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RESUMEN

Introduccion: A pesar del arsenal farmacolégico disponible para tratar la
hipertension (HTA), los pacientes cronicos pueden desarrollar remodelado
cardiaco irreversible y fibrosis. Dentro de los gatillantes de HTA se encuentran
las enfermedades metabdlicas, el envejecimiento celular y la desregulacion
hormonal. En este ultimo contexto, la Angiotensina Il (Ang IlI) regula la
hemodinamia del sistema circulatorio, manteniendo la volemia y homeostasis del
sistema cardiovascular. Sin embargo, la actividad cronica y exacerbada de Ang
Il tiene como consecuencia inflamacion en vasos sanguineos y corazon,
incremento de la precarga, HTA y remodelamiento cardiaco, conduciendo a los

pacientes a falla cardiaca irreversible.

La Resolvina-D1 (RvD1) pertenece a la familia de lipidos autacoides con potentes
efectos antiinflamatorios y pro-resolutivos en varios modelos patolégicos
cardiovasculares in vitro e in vivo, como infarto del miocardio,
isquemia/reperfusion y estenosis aodrtica, previniendo el reclutamiento de
leucocitos, expresion de marcadores de inflamacién y fibrosis cardiaca. Sin
embargo, hasta la fecha aun no se han realizado estudios evaluando los efectos
protectores de RvD1 frente al dafio crénico producido por la HTA. De esta
manera, nos propusimos evaluar tales efectos en un modelo de HTA por infusion

de Ang Il.
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Métodos: Se infundié Ang Il (Ang-Il, 1,5 mg/kg/dia) en ratones machos C57BL/6
mediante mini bombas osmadticas Alzet® durante 7 o 14 dias, junto con la
administracién de Resolvina-D1 (RvD1, 3 ug/kg/dia, i.p) un dia después de la
cirugia y durante el periodo de infusion. Se evalud la presion arterial y parametros
funcionales mediante ecocardiografia. Al final de los esquemas experimentales,
se recolectaron los tejidos y se estudiaron parametros histologicos por

inmunohistoquimica y citoquinas plasmaticas utilizando LUMINEX.

Resultados: RvD1 disminuyé a los 7 y 14 dias la infiltracion cardiaca de
neutroéfilos y formacién de tejido de granulacion inducida por Ang Il; la expresion
de ICAM-1 y VCAM-1; el incremento de niveles plasmaticos de IL-1B3, TNF-q, IL-
6, KC, MCP-1 mientras que aumento la IL-10 en ambos tiempos de infusion.
Ademas, RvD1 logré prevenir la hipertrofia del ventriculo izquierdo y de los
cardiomiocitos, la fibrosis a nivel intersticial y perivascular, y la hipertensién

sistdlica y diastdlica.

En resumen, este estudio revela nuevos efectos cardioprotectores de RvD1 en la
hipertension y remodelamiento cardiaco inducido por Ang-ll, lo que brinda

informacion novedosa sobre una posible aplicacion terapéutica.
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SUMMARY

Introduction: Despite the pharmacological arsenal available to treat hypertension
(HBP), chronic patients may develop irreversible cardiac remodeling and fibrosis.
Among the triggers of HBP are metabolic diseases, cellular aging and hormonal
dysregulation. In the latter context, Angiotensin Il (Ang Il) regulates the
hemodynamics of the circulatory system, maintaining the volume and
homeostasis of the cardiovascular system. However, chronic and exacerbated
Ang |l activity results in inflammation in blood vessels and heart tissue, increased
preload, blood pressure, and cardiac remodeling, leading to irreversible heart

failure.

Resolvin-D1 (RvD1) belongs to the family of autacoid lipids with potent anti-
inflammatory and pro-resolution effects in diverse in vitro and in vivo
cardiovascular pathological models, such as myocardial infarction,
ischemia/reperfusion and aortic stenosis, preventing the recruitment of
leukocytes, expression of inflammation markers and cardiac fibrosis. However, to
date no studies have yet been conducted evaluating the protective effects of RvD1
against chronic damage caused by HBP. Hence, we set out to evaluate such

effects in an Ang Il infusion HBP model.

Methods: Ang-Il (Ang Il, 1.5 mg/kg/day) was infused into male C57BL/6 mice via
Alzet® mini osmotic pumps for 7 or 14 days, along with the administration of

Resolvin-D1 (RvD1, 3 yg/kg/day, ip) one day after surgery and during the infusion
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period. Blood pressure and functional parameters were evaluated by
echocardiography. At the end of the experimental periods, tissues were harvested
and histological parameters were studied by immunohistochemistry and plasma

cytokines using LUMINEX.

Results: RvD1 decreased the cardiac infiltration of neutrophils and granulation
tissue formation induced by Ang Il at 7 and 14 days; the expression of cardiac
ICAM-1 and VCAM-1; the increase in plasmatic levels of IL-13, TNF-q, IL-6, KC,
MCP-1 while IL-10 was increased at both times of infusion. In addition, RvD1 was
able to prevent left ventricular and cardiomyocyte hypertrophy, interstitial and

perivascular fibrosis, and systolic and diastolic hypertension.

In summary, this study reveals new cardioprotective effects of RvD1 on Ang II-
induced hypertension and cardiac remodeling, providing novel information on a

possible therapeutic application.
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1. INTRODUCCION

1.1 Hipertensién arterial

La hipertension arterial (HTA) es una de las enfermedades no transmisibles mas
prevalentes en el mundo. El 28% de la poblacion podria padecerla sin estar
consciente de su existencia al presentar valores de presion arterial (PA) sobre los
130/80 mmHg. Estos antecedentes dan alta prioridad a las investigaciones
relacionadas con HTA considerando las complicaciones fisiopatoldgicas a largo
plazo y sobrecarga del sistema de salud (Smolgovsky et al., 2021). La HTA en si
no se manifiesta con sintomas clinicos determinados, y suele ser asintomatica
hasta que ocurre un evento agudo, como el infarto del miocardio u otros (Nadruz,
2015). En aproximadamente el 90% de los pacientes la causa de HTA es
desconocida, condicion denominada hipertension esencial, mientras que se
conoce como hipertension secundaria a la que posee una causa definida. A pesar
de ser menos comun, el tratamiento de la causa subyacente a menudo implica la

cura de este tipo de HTA (Lilly, 2015).

La PA esta condicionada por la resistencia vascular periférica (RVP) y el gasto
cardiaco (GC), determinado a la vez por la frecuencia cardiaca (FC) y el volumen
de eyeccion (VE), comunmente afectados por comorbilidades como diabetes y
dislipidemia (Lilly, 2015). El volumen de eyeccion esta condicionado a la vez por
la contractilidad cardiaca, retorno venoso al corazén (precarga) y la resistencia

que debe superar el ventriculo izquierdo (V1) para eyectar la sangre a través de
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la aorta (Lilly, 2015). Entre los principales desencadenantes de la HTA se
encuentran el envejecimiento celular, las enfermedades metabdlicas y la
desregulacion hormonal (L. Wang et al., 2012). Es en este ultimo contexto donde
el sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAAS) y su principal molécula

efectora, la Angiotensina Il (Ang Il), tiene un papel fundamental.

Renin-angiotensin system

Drop in blood pressure
Drop in fluid volume

| Y

angiotensinogen
P} . .
%> Renin release from kidney

liver

> Angiotensin |l also acts
directly on blood vessels,
Y stimulating vasoconstriction
Renin acts on angiotensinogen to form angiotensin I. (narrowing).

ACE (angiotensin-converting
.. enzyme) release from lungs

-
® ACE acts on angiotensin | to form angiotensin Il. &NaCl
H,O
€
a5, Angiotensin Il acts on the
@ i\ adrenal gland to stimulate release of Aldosterone acts on the kidneys
> aldosterone. P to stimulate reabsorption of

salt (NaCl) and water (H50).
© Encyclopaedia Britannica, Inc.

Figura 1. Sistema renina-angiotensina-aldosterona. Se destaca la via de sintesis y efectos vasopresores
de Ang Il. (Adaptado de Renin-Angiotensin System | Definition & Facts, Encyclopedia Britannica, 2017)
4.2 Efectos de Ang-ll a nivel sistémico y cardiaco

El RAAS es un sistema endocrino complejo que regula la homeostasis
cardiovascular y ha sido largamente reconocido como actor principal en el

desarrollo y progresiéon de enfermedades cardiovasculares como la insuficiencia
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cardiaca (Unger & Li, 2004). La Ang Il es la principal hormona producida por el
RAAS, y posee funciones endocrinas, paracrinas y autocrinas que afectan
principalmente el volumen de plasma circulante (Montezano et al., 2014). A nivel
renal, actua en la arteriola aferente generando un incremento en la resistencia
arteriolar y consecutivamente en la PA, reduciendo el flujo de sangre hacia el
glomérulo. Por otro lado, a nivel eferente compensa el efecto en las arteriolas
aferentes aumentando la presién intraglomerular, permitiendo la elevacion de la
fraccion de filtracion de sangre y mayor recuperaciéon de Na* a nivel tubular.
Adicionalmente, la Ang Il induce la reabsorcion de agua mediante la mayor
liberacion de vasopresina desde la pituitaria y estimula en la glandula adrenal la
secrecion de noradrenalina desde la médula y aldosterona desde la zona
glomerular, que tiene como consecuencia aumento del tono simpatico vascular y
mayor reabsorcion de Na* desde el asa de Henle (Emdin et al., 2015). Su sintesis
se origina en el rindn donde las células yuxtaglomerulares liberan la proteasa
R¢ renina que actua escindiendo el decapéptido angiotensina | desde la porcién
N-terminal del péptido inactivo angiotensindégeno, sintetizado principalmente en
el higado. La angiotensina | es una molécula con poca actividad biolégica y es
convertida al octapéptido Ang Il por la enzima convertidora de angiotensina
(ECA), una metaloproteinasa dependiente de zinc ampliamente distribuida en la
superficie de células endoteliales y epiteliales, en especial a nivel de capilares

