos como el de USHIO-FUKAI et al.
Journal of Biological Chemistry, 1996 y ZAFARI et al. Hypertension, 1998, se describe
que la ANGII favorece la accién oxidante al inducir la activacion de la NADPH oxidasa,
la cual se encuentra entre las enzimas fagociticas y no fagociticas mas estudiadas por su
gran produccion del radical Oz y su correlacion con las enfermedades coronarias
independientes de otros factores de riesgo cardiovascular, como se detalla en GUZIK et
al. Circulation Research, 2000. Esta activacion seria independiente del aumento de la
presion arterial, dado que dicho comportamiento no se ha observado en otros farmacos
presores como la noradrenalina. Con esto en mente, seria esperable que la exposicion
por un periodo mas prolongado a la ANGII resultara en una notable disminucion de la
actividad de enzimas antioxidantes como se vio en el caso de CAT, junto con un

incremento en la concentracion de TBARS.
10. Conclusion

Por lo tanto, podemos concluir que, la hipertension inducida por ANGII causa
hipertrofia cardiaca, fibrosis y dafio renal en ratones WT y Gal-1 KO. La disminucion
en la actividad de CAT observada en los animales KO para Gal-1, sugiere un inicio de
alteracion de la capacidad antioxidante del tejido cardiaco, aunque el estrés oxidativo
aun no se manifiesta en los parametros medidos. Esto sugiere que los efectos sobre el

EO pueden manifestarse en tiempos de exposicion mas prolongados a ANGII.

Los niveles elevados de urea, creatinina y proteinuria en los animales tratados
con ANGII sugieren un posible dafio renal progresivo. A su vez se pudo observar que en
animales Gal-1 KO, si bien se observaron evidencias de dicho dafio renal, el aumento de

los pardmetros medidos fue menor en contraste con sus controles, lo que podria indicar
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que la deficiencia de la Gal-1 tendria un rol potencialmente nefro-protector ante un
aumento prolongado en la presion arterial producto de la exposicion a ANGII. Futuros
estudios permitirian explorar este dafio en etapas mas avanzadas, evaluando también el
impacto sobre la fibrosis renal y la inflamacion, dado que estos procesos se asocian a la

hipertension cronica.

Otra linea de investigacion clave es el analisis del papel de las metaloproteinasas
(MMP) vy sus inhibidores (TIMPs) en el remodelado de la matriz extracelular. El
potencial dafio cardiaco observado en este estudio no se vio reflejado en la actividad de
MMP-2 y MMP-9.

En resumen, estos resultados indican que, fuera de los posibles efectos nefro-
protectores observados, el déficit de Gal-1 no modifica los efectos hipertensivos de
ANGII, y futuras investigaciones con tiempos de exposicién mas prolongados podrian
ofrecer una vision mas clara de los mecanismos de remodelado, dafio renal y estrés

oxidativo en la hipertension cronica.
11.Financiamientos
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