pulmonares (Atlas, 2007).
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Las acciones de la Ang Il son desencadenadas a través de dos tipos de
receptores acoplados a proteina G: los receptores de angiotensina tipo 1 (AT1) y
tipo 2 (AT2) (Singh & Karnik, 2016). El receptor AT1 promueve el crecimiento
celular y regula la expresion de sustancias bioactivas como factores de
crecimiento, citoquinas y componentes de la matriz extracelular y, por lo tanto, es
considerado como el mayor responsable de los efectos deletéreos de Ang Il. El
receptor AT2 esta limitado al miocardio, endotelio vascular, utero, ovarios,
cerebro, pancreas y médula adrenal. Actua contrarrestando los efectos de AT1
inhibiendo el crecimiento de las células musculares lisas vasculares y la
hipertrofia de cardiomiocitos (Kim & Iwao, 2000). De esta manera, Ang |l a través
de sus acciones sistémicas via AT1 contribuye al aumento de la PA y
posteriormente al desarrollo de remodelamiento cardiaco, dependiente de
mecanismos inflamatorios e HTA, que es una respuesta adaptativa inicial del
corazon para compensar el incremento en la presion del VI por la sobrecarga
hemodinamica (Restini etal., 2017). Esta hipertrofia adaptativa tiene como
caracteristica el crecimiento del septum hacia el interior del VI, reduccion de la
camara del VI, hipertrofia de los cardiomiocitos y aumento del depdsito de
proteinas de la matriz extracelular (MEC) mediante la deposicion progresiva de
colageno (Berk etal., 2007). Pacientes hipertensos pueden progresar a
hipertrofia patolégica, donde ocurre el aumento de la camara del VI producto del
adelgazamiento de las paredes ventriculares y septum, junto con el

reordenamiento de los sarcomeros en los cardiomiocitos (CM) hipertréficos (Opie
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etal.,, 2006). Los mecanismos involucrados en la transicion de hipertrofia
adaptativa a patologica no estan completamente dilucidados; sin embargo,
algunos estudios apuntan hacia la excesiva degradacion de la MEC que altera la

organizacion celular y desencadena la dilatacion ventricular (Heusch et al., 2014).

4.3 Induccion de HTA mediante la infusion de Ang Il con bombas
osméticas

La HTA inducida por Ang Il es un modelo experimental muy utilizado,
principalmente en roedores, cuya popularidad ha sido aumentada por el rol
prominente de Ang Il en la homeostasis cardiovascular y enfermedades
asociadas. Adicionalmente, la relativa facilidad para generar HTA en animales
normales en un periodo determinado de tiempo sin manipulaciones adicionales,
como extirpacion del rifion o administracién de sal en el agua, lo hacen un modelo
atractivo (Kuroki et al., 2014). En particular, el modelo de infusion subcutanea de
Ang Il ha sido ampliamente utilizado durante los ultimos 20 afios gracias al
desarrollo de mini-bombas osméticas implantables que permite la administracion
de farmacos independiente de bombas externas o cirugias adicionales. Estas
mini-bombas funcionan gracias a la diferencia en la presion osmética entre una
capa interior del aparato y el tejido donde esta implantada. La alta osmolaridad
de la bomba genera ingreso de agua, que comprime el reservorio donde esta la

sustancia de interés a un flujo constante (Theeuwes & Yum, 1976). La dosis de
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Ang Il requerida para generar HTA segun la literatura fluctua entre 0,576 y 2
mg/kg/dia, con una duracién de 14 dias (Kuroki etal., 2014). La respuesta
hipertensiva se caracteriza por un aumento gradual en la PA que puede derivar
en hipertrofia y fibrosis cardiovascular dependiendo de la dosis de Ang Il y la

ingesta de sal en la dieta.

Recientemente, en un estudio de la accién del eje MCP-1/CXCR2 en HTA se
utilizaron mini-bombas osméticas para la administracion de Ang Il (1,5 mg/kg/dia)
a ratones BALB/c durante 14 dias, para luego observar parametros y marcadores
especificos de inflamacion e hipertrofia. Los investigadores observaron mayor
infiltracion de neutrdfilos, monocitos y macréfagos en el tejido cardiaco desde el
dia 1 post-implante, el que se sostuvo hasta los 14 dias. Concomitantemente, se
evaluaron niveles de citoquinas proinflamatorias y vias transduccionales
activadas a los 7 y 14 dias, encontrando un aumento de mRNA para IL-6, IL-1(3
y IL- 13, junto a mayor fosforilacion de AKT, ERK1/2, STAT3 y Calcineurina A.
Como parametro de HTA se determind un incremento en la PA desde el dia 3
hasta el dia 7, que se mantuvo elevado hasta el dia 14. Al estudiar la funcidn
cardiaca, evidenciaron un aumento en la fraccion de eyeccién (FE) y fraccion de
acortamiento (FA), asi como hipertrofia de cardiomiocitos y mayores niveles de
MmRNA para ANP y BNP. Finalmente, al estudiar parametros de fibrosis
demostraron deposicion de colageno mediante tincion de tricromico de Masson,
incremento de a-SMA utilizando inmunohistoquimica (IHQ) y mRNA para
colageno l/lll y a-SMA (L. Wang et al., 2018). Estos resultados demostraron que
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este modelo de infusion de Ang Il fue capaz de producir inflamacién temprana
post-implante de la bomba, asi como también hipertrofia y fibrosis a las dos

semanas, observandose caracteristicas de hipertrofia adaptativa y patoldgica a

la vez.
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Figura 2. Respuesta inflamatoria generada por Ang Il. El incremento crénico de la presion arterial
inducida por Ang Il genera liberaciéon de citoquinas y quimioquinas desde las células residentes del tejido
cardiaco, que ayudan a reclutar monocitos y macrofagos, perpetuando la infamacién crénica. Las células
del sistema inmune se adhieren a los fibroblastos cardiacos y contribuyen a la generacién de fibrosis
(Adaptado de Smolgovsky et al., 2021).

4.4 Nexo entre inflamacién y HTA
Las funciones de Ang Il van mucho mas alla del control de la homeostasis
circulatoria. Una gran cantidad de estudios experimentales han demostrado que

la Ang Il media en varios eventos clave de los procesos inflamatorios (Marchesi
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et al.,, 2008). La inflamacién implica la activacién del endotelio de los vasos
sanguineos y la expresion de diversas selectinas de células endoteliales que
dictan la extravasacion de poblaciones especificas de leucocitos al sitio de la
lesion (Medzhitov & Horng, 2009). En el contexto de un proceso inflamatorio, la
activacion local del RAAS mediante la union de Ang Il a su receptor AT1 aumento
la permeabilidad vascular al promover la expresiéon de VEGF (factor de
crecimiento endotelial vascular), e indujo la expresion de moléculas de adhesién
celular en endotelio que incluyen selectinas L y P, ICAM-1 y VCAM-1 (Alvarez
et al., 2004), que serian esenciales para el desarrollo de HTA. Respaldando esta
idea, al inhibir la adhesion de monocitos LFA-1* al endotelio vascular mediante
el bloqueo farmacoldgico de ICAM-1, disminuy6 el desarrollo de hipertensiéon y

remodelamiento cardiaco (Lin et al., 2019).

La Ang Il también promueve la disfuncion endotelial a través de la activacion de
la COX-2, que genera prostaglandinas vasoactivas y especies reactivas de
oxigeno (ROS) (Welch, 2008). La HTA se asocia a altos niveles de ROS en
diversos tejidos, con impacto directo en la regulacion de la presion arterial. En
vasos sanguineos promueven disfuncién endotelial y contractil, en miocardio
generan remodelamiento hipertrofico, en rifiones disminuyen la filtracion
glomerular generando dafo de organo, y en el sistema nervioso central
incrementan la actividad simpatica desde el tracto solitario y médula ventrolateral,
generando incremento en la presion arterial, convirtiendo a las ROS en un
atractivo blanco terapéutico para tratar la HTA (Lasségue & Griendling, 2004).
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Adicionalmente, se ha demostrado que Ang Il estimula la proliferacion de
fibroblastos cardiacos (FC) y pulmonares in vitro mediante la activacion del
receptor AT1 (Sopel etal., 2011). Especificamente, la Ang Il aumenta la
expresion de colageno tipo | y a-SMA de una manera dependiente de la
concentracion y del tiempo en los FC (Szabé et al., 2004). En otro estudio, Ang Il
protegio a los FC contra la apoptosis inducida por IL-1B al regular negativamente
la expresion de iINOS vy la fosforilacion de Akt, y el pretratamiento con Ang Il
redujo la apoptosis de fibroblastos sinoviales en respuesta a la privacion de suero
y la exposicion a NO mediante la activacion de NF-kB y el bloqueo de la

activacion de caspasas via el receptor AT1 (Suzuki et al., 2003).

Las acciones de Ang Il también abarcan el sistema inmune. Ang Il favorece el
reclutamiento de células inflamatorias en los tejidos estimulando la produccion de
citoquinas especificas. Por ejemplo, Ang Il induce la produccién de MCP-1 en
monocitos cultivados (Dai et al., 2007). En la aorta de ratas espontaneamente
hipertensas, que presentan niveles elevados de Ang Il, la infiltracion masiva de
macrofagos se acompana de una mayor expresion de MCP-1 y su receptor
CCR2. La modulacion de MCP-1/CCR2 a través del bloqueo del receptor AT1
reduce la inflamacion de los vasos en estas ratas (Dai et al., 2007). En modelos
de nefropatia progresiva, la acumulacion intersticial de macréfagos se acompana
de un aumento de la expresion renal de MCP-1, y la proteccidon proporcionada
por lisinopril limita la inflamacion intersticial y reduce la expresién de MCP-1
(Donadelli et al., 2000). La actividad proinflamatoria de Ang Il también esta
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mediada por la activacion de células dendriticas, células presentadoras de
antigenos responsables de la defensa contra la inflamacién y la respuesta
inmune. Las células dendriticas expresan receptores de Ang Il , cuya activacién
mejora la migracién, maduracion y capacidad de presentacion de antigenos
(Lapteva et al., 2002). El efecto beneficioso sobre la inflamacion tisular del
bloqueo de la sintesis de Ang Il también se basa en su capacidad para interferir
en la activacion de los receptores tipo Toll (TLR), mediada por Ang Il. En células
de musculo liso vascular, la Ang Il a través de la sefalizacién del receptor AT1
estimula la expresion y activacion del TLR-4, que promueve la lesion oxidativa
celular, la apoptosis y la inflamacion (Ji et al., 2009). Estas observaciones in vitro
son paralelas a estudios in vivo que muestran proteccion contra la lesion del
miocardio por isquemia/reperfusion después del bloqueo de AT1 mediante la
supresion de la expresion de TLR-4 y la reduccion de la liberacion de citoquinas
(R. Yang etal.,, 2011). Complementando esta idea, Matsuda et al. lograron
bloquear la HTA, hipertrofia y fibrosis cardiaca dependiente de Ang Il utilizando
ratones knockout para TLR-4, apuntando a este receptor como participante en la

génesis del remodelamiento cardiaco (Matsuda et al., 2015).

Los efectos proinflamatorios de Ang Il también pueden afectar a las células T.
Las células T poseen un RAAS enddgeno que modula la proliferacion y migraciéon
de las células T y la produccién de ROS (Hoch etal.,, 2009). Durante la
inflamacion, la Ang Il actia a través de su receptor AT1 para reordenar el
citoesqueleto en las células T y desencadenar la liberacion de citoquinas y
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quimioquinas especificas que favorecen el reclutamiento de las células T en los
sitios de inflamacion (Jurewicz et al., 2007). La infiltracion tisular de las células T
contribuye a la génesis de HTA, como lo documenta el aumento atenuado de la
presion arterial tanto en la infusion de Ang Il como en la hipertension con
desoxicorticosterona (DOCA) en ratones Rag1”-, que carecen de células T y B.
El transplante de células T, pero no de células B, restaura la respuesta
hipertensiva a Ang Il en esta cepa de raton (Guzik etal., 2007). Entre los
subconjuntos de células T, las células T productoras de IL-17 son fundamentales
para el mantenimiento de la hipertension inducida por Ang Il (Madhur & Harrison,

2013).

La aparicion de HTA también se relaciona al milieu de citoquinas inducidas por
Ang IlI, como lo observado por Torre-Amione et al. al demostrar que TNF-a se
encuentra aumentado en pacientes hipertensos (Torre-Amione et al., 2000).
Relacionado a esta idea, en ratones con infusion de Ang Il por 14 dias, los que
desarrollaron HTA, se demostr6é una mayor actividad de NF-kB y al mismo tiempo
mayor expresion de mRNA para AT1 y el péptido natriurético atrial, efectos
revertidos por bloqueo de TNF-a con etanercept (Sriramula & Francis, 2015).
Adicionalmente, otros grupos han dejado en evidencia que el desarrollo de HTA
y remodelamiento cardiaco depende de otras citoquinas inflamatorias, como
MCP-1 (Matsuda et al., 2015) y CXCL1 (L. Wang et al., 2018), pues el bloqueo
farmacolégico o genético de estas citoquinas produce la ablacién de la HTA.
Estos antecedentes evidencian la comunicacion cruzada existente entre Ang Il,
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inflamacion, desarrollo de HTA y posterior remodelamiento cardiaco (Nakamura

& Sadoshima, 2018).
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Figura 3. Resolvinas en la inflamacion. Esquema general de las fases de la inflamacion y las familias de
mediadores lipidicos involucradas (Adaptado de Serhan & Levy, 2018).

4.5 Rol de la Resolvina-D1 en la resolucién de la inflamacién
En respuesta a dafio tisular o infeccidn, la resolucién de la inflamacion inicial es
critica para reestablecer la homeostasis. La inflamacién aguda consta de dos

fases principales: iniciacion y resolucion. La iniciacién se caracteriza por edema
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producto de la vasodilatacion inducida por mediadores como serotonina, oxido
nitrico e histamina; y autacoides lipidicos, como leucotrienos y prostaglandinas
(Frangogiannis, 2015). Consecutivamente, los neutréfilos polimorfonucleares
(PMN) migran al area danada atraidos por quimioatractantes como IL-8 e
leucotrieno B4, y atraviesan la vasculatura a través de interacciones con
moléculas de adhesion celular, para finalmente llegar a la zona de dafo y
fagocitar restos celulares (Sansbury & Spite, 2016). La fase resolutiva ya se
encuentra iniciada en este punto, pues el influjo de PMN es detenido a un nivel
apropiado para el estimulo de dafo acompanado de su apoptosis.
Subsecuentemente, los monocitos infiltran el tejido donde se diferencian a
macrofagos, que fagocitan a los PMN apoptéticos y debris tisular. Posterior a
estos eventos, se gatilla la esferocitosis de los macréfagos (salida del sitio de
inflamacion hacia los ganglios linfaticos). La limpieza activa de células
apoptéticas es un factor critico de la resolucion, pues una falla en esta etapa
puede conducir a necrosis celular e inflamacion crénica exacerbada, impidiendo
la reparacion tisular (Serhan & Levy, 2018). Los macréfagos permanecen mas
tiempo en el tejido que los PMN, por lo que su acumulacién y fenotipo
predominante define una fase post-resolutoria que otorga proteccién al dafio en
el futuro. Interrupciones en este proceso, como reclutamiento prolongado de
leucocitos, alteraciones en la esferocitosis o en la diferenciacion de macréfagos,

puede desencadenar efectos crénicos como fibrosis o pérdida de funcidn
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evidenciado, por ejemplo, en aterosclerosis y falla cardiaca (Frangogiannis,

2015).

La inflamacion aguda, por naturaleza, es un proceso autolimitado por la
retroalimentacion negativa de vias transduccionales cuando el estimulo
inflamatorio ha sido eliminado. Sin embargo, en los ultimos afos se ha
evidenciado la participacion de mediadores lipidicos especializados pro-
resolutivos (SPM) sintetizados de manera temporal en el exudado. Estos SPM no
solo terminan la produccion de mediadores proinflamatorios, sino que ademas
estimulan directamente la actividad fagocitica de macréfagos, regulan la
apoptosis de PMN, promueven la remocion de quimioquinas y estimulan la
reparacion de tejido (Chiang & Serhan, 2020). En la transicion de mediadores
proinflamatorios a pro-resolutivos, los primeros inducen la sintesis de enzimas,
como lipoxigenasa-15 (LOX-15), que otorgan a leucocitos la capacidad de
generar SPM como lipoxinas y resolvinas desde acidos grados polinsaturados
(PUFAs). Las resolvinas tienen su origen en w-3 PUFAs y se clasifican en
distintas familias dependiendo de su precursor: serie D para acido
docosahexanoico (DHA) y serie E para acido eicosapentanoico (EPA). Otras
subfamilias derivadas de DHA incluyen la Protectina D1 y las Maresinas. La
Resolvina D1 (RvD1) se sintetiza a partir de DHA, que en presencia de LOX-15
es convertida a un intermediario 17-hidroperéxido, que sufre otra oxigenacion via
5-LOX y finalmente es convertida en las RvD1 o RvD2 tras hidrdlisis enzimatica
(Sansbury & Spite, 2016). Como otros mediadores lipidicos clasicos, las
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Resolvinas ejercen sus acciones bioldgicas a través de receptores acoplados a
proteina G. Las acciones de RvD1 son mediadas por sefalizacion via receptor
Alox/Formil péptido 2 (ALX/FPR2), acoplado a proteina Gi o Gq (Back et al.,
2014), presente en leucocitos, células epiteliales y fibroblastos humanos y
murinos, y el receptor GPR32, solamente identificado en humanos. Dado que
tanto la RvD1 como la Lipoxina A4 son estructuralmente similares, activan el
mismo receptor y promueven la sintesis reciproca entre ellos, evidencia que las

vias pro-resolutivas estan intimamente relacionadas (Q. Qu et al., 2015).

La RvD1 ejerce acciones antiinflamatorias tanto in vitro como in vivo. En células
endoteliales humanas adrticas disminuye la expresiéon de IL-8 y MCP-1,
quimioatractantes de neutréfilos y monocitos respectivamente (Merched et al.,
2008). Tanto RvD1 como RvD2, de forma dosis-dependiente, disminuyen la
proliferacion, migracion, adhesion de monocitos, generacion de ROS y expresion
de genes proinflamatorios en células de musculo liso vascular (Miyahara et al.,
2013). En fibroblastos de pulmén, RvD1 disminuye la expresion de ICAM-1,
VCAM-1, COX-2 y TNF-a gatillados por LPS (B. Wang etal., 2011) y en
fibroblastos renales disminuye la proliferacion y diferenciacion a miofibroblasto

via ERK1/2 y Akt (X. Qu et al., 2012).

En nuestro laboratorio de Farmacologia Molecular se ha demostrado que RvD1
no posee efectos citotoxicos ni hiperplasicos en FC de rata neonata. Sin

embargo, frente a un estimulo pro-inflamatorio gatillado por LPS, disminuye los
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niveles de ICAM-1, VCAM-1, adhesion de células mononucleares de bazo, y

secrecion de IL-6 y MCP-1 al medio de cultivo (Salas-Hernandez et al., 2021).

RvD1 actua in vivo a través de su receptor FPR2/ALX disminuyendo los niveles
de TNF-q, IL-1B, MCP-1 (Serhan & Levy, 2018) y migracion de neutrofilos, junto
con acciones pro-resolutivas como el aumento del reclutamiento de monocitos no
dependiente de citoquinas inflamatorias, el aumento de la capacidad fagocitica y

la diferenciacion de macrofagos de M1 a M2 (Capo et al., 2018).

Existen pocos estudios en los que se haya estudiado el efecto de RvD1 en tejido
cardiaco, pero se ha demostrado que, en modelos de infarto del miocardio, RvD1
promueve la sintesis del receptor ALX, la esferocitosis de neutréfilos asociada a
un aumento de la poblacion de macréfagos M2 y la disminucion de la deposicidn
de colageno (Kain et al., 2015). Ademas, en un modelo de isquemia/reperfusion
(I/R), RvD1 previno la apoptosis de los CM al disminuir la activacion de la caspasa
3/8 y NF-kB, junto con la activacién de la via PI3K/Akt (Gilbert et al., 2015).
Ademas, en nuestro laboratorio se demostré recientemente que, en FC
expuestos a Ang Il, RvD1 disminuye el calcio intracelular, la expresién y
transcripcion de IL-6, MCP-1, VCAM-1 y TNF-q, la secrecion al medio de cultivo

de MCP-1 e IL-6, y la adhesion de células mononucleares de bazo.

En resumen, esta ampliamente descrito in vivo e in vitro la accion proinflamatoria
de Ang Il al inducir el aumento de moléculas de adhesion celular, citoquinas a

nivel plasmatico y tisular, reclutamiento de leucocitos, hipertrofia vy
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remodelamiento cardiaco, que pueden conducir a dafo de dérgano y falla
cardiaca. Por esta razon, es de interés estudiar si la RvD1, por sus acciones
antiinflamatorias y pro-resolutivas, es capaz de limitar el efecto inflamatorio de la
Ang Il asociado al desarrollo de HTA e hipertrofia cardiaca, y por tanto

proporcionar efectos cardioprotectores novedosos y con potencial terapéutico.
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2. HIPOTESIS
La Resolvina-D1 previene la hipertension arterial y remodelamiento cardiaco en

ratones C57BL/6 infundidos con Angiotensina Il.

3. OBJETIVO GENERAL

Demostrar que RvD1 previene la hipertension arterial, hipertrofia del ventriculo
izquierdo y deposicion de colageno en el miocardio inducido por Ang Il asociado

a la reduccion de la respuesta inflamatoria.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.1 Demostrar que RvD1 disminuye la inflamacién inducida por Ang-ll alos 7 y

14 dias de infusion

4.2 Evidenciar que RvD1 previene la hipertrofia generada por Ang-ll alos 7y 14

dias de infusion

4.3 Demostrar que RvD1 previene la fibrosis inducida por Ang-ll a los 7 y 14 dias

de infusion

4.4 Demostrar que RvD1 previene la HTA generada por Ang-ll a los 7 y 14 dias

de infusioén

40



5. METODOS

5.1 Animales

Se obtuvieron ratones machos C57BL/6 entre 6-8 semanas de edad y 20-24 g de
peso desde el Bioterio de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile.
Los animales se identificaron con grapas metalicas numeradas y se mantuvieron
en jaulas separadas por grupo experimental (a un maximo de tres animales por
jaula) con ciclos de luz/oscuridad de 12 h y acceso ad libitum a alimento y agua.
Todos los estudios se realizaron de conformidad con el Comité Institucional para
el Cuidado y Uso de Animales de la Universidad de Chile (FOUCH 130806), las
guias ARRIVE y la Guia NIH para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio,
actualizada en 2011 (http: // Grant.nih.gov/grants/olaw/Guide-for-the-Care-and-

Use-of-Laboratory-Animals)

5.2 Modelo de hipertension arterial inducida por Ang Il

Mini-bombas osmaticas (Alzet, modelo 1007D o 1002) se cargaron con Ang Il
(A9525, Sigma-Aldrich) diluida en solucién salina seguido de cebado durante
toda la noche de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se preparé RvD1
(# 10012554, Cayman Chemical) en solucion salina y se almacend a -80 ° C hasta

Su uso.

41



En condiciones asépticas, los ratones fueron anestesiados con oxigeno e
isoflurano (2-3%) durante todo el procedimiento de implantacion de la bomba (10-
15 min). Primero, a los ratones se les administré ungiento oftalmico e inyeccion
de analgésico subcutaneo (meloxicam 2 mg/kg), luego se hizo una pequefa
incision a nivel escapular medio y se cred un bolsillo subcutaneo usando una
pinza hemostatica. Posteriormente, se inserté la bomba osmoética y se cerré la
incisidn con suturas. Después de la cirugia, los ratones recibieron terapia de
fluidos s.c, unglento antiséptico para heridas y se les permitié despertar y volver
a poner en su jaula. Para los ratones con implante simulado o sham, el bolsillo
subcutaneo se cerrd sin implantar una bomba. A los ratones se les infundio
angiotensina-Il (1,5 mg/kg/ dia) durante 7 o 14 dias (Atchison et al., 2020), y se
les administré diariamente solucion salina o RvD1 (3 ug/kg/dia i.p) (Kain et al.,

2015) comenzando un dia después de la cirugia y hasta el sacrificio.

Los animales se asignaron al azar a sus respectivos grupos segun el peso
corporal, lo que resulté en 8 grupos experimentales: 1) Control (sham) de 7 dias,
2) Control (sham) de 14 dias, 3) Infusion de Ang Il por 7 dias, 4) Infusién de Ang
Il por 14 dias, 5) RvD1 durante 7 dias, 6) RvD1 durante 14 dias, 7) Infusién de
Ang Il + RvD1 por 7 dias, 8) Infusion de Ang Il + RvD1 por 14 dias. Se asignaron
6 animales a cada grupo, y se utilizaron un total de 55 animales en el estudio,
teniendo en cuenta el modelo y la puesta a punto de la extraccion de tejido (2
animales), 3 animales que murieron después de la cirugia y 1 animal que murio
debido a peleas con sus companeros de jaula.
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5.3 Ecocardiografia

Una semana antes de la implantacion de la bomba, se entrené a los ratones para
que se sometieran al procedimiento (dia por medio se manipulaban imitando el
examen mientras se esparcia gel en el térax con un transductor simulado). El dia
antes de la cirugia, se realizé una ecocardiografia transtoracica 2D (Vivid Q, GE
Healthcare), para evaluar los parametros dimensionales y funcionales cardiacos
basales sin anestesia, como se ha descrito anteriormente (Battiprolu et al., 2012).
Se midieron el grosor del septum interventricular en diastole (SIVd), el grosor de
la pared posterior del VI en diastole (PPVId), el diametro del VI en sistole y
diastole (DVIs y DVId), la fraccion de eyeccion (FE) y la fraccion de acotamiento
(FA). El mismo procedimiento se repitid a los 14 dias de administracion de Ang-

5.4 Medicién de la presion arterial

Se utilizé el método del mango de la cola o tail-cuff (NIBP LE5001, Aparato de
Harvard) como se ha descrito anteriormente (Schiattarella et al., 2019). Una
semana antes de la implantacién de la bomba y cada dos dias cuando no se
realizaba el entrenamiento para ecocardiografia, los ratones se aclimataron al
soporte de sujecién durante 10 min y luego se les permitio volver a sus jaulas. El
dia antes de la cirugia, los ratones fueron inmovilizados en el soporte y sus colas

se calentaron en una almohadilla térmica durante 20 min antes de comenzar un
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ciclo inicial de 30 tomas de presion arterial sistdlica (PS), diastélica (PD) y presion
arterial media (PAM) junto a mediciones de frecuencia cardiaca (HR). Se registro
un promedio de 15-20 mediciones aceptables para cada raton. Este

procedimiento se repitié a los 7 y 14 dias de infusion de Ang-Il.

5.5 Recoleccidn de tejido y analisis morfométrico

Se administro a los ratones una asociacion de de ketamina/xilazina i.p (87,5/12,5
mg/kg, 0,1 ml por 20 g de ratdn) y se evalud el nivel de anestesia mediante el
reflejo pedal. La sangre se extrajo por puncién retro-orbital en tubos Eppendorf
recubiertos con EDTA 0,5 M, después de lo cual se cort6 la cavidad toracica junto
con el diafragma y se extirp6 el corazon, que a continuacidn se peso, fotografid y
fijo en formalina tamponada neutra al 4%. Posteriormente, la tibia derecha se
disecciond, limpié y midié con una regla para calcular la relacion peso del

corazon/longitud de la tibia (PC/LT).

5.6 Inmunohistoquimica

Los corazones fueron procesados y preparados siguiendo protocolos
previamente validados (Schiattarella etal., 2019). Los tejidos incluidos en
parafina se cortaron en secciones de 5 um para analisis histologicos. Para
investigar la formacién de tejido de infiltracién, se utilizd tincion con

hematoxilina/eosina (HE). Para determinar el area positiva de colageno, se
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realizo tincidn con tricromico de Masson y Sirius Red seguida de analisis usando
el software ImageJ como se ha reportado (Schiattarella etal., 2019). Se
emplearon ambas técnicas para reforzar la identificacion de colageno y ayudar
en la cuantificacidon, donde Sirius Red presenta menos dificultades al ser mas
sencilla la separacion de los canales (Arjmand et al., 2020). Para cada muestra,
se capturaron 5 campos aleatorios a 40X utilizando un microscopio 6ptico (Leica
DM500, Leica Microsystems), que fueron medidos y promediados para cada

ratén, obteniendo el area de fibrosis intersticial (FIS) y perivascular (FPV).

Para estudiar la magnitud de la inflamacion, se incubaron cortes de tejido con
anticuerpos primarios contra mieloperoxidasa (MPO) (sc-390109, Santa Cruz
Biotechnology, 1:50), ICAM-1 (Ab222736, Abcam, 1:200) y VCAM (Ab134047,
Abcam, 1:200) durante 1,5 h a temperatura ambiente y luego se detectaron
utilizando el sistema de polimeros Novolink (Leica Biosystems). Al igual que con
la tincidn anterior, se tomaron 5 campos aleatorios a 40X, se midieron y se
promediaron por animal. El area positiva de la reaccion por DAB se evalud por
densitometria segun protocolos publicados (X. Qu et al., 2012). Se utilizé el

software Fiji para todos los analisis (Schindelin et al., 2012).

5.7 Inmunofluorescencia
El area transversal de los cardiomiocitos (ATC) se determind empleando

aglutinina de germen de trigo conjugada con FITC (WGA, Biotrend, 1:5000)
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(Schiattarella et al., 2019). Para cada muestra, se tomaron 5 campos aleatorios
a 40X digital utilizando un generador de imagenes fluorescente ZOE (Biorad),

luego se midieron 20-30 CM por captura utilizando el software Fiji.

5.8 Muestreo de plasma para ensayo multiplex

El plasma se separdé por centrifugacion de la sangre recolectada a 1500 g durante
15 min y 4°C sin usar frenos en la centrifuga, para luego ser almacenado en un
congelador (-80°C) hasta su uso. Los niveles plasmaticos de Factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), Interleuquina 1 beta (IL-1B), Interleuquina 6 (IL-6),
Interleuquina 10 (IL-10), quimioatractante de keratinocitos (KC) y proteina
quimioactractante de monocitos 1 (MCP-1) se determinaron utilizando un kit
Multiplex personalizado (MCYTOMAG-70K, Merck Millipore) de acuerdo con las

instrucciones del fabricante.

5.9 Analisis estadistico

Todos los valores se presentan como media + desviacién estandar (DS) de 6
ratones diferentes por condicién experimental. Todos los datos se analizaron
inicialmente para determinar su normalidad y homocedasticidad mediante las
pruebas de Shapiro-Wilk y Brown-Forsythe. Si los datos eran homocedasticos
con una distribucién normal, se utiliz6 ANOVA unidireccional seguido de la

prueba post-hoc de Tukey. Cuando los datos no eran homocedasticos, pero
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seguian una distribucion normal, se aplico6 ANOVA unidireccional con correccion
de Brown-Forsythe, seguido de la prueba post-hoc Dunnett T3. Los respectivos
valores de p se muestran en cada grafico. Se realizaron todas las posibles
comparaciones por pares y no se excluyé ningun animal del estudio. No se
utilizaron analisis estadisticos para determinar los tamafos de las muestras, y las
estimaciones se elaboraron en funcién de nuestro enfoque experimental y la
disponibilidad de recursos. El analisis de correlacion de Pearson se realizo
tabulando los datos para los animales con infusiéon de 14 dias en una tabla de
variables multiples, donde cada columna representa la variable estudiada y cada
fila un animal diferente, para finalmente ejecutar el analisis de correlacién de dos
colas con un intervalo de confianza del 95%, con los valores de r y p para cada
par de variables. Las imagenes representativas mostradas representan los datos
promedio obtenidos en todas las muestras. Se consideré significativo un valor de
p inferior a 0,05 para todos los analisis correspondientes. Todos los analisis

estadisticos se realizaron utilizando GraphPad Prism versién 9.0.2.
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6. RESULTADOS

6.1 RvD1 suprime la formacién de tejido de granulacion e infiltracion de
neutréfilos en el tejido cardiaco

Durante la inflamacion cardiaca aguda se reclutan leucocitos hacia la zona de
dafo, facilitados por quimioatractantes como IL-8, para fagocitar el tejido
lesionado e iniciar la reparacién del tejido, como se ha observado en los modelos
de infusion de Ang Il (Matsuda et al., 2015). De esta manera, se estudio la
formacion de tejido de granulacion mediante tincidon de HE y presencia de
neutrofilos a través de IHQ contra MPO. En este trabajo, la administracion de Ang
Il resulté en un marcado aumento de la presencia de tejido de granulacion (Figura
4) e infiltracion de neutrdfilos a nivel perivascular (Figura 5) a los 7 (6,5 veces
sobre el control) y 14 dias (3,5 veces sobre el control). Sin embargo, no
estudiamos la composicion de ese tejido, donde podria existir la contribucion de
FC en proliferacién que actuan como mediadores en la inflamacion cardiaca

(Diaz-Araya et al., 2015).

El tratamiento con RvD1 previno de manera total la inflamacion inducida por Ang
II, que se evidencia en la reduccion de la formacion de tejido de granulacion y la
infiltracion de neutrdfilos a los 7 (3,9 veces bajo Ang Il) y 14 dias (2,3 veces bajo
Ang 1), indicando que RvD1 estaria ejerciendo propiedades antiinflamatorias al

mitigar el reclutamiento y/o adhesion de neutrdfilos en el tejido cardiaco.
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Figura 4. RvD1 suprime la formacion de tejido de granulacion en el tejido cardiaco. Se infundié
Angiotensina Il (Ang I, 1,5 mg/kg/dia) durante 7 o 14 dias, seguido de la administracion diaria de RvD1 (3
ug/kg/dia). La formacion de tejido de infiltracién (indicada con las flechas) fue evaluada mediante tincién con
hematoxilina-eosina (HE). La escala grafica representa 200 pm.
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Figura 5. RvD1 suprime la presencia de neutréfilos en el tejido cardiaco. Se infundié Angiotensina Il
(Ang II, 1,5 mg/kg/dia) durante 7 o 14 dias, seguido de la administracién diaria de RvD1 (3 ug/kg/dia). La
presencia de neutrdfilos fue detectada mediante IHQ contra MPO y posterior densitometria. La escala grafica
representa 100 um. La tincién positiva se indica con flechas. Para el analisis estadistico, se utilizd6 ANOVA
unidireccional con correccién de Brown-Forsythe. **p<0,01; *p<0,05. n=6 para todos los grupos
experimentales.
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6.2 RvD1 disminuye los niveles cardiacos de ICAM-1 y VCAM-1

ICAM-1 y VCAM-1 tienen un papel esencial en la adhesién y activacion de
leucocitos en eventos inflamatorios (Olivares-Silva et al., 2018), facilitando la
actividad de neutrdfilos y posteriormente monocitos. De esta manera, ambas
proteinas de adhesion celular fueron evaluadas mediante IHQ para profundizar
en lo observado con el tejido de infiltracién y neutroéfilos. Como se esperaba, la
infusidon de Ang Il provoco una elevacion pronunciada de la tincion de ICAM-1 a
los 7 y 14 dias (7 veces sobre el control en ambos tiempos) (Figura 6) y VCAM-
1 alos 7 dias (4,4 veces sobre el control) y 14 dias (4,5 veces sobre el control)
(Figura 7), y principalmente alrededor de los vasos sanguineos, lo que estaria
indicando participacion del tejido endotelial. Sin embargo, el tratamiento con
RvD1 disminuy¢ los niveles de ICAM-1 en ambos tiempos de infusién de forma
parcial a los 7 (3,4 veces bajo Ang Il) y 14 dias (2,8 veces bajo Ang Il);
encontrandose la misma situacion para VCAM-1 a los 7 (1,8 veces bajo Ang 1) y
14 dias (1,6 veces bajo Ang Il). Estos resultados indicarian la accion

antiinflamatoria de RvD1 a nivel de endotelio.
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Figura 6. RvD1 suprime la presencia de ICAM-1 en el tejido cardiaco. Se infundié Angiotensina Il (Ang
I, 1,5 mg/kg/dia) durante 7 o 14 dias, seguido de la administracién diaria de RvD1 (3 pg/kg/dia). La presencia
de ICAM-1 fue detectada mediante IHQ y posterior densitometria. La escala grafica representa 100 ym. La
tincion positiva se indica con flechas. Para el analisis estadistico, se utilizo6 ANOVA unidireccional con
correccion de Brown-Forsythe. ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05. n=6 para todos los grupos experimentales.
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Figura 7. RvD1 suprime la presencia de VCAM-1 en el tejido cardiaco. Se infundié Angiotensina Il (Ang
I, 1,5 mg/kg/dia) durante 7 o 14 dias, seguido de la administracion diaria de RvD1 (3 ug/kg/dia). La presencia
de VCAM-1 fue detectada mediante IHQ y posterior densitometria. La escala grafica representa 100 pm. La
tinciéon positiva se indica con flechas. Para el analisis estadistico, se utilizo6 ANOVA unidireccional con
correccion de Brown-Forsythe. ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05. n=6 para todos los grupos experimentales.
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6.3 RvD1 reduce la presencia de citoquinas plasmaticas proinflamatorias

La Ang Il altera los niveles sistémicos y locales de citoquinas proinflamatorias y
antiinflamatorias (Satou et al., 2018), incrementando la secrecion de factores de
crecimiento y quimioatractantes. Para tener una mejor comprension del proceso
inflamatorio sistémico, se investigd el nivel de citoquinas plasmaticas alos 7y 14
dias de infusion de Ang Il. Ang Il aumentd la concentracion plasmatica de las
citoquinas proinflamatorias de IL-1B (3,8 y 10 veces sobre el control alos 7 y 14
dias respectivamente) (Figura 8), TNF-a (3,6 y 5,4 veces sobre el control a los 7
y 14 dias respectivamente) (Figura 9), IL-6 (7,3 y 5,9 veces sobre el control a los
7 y 14 dias respectivamente) (Figura 10), KC (5,7 y 1,7 veces sobre el control a
los 7 y 14 dias respectivamente) (Figura 11) y MCP-1 (5,2 y 2,4 veces sobre el
control alos 7 y 14 dias respectivamente) (Figura 12), evidenciada con una mayor
magnitud significativa a los 7 dias de infusion de Ang Il en el caso de IL-6, KC y
MCP-1, y a los 14 dias de infusion de Ang Il para IL-1B, ademas de niveles
similares en ambos tiempos de administracion para TNF-a. El tratamiento con
RvD1 disminuyo la presencia de IL-1B (3,7 y 5,6 veces bajo Ang llalos 7y 14
dias respectivamente), TNF-a (3,3 y 4,7 veces bajo Ang Il a los 7 y 14 dias
respectivamente), IL-6 (2,5 y 1,7 veces bajo Ang Il a los 7 y 14 dias
respectivamente), KC (2,4 y 1,4 veces bajo Ang Il a los 7 y 14 dias
respectivamente) y MCP-1 (3,2 y 3,4 veces bajo Ang Il a los 7 y 14 dias
respectivamente) Ademas, en la figura 13, se observa que la Ang Il también

disminuyé la IL-10 plasmatica a los 7 y 14 dias de manera no significativa
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respecto al control; y lo que es mas importante, la administracion de RvD1
desencadend un fuerte aumento de IL-10 (3,5 y 4,1 veces sobre el control a los
7 y 14 dias respectivamente) con mayor magnitud a las dos semanas de
tratamiento en comparacion al grupo de Ang II+RvD1 de 7 dias (1,5 veces
respecto a los 7 dias), no visto en el grupo de RvD1 solo e indicando que quizas

RvD1 requiere un estimulo inflamatorio para manifestar sus efectos (Figura 13).
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Figura 8. RvD1 reduce el nivel de IL-1B en plasma. Se infundié Angiotensina Il (Ang Il, 1,5 mg/kg/dia)
durante 7 o 14 dias, seguido de la administracién diaria de RvD1 (3 pg/kg/dia). La presencia de IL-13 fue
detectada mediante ensayo LUMINEX. Para el andlisis estadistico, se utiliz6 ANOVA unidireccional con
correccion de Brown-Forsythe. *p<0,05. n=6 para todos los grupos experimentales.
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Figura 9. RvD1 reduce el nivel de TNF-a en plasma. Se infundié Angiotensina Il (Ang Il, 1,5 mg/kg/dia)
durante 7 o 14 dias, seguido de la administracion diaria de RvD1 (3 pg/kg/dia). La presencia de TNF-a fue
detectada mediante ensayo LUMINEX. Para el analisis estadistico, se utiliz6 ANOVA unidireccional con
correccion de Brown-Forsythe. *p<0,05. n=6 para todos los grupos experimentales.
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Figura 10. RvD1 reduce el nivel de IL-6 en plasma. Se infundié Angiotensina Il (Ang Il, 1,5 mg/kg/dia)
durante 7 o 14 dias, seguido de la administracion diaria de RvD1 (3 pg/kg/dia). La presencia de IL-6 fue
detectada mediante ensayo LUMINEX. Para el analisis estadistico, se utiliz6 ANOVA unidireccional con
correccion de Brown-Forsythe. ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05. n=6 para todos los grupos experimentales.
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Figura 11. RvD1 reduce el nivel de KC en plasma. Se infundié Angiotensina Il (Ang Il, 1,5 mg/kg/dia)
durante 7 o 14 dias, seguido de la administracion diaria de RvD1 (3 ug/kg/dia). La presencia de KC fue
detectada mediante ensayo LUMINEX. Para el anadlisis estadistico, se utilizd6 ANOVA unidireccional con
correccion de Brown-Forsythe. **p<0,01; *p<0,05. n=6 para todos los grupos experimentales.
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Figura 12. RvD1 reduce el nivel de MCP-1 en plasma. Se infundié Angiotensina Il (Ang Il, 1,5 mg/kg/dia)
durante 7 o 14 dias, seguido de la administracion diaria de RvD1 (3 pg/kg/dia). La presencia de MCP-1 fue
detectada mediante ensayo LUMINEX. Para el analisis estadistico, se utiliz6 ANOVA unidireccional con
correccion de Brown-Forsythe. ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05. n=6 para todos los grupos experimentales.
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Figura 13. RvD1 reduce el nivel de IL-10 en plasma. Se infundié Angiotensina Il (Ang II, 1,5 mg/kg/dia)
durante 7 o 14 dias, seguido de la administracion diaria de RvD1 (3 pg/kg/dia). La presencia de IL-10 fue
detectada mediante ensayo LUMINEX. Para el analisis estadistico, se utiliz6 ANOVA unidireccional con
correccion de Brown-Forsythe. ***p<0,001; *p<0,05. n=6 para todos los grupos experimentales.

6.4 RvD1 previene parcialmente la hipertrofia cardiaca

La hipertrofia cardiaca se genera por el incremento del tamano de los
cardiomiocitos, debido a las acciones hipertréficas directas de Ang Il sobre su
receptor AT1 en los cardiomiocitos activando la via Akt (Ye et al., 2020), junto
con la secrecion de TGF-31 por los FC y activacion de la ruta JAK/STAT3 (Kurdi
& Booz, 2011). En este estudio, el objetivo fue evaluar los efectos protectores de
RvD1 en el desarrollo de esta patologia. Como se muestra en la Figura 14, la
relacion PC/LT mas alta se encuentra en los grupos con infusién de Ang Il (1,2 y
1,4 veces sobre el control a los 7 y 14 dias respectivamente), aunque mas
prominente a los 14 dias y parcialmente prevenida en los animales Ang |I+RvD1
(1,1y 1,3 veces bajo Ang Il alos 7 y 14 dias respectivamente) Al realizar un corte

transversal en los corazones, se refuerza lo encontrado en la figura anterior,
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evidenciando paredes ventriculares mas hipertréficas y disminucion de la camara
del VI, que es prevenida nuevamente por RvD1. Ademas, los cardiomiocitos
marcados con WGA evidenciaron area transversal cruzada (ATC), notablemente
aumentada (2,3 y 3,1 veces sobre el control a los 7 y 14 dias respectivamente),
mientras que los ratones tratados con Ang II+RvD1 exhibieron CM con ATC
disminuida de manera parcial (1,7 y 1,8 veces bajo Ang Il a los 7 y 14 dias
respectivamente) (Figura 16). Estos resultados darian cuenta de acciones
antihipertréficas que podrian relacionarse a la disminucion de la inflamacion

producida por la RvD1 en el tejido cardiaco.
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Figura 14. RvD1 previene el aumento patolégico de la masa cardiaca. Se infundié Angiotensina Il (Ang
I, 1,5 mg/kg/dia) durante 7 o 14 dias, seguido de la administracion diaria de RvD1 (3 ug/kg/dia). El aumento
de la masa cardiaca fue evaluado segun la relacién peso del corazén/longitud de la tibia (PC/LT). La escala
grafica representa 2 mm. Para el andlisis estadistico, se utilizo ANOVA unidireccional con test de Tuckey.

***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05. n=6 para todos los grupos experimentales.
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Figura 15. RvD1 previene la hipertrofia cardiaca. Se infundid Angiotensina Il (Ang II, 1,5 mg/kg/dia)
durante 7 o 14 dias, seguido de la administracién diariade RvD1 (3 ug/kg/dia). La integridad tisular y tamafio
del corazon fueron evaluados mediante tincion con hematoxilina-eosina (HE). La escala grafica representa
2 mm.
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Figura 16. RvD1 previene la hipertrofia de los cardiomiocitos. Se infundié Angiotensina Il (Ang Il, 1,5
mg/kg/dia) durante 7 o 14 dias, seguido de la administracién diaria de RvD1 (3 pg/kg/dia). La hipertrofia de
los cardiomiocitos fue evaluada utilizando tincién con aglutinina de trigo (WGA) y posterior calculo del area
celular. La escala grafica representa 50 um. Para el analisis estadistico, se utilizo6 ANOVA unidireccional con
test de Tuckey. ***p<0,001; **p<0.01; *p<0,05. n=6 para todos los grupos experimentales.

61



6.5 RvD1 previene el engrosamiento del VI sin afectar la funcion cardiaca

En la hipertension inducida por Ang Il, el engrosamiento de la pared del Vil y el
remodelamiento cardiaco desencadenan disfuncién diastdlica que puede
progresar a la disminucién del llenado del VI e insuficiencia cardiaca (Yoon &
Eom, 2019). Debido a la relevancia clinica de esta patologia, se realiz6é un estudio
exhaustivo de los parametros funcionales cardiacos a los 14 dias de infusion
(Figura 17, Tabla 1). Mientras que los ratones infundidos con Ang Il evidenciaron
engrosamiento del SIVd (1,9 veces sobre el control) (Figura 18) y PPVId (1,5
veces sobre el control) (Figura 19), que guarda relacién con la hipertrofia
observada anteriormente, sugiriendo quizas algun grado de disfuncion sistélica y
diastdlica, evidenciada en el DVIs (1,2 veces sobre el control) (Figura 20) y DVId
(1,4 veces sobre el control) (Figura 21) mas elevadas, indicando alteraciones en
la contraccion y relajacion del miocardio. En relacién al grupo con tratamiento de
RvD1, no afectd la funcionalidad cardiaca, pero si originé la disminuciéon en el
diametro del VI, previniendo parcialmente el engrosamiento del septum y pared
posterior del VI de forma significativa (1,1 y 1,3 veces bajo Ang Il para SVId y
PPVId respectivamente). Es de destacar que, aunque RvD1 previno
parcialmente la alteracion del DVId (1,2 veces bajo Ang Il), la FE (Figura 22) y FA
(Figura 23) se conservaron sin variacion en todos los grupos experimentales,

situando a este modelo dentro del rango de hipertrofia adaptativa, aun reversible.
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RvD1 Ang lI+RvD1

v < e

Figura 17. RvD1 previene el engrosamiento de las paredes del ventriculo izquierdo. Se infundié
Angiotensina Il (Ang Il, 1,5 mg/kg/dia) durante 14 dias, seguido de la administracion diaria de RvD1 (3
ug/kg/dia). Se muestra una imagen representativa de la ecocardiografia en modo M realizada a cada
grupo experimental.

Parametros Control Ang Il RvD1 Ang lI+RvD1
SIVd (mm) 055+009 | 1,05+010** | 060+0,06 | 0,77 £0,075 ##
PPVId (mm)| 0,82 +0,45 1,2+0,10 *** 0,79 £ 0,06 0.94 £ 0,10 ###

DVis (mm) 0,93 £0,08 1,14+£0,10* | 0,88 0,01 1,01 +£ 0,09
DVid (mm) 196011 | 262+£011** | 1,98+0,11 2,26 £ 0,10 ##
FE (%) 76,5 £ 2,66 81+ 2,37 77,3 £3,01 76,50 + 4,32
FA (%) 52,2 £2,48 55,3+£3,44 52,7+2,58 53,50 + 3,51

Tabla 1. Parametros funcionales obtenidos mediante ecocardiografia. SIVd: septum interventricular en
diastole, PPVId: pared posterior del ventriculo izquierdo en diastole, DVIs: diametro del ventriculo izquierdo
en sistole, DVId: diametro del ventriculo en diastole, FE: fraccion de eyeccion, FA: fraccion de acortamiento.
Los valores se presentan como la media + DS, n=6 para todos los grupos experimentales. **p<0,01 vs
control; ***p<0,001 vs control; ###p<0,001 vs Ang-II.
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Figura 18. RvD1 previene la hipertrofia del septum interventricular. Se infundidé Angiotensina Il (Ang I,
1,5 mg/kg/dia) durante 14 dias, seguido de la administracion diaria de RvD1 (3 pg/kg/dia). El diametro del
septum interventricular en diastole (S1Vd) fue evaluado mediante examen ecocardiografico. Para el analisis
estadistico, se utilizo6 ANOVA unidireccional con test de Tuckey. ***p<0,001; **p<0,01. n=6 para todos los
grupos experimentales.
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Figura 19. RvD1 previene la hipertrofia de la pared posterior del ventriculo izquierdo. Se infundié
Angiotensina Il (Ang Il, 1,5 mg/kg/dia) durante 14 dias, seguido de la administracién diaria de RvD1 (3
ug/kg/dia). El diametro de la pared posterior del ventriculo izquierdo en diastole (PPVId) fue evaluado
mediante examen ecocardiografico. Para el analisis estadistico, se utilizd6 ANOVA unidireccional con test de
Tuckey. ***p<0,001. n=6 para todos los grupos experimentales.
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Figura 20. RvD1 previene el incremento del diametro del ventriculo izquierdo en sistole. Se infundié
Angiotensina Il (Ang II, 1,5 mg/kg/dia) durante 14 dias, seguido de la administracién diaria de RvD1 (3
ug/kg/dia). El diametro del ventriculo izquierdo en diastole (DVIs) fue evaluado mediante examen
ecocardiografico. Para el analisis estadistico, se utilizd ANOVA unidireccional con test de Tuckey. **p<0,01.
n=6 para todos los grupos experimentales.
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Figura 21. RvD1 previene el incremento del diametro del ventriculo izquierdo en diastole. Se infundié
Angiotensina Il (Ang II, 1,5 mg/kg/dia) durante 14 dias, seguido de la administracion diaria de RvD1 (3
ug/kg/dia). El diametro del ventriculo izquierdo en diastole (DVId) fue evaluado mediante examen
ecocardiografico. Para el andlisis estadistico, se utilizé ANOVA unidireccional con test de Tuckey.
***p<0,001. n=6 para todos los grupos experimentales.
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Figura 22. RvD1 no varia la fraccion de eyeccion. Se infundié Angiotensina Il (Ang Il, 1,5 mg/kg/dia)
durante 14 dias, seguido de la administracion diaria de RvD1 (3 pg/kg/dia). La fraccion de eyeccion (FE) fue
evaluada mediante examen ecocardiografico. Para el analisis estadistico, se utilizd6 ANOVA unidireccional
con test de Tuckey. n=6 para todos los grupos experimentales.

60+

15

Control Angll RvD1 Ang IHRvD1

Figura 23. RvD1 no varia la fraccién de acortamiento. Se infundié Angiotensina Il (Ang Il, 1,5 mg/kg/dia)
durante 14 dias, seguido de la administracion diaria de RvD1 (3 pg/kg/dia). La fraccidon de eyeccion (FA) fue
evaluada mediante examen ecocardiografico. Para el analisis estadistico, se utilizd6 ANOVA unidireccional
con test de Tuckey. n=6 para todos los grupos experimentales.
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6.6 RvD1 previene parcialmente la deposicion de colageno en el corazén

Los pacientes con PA elevada desarrollan una remodelacion estructural del
miocardio caracterizada por estrés oxidativo y fibrosis. El equilibrio alterado entre
la sintesis y degradacion de las moléculas de colageno I/lll termina con un
depdsito excesivo de fibras de colageno en el miocardio, adquiriendo
distensibilidad y contractilidad deficientes (Smolgovsky et al., 2021). En nuestro
modelo, la Ang Il aumentod la deposicidn de colageno a los 7 y 14 dias de infusion,
evidenciada en una tincion mas profunda con Tricrémico de Masson en la fibrosis
intersticial (FIS, 3,8 y 4,5 veces sobre el control alos 7 y 14 dias respectivamente,
Figura 24) y la fibrosis perivascular (FPV, 3,4 y 4,6 veces sobre el control a los 7
y 14 dias respectivamente, Figura 26); observandose incrementos similares con
Sirius Red en la FIS (2,8 y 1,7 veces sobre el control a los 7 y 14 dias
respectivamente, Figura 25) y FPV (3,1 y 2,3 veces sobre el controlalos 7 y 14
dias respectivamente, Figura 27). Esto se aprecio especialmente alrededor de
los vasos sanguineos, que mostraron una diferencia significativa a los 14 dias de
infusion y refuerza la nocién que, en este modelo, los efectos de Ang Il estarian
mas ligados al endotelio vascular. Observando los efectos del tratamiento con
RvD1, nuevamente ejercio efectos cardioprotectores al prevenir parcialmente la
fibrosis evaluada con Tricromico de Masson en la FIS (2,3 y 1,9 veces bajo Ang
Il alos 7 y 14 dias respectivamente, Figura 24) y la FPV (1,6 y 2,1 veces bajo
Ang Il a los 7 y 14 dias respectivamente, Figura 26); reiterandose de forma

paralela la atenuacion con Sirius Red en la FIS (2,3 y 2,1 veces sobre el control
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a los 7 y 14 dias respectivamente, Figura 25) y FPV (1,4 y 1,7 veces sobre el
control a los 7 y 14 dias respectivamente, Figura 27).

Control

Ang Il
T, _

, RVD1 n II+v1

IS 7d

IS 14d

Masson FIS (%)

Control Control  Angll Ang Il RvD1 RvD1 Ang ll+  Ang I+
7d 14d 7d 14d 7d 14d RvD17d RvD1 14d

Figura 24. RvD1 previene la deposicion de colageno intersticial en el tejido cardiaco. Se infundié
Angiotensina Il (Ang I, 1,5 mg/kg/dia) durante 7 o 14 dias, seguido de la administracion diaria de RvD1 (3
ug/kg/dia). La presencia de fibrosis intersticial (FIS) fue evaluada mediante tincion de Masson. Para el
analisis estadistico, se utiliz6 ANOVA unidireccional con correccion de Brown-Forsythe. ***p<0,001;
**p<0,01; *p<0,05. n=6 para todos los grupos experimentales
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Figura 25. RvD1 previene la fibrosis intersticial en el tejido cardiaco. Se infundié Angiotensina Il (Ang
I, 1,5 mg/kg/dia) durante 7 o 14 dias, seguido de la administracion diaria de RvD1 (3 pg/kg/dia). La presencia
de fibrosis intersticial (FIS) fue evaluada mediante tincién de Sirius Red. Para el andlisis estadistico, se utilizd

ANOVA unidireccional con correcciéon de Brown-Forsythe. ***p<0,001; **p<0,01; *p<0.05. n=6 para todos los
grupos experimentales.
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Figura 26. RvD1 previene la deposicion de colageno perivascular en el tejido cardiaco. Se infundié
Angiotensina Il (Ang Il, 1,5 mg/kg/dia) durante 7 o 14 dias, seguido de la administracion diaria de RvD1 (3
ug/kg/dia). La presencia de fibrosis perivascular (FPV) fue evaluada mediante tincion de Masson. Para el
analisis estadistico, se utilizé ANOVA unidireccional con correccion de Brown-Forsythe. ***p<0,001;
**p<0,01; *p<0,05. n=6 para todos los grupos experimentales.
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Figura 27. RvD1 previene la fibrosis perivascular en el tejido cardiaco. Se infundié Angiotensina Il (Ang
I, 1,5 mg/kg/dia) durante 7 o 14 dias, seguido de la administracion diaria de RvD1 (3 pg/kg/dia). La presencia
de fibrosis intersticial (FPV) fue evaluada mediante tincion de Sirius Red. Para el andlisis estadistico, se
utilizé ANOVA unidireccional con correccion de Brown-Forsythe. ***p<0,001; **p<0,01. n=6 para todos los
grupos experimentales.
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6.7 RvD1 atenua el desarrollo de HTA

La Ang Il eleva la PA a través de diversos mecanismos, como acciones
proinflamatorias en el tejido cardiaco y los vasos sanguineos, junto con efectos
profibréticos en las células del musculo liso vascular y los FC (Satou et al., 2018).
Como parametro final de nuestro modelo, evaluamos la variacion de la PA a los
7 y 14 dias de la infusion de Ang Il. Se logré demostrar que, efectivamente, Ang
I aumenté la presion sistélica (PS, 1,6 veces sobre el control a los 14 dias, Figura
28), la presion diastélica (PD, 1,5 veces sobre el control a los 14 dias, Figura 29),
la presién media (PAM, 1,7 veces sobre el control a los 14 dias, Figura 30) y la
HR (1,1 veces sobre el control a los 14 dias, Figura 31) en ambos tiempos
experimentales. No obstante, RvD1 atenud el incremento de PS, PD, PAM y HR
provocado por Ang Il a los 7 y 14 dias (PS 1,3 veces bajo Ang Il; PD 1,2 veces
bajo Ang Il; PAM 1,3 veces bajo Ang II; HR 1,1 veces bajo Ang Il), sugiriendo
algun tipo de efecto a nivel de precarga (relacionado con el retorno venoso) y

poscarga (existiendo algun nexo con la resistencia periférica).
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Figura 28. RvD1 atenta la hipertension sistélica. Se infundié Angiotensina Il (Ang II, 1,5 mg/kg/dia)
durante 7 o 14 dias, seguido de la administracion diaria de RvD1 (3 pg/kg/dia). La presion sistdlica (PS) fue
evaluada utilizando un tensiometro de cola. Para el analisis estadistico, se utilizé ANOVA unidireccional con
test de Tuckey y los valores exactos de p se muestran con sus respectivas comparaciones por pares.
***p<0,001 frente al control; ##p<0,001 frente a Ang Il, &&&p<0,001 frente al control. Para el grafico de

dispersion, ***p<0,001. n=6 para todos los grupos experimentales.
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Figura 29. RvD1 atenta la hipertension diastélica. Se infundid Angiotensina Il (Ang Il, 1,5 mg/kg/dia)
durante 7 o 14 dias, seguido de la administracion diaria de RvD1 (3 pg/kg/dia). La presion diastdlica (PD)
fue evaluada utilizando un tensidmetro de cola. Para el analisis estadistico, se utilizd ANOVA unidireccional
con test de Tuckey y los valores exactos de p se muestran con sus respectivas comparaciones por pares.
***p<0,001 frente al control; ###p<0,001 frente a Ang Il, &&&p<0,001 frente al control. Para el grafico de
dispersion, ***p<0,001. n=6 para todos los grupos experimentales.
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Figura 30. RvD1 atenua la hipertension arterial media. Se infundié Angiotensina Il (Ang Il, 1,5 mg/kg/dia)
durante 7 o 14 dias, seguido de la administracién diaria de RvD1 (3 ug/kg/dia). La presién arterial media
(PAM) fue evaluada utilizando un tensiémetro de cola. Para el andlisis estadistico, se utilizé ANOVA
unidireccional con test de Tuckey y los valores exactos de p se muestran con sus respectivas comparaciones
por pares. ***p<0,001 frente al control; ###p<0,001 frente a Ang Il, &&&p<0,001 frente al control. Para el
grafico de dispersion, ***p<0,001. n=6 para todos los grupos experimentales.
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Figura 31. RvD1 atenua el incremento en la frecuencia cardiaca. Se infundié Angiotensina Il (Ang Il, 1,5
mg/kg/dia) durante 7 o 14 dias, seguido de la administracion diaria de RvD1 (3 ug/kg/dia). La frecuencia
cardiaca fue evaluada utilizando un tensiometro de cola. Para el andlisis estadistico, se utilizd6 ANOVA
unidireccional con test de Tuckey. Para el grafico de dispersion, **p<0,01. n=6 para todos los grupos
experimentales.
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6.8 Asociacién entre inflamacion y remodelamiento cardiaco

Con el fin de estudiar las relaciones de dependencia entre inflamacioén, hipertrofia
y fibrosis, se realizé un analisis multivariado en ratones tratados con RvD1 de 14
dias calculando un andlisis de correlacién de Pearson de dos vias (Tablas 2 y 3).
Se eligid ese tiempo experimental debido a que los datos ecocardiograficos sélo
se encuentran disponibles para esos grupos, y son necesarios para evaluar
parametros de hipertrofia cardiaca. La matriz de correlacion (Figura 32) evidencié
diferentes grados de dependencia positiva entre la inflamacién y el remodelado
cardiaco, en otras palabras, cuando aumenta un parametro ocurre lo mismo con
el otro. Es de destacar que encontramos correlaciones positivas significativas
entre ICAM-1y ATC (Figura 33), ICAM-1y FIS (Figura 34), ICAM-1y FPV (Figura
35), IL-6 y ATC (Figura 36), IL-6 y FIS (Figura 37) e ICAM-1 y FPV (Figura 38).
Por otro lado, a pesar de que IL-10 evidencié una correlacion negativa moderada
con la mayoria de los parametros hipertroficos y fibroticos (cuando IL-10
aumenta, los otros parametros inflamatorios y relacionados a remodelamiento
disminuyen), debido a los altos valores de p sélo se puede determinar tendencias
relativas (Schober et al., 2018). Por lo tanto, los efectos antiremodelamiento de
RvD1 podrian estar parcialmente relacionados con los efectos supresores en la

inflamacion cardiaca y sistémica.

75



-
23fe, de 5 2
¢ 8 E 2 4 o a 10
MPO
ICAM-1
VCAM-1 0.5
TNF-a
IL-1B 0
IL-6
Ko 0.5
MCP-1
IL-10
-1.0

Figura 32. Correlacién entre inflamacion y remodelamiento cardiaco. Utilizando los datos del grupo con
infusion de Angiotensina Il y RvD1, se realizé el analisis de correlacion de Pearson y la matriz
correspondiente. MPO: mieloperoxidasa, PS: presién sistélica, DP: presion diastélica, PC/LT: peso del
corazon/largo de la tibia, ATC: area transversal de los cardiomiocitos, SIVd: grosor del septum
interventricular en diastole, PPVId: grosor de la pared posterior del VI en diastole, DVIs: diametro del VI en
sistole, DVId: diametro del VI en diastole, FIS: fibrosis intersticial, FPV: fibrosis perivascular.

r de Pearson| MPO ICAM-1 | VCAM-1 | TNF-a IL-1B IL-6 KC MCP-1 IL-10

MPO 1.000 0.631 0.898 0.688 0.948 0.588 0.960 0.259 -0.670
ICAM-1 0.631 1.000 0.710 0.488 0.738 0.960 0.575 0.800 -0.438
VCAM-1 0.898 0710 1.000 0.819 0.795 0612 0.938 0.446 -0.623
TNF-a 0.688 0.488 0.819 1.000 0.541 0.523 0.692 0.513 -0.337
IL-1B 0.948 0.738 0.795 0.541 1.000 0.716 0.880 0.387 -0.732
IL-6 0.588 0.960 0.612 0.523 0.718 1.000 0.475 0.842 -0.332
KC 0.960 0.575 0.938 0.692 0.880 0.475 1.000 0.247 -0.780
MCP-1 0.259 0.800 0.446 0.513 0.387 0.842 0.247 1.000 -0.308
IL-10 -0.670 -0.438 -0.623 -0.337 -0.732 -0.332 -0.780 -0.308 1.000
PS 0.355 0.563 0.593 0.794 0.348 0.598 0.419 0.850 -0.409
PD 0.456 0.878 0477 0.367 0.657 0.908 0.405 0.895 -0.539
PCILT 0.344 0.470 0.262 0.528 0.362 0.665 0.118 0.454 0.262
ATC 0.529 0.985 0.637 0.365 0.650 0.917 0.489 0.780 -0.392
DVis 0.621 0.898 0.539 0.446 0.768 0.971 0.459 0.717 -0.301
DVid 0773 0522 0.847 0.987 0.652 0.561 0.764 0.503 -0.440
Sivd 0.874 0.895 0.943 0.743 0.857 0.832 0.850 0618 -0.557
PPVId 0.862 0.732 0.802 0.831 0.852 0.803 0.754 0.572 -0.444
FIS 0.537 0.867 0.630 0.536 0.677 0.862 0.545 0.913 -0.651
FPV 0.683 0.882 0.640 0.537 0.834 0923 0610 0.805 -0.623

Tabla 2. Valores del r de Pearson. Se presentan los valores de r tras el analisis multivariable de correlacion
utilizando los datos del grupo Ang II+RvD1 a los 14 dias. MPO: mieloperoxidasa, PS: presion sistélica, DP:
presion diastolica, PC/LT: peso del corazédn/largo de la tibia, ATC: area transversal de los cardiomiocitos,
SIVd: grosor del septum interventricular en diastole, PPVId: grosor de la pared posterior del VI en diastole,
DVis: diametro del VI en sistole, DVId: diametro del VI en diastole, FIS: fibrosis intersticial, FPV: fibrosis
perivascular.

76



Valores de P| MPO ICAM-1 | VCAM-1| TNF-a IL-1B IL-6 KC MCP-1 IL-10
MPO 0.1788] 0.0151 01310/ 0.0040) 02200 0.0023] 06207] 0.1452
ICAM-1 0.1788 0.1139] 0.3259| 0.0943| 0.0024| 0.2323| 0.0558| 0.3854
VCAM-1 0.0151 0.1139 0.0461 0.0585| 0.1971 0.0056] 0.3748| 0.1860
TNF-a 0.1310] 0.3259| 0.0461 02677 0.2875| 01277 02979| 0.5136
IL-1B 0.0040] 0.0943| 0.0585| 0.2677 0.1098| 0.0208] 04480 0.0980
IL-6 0.2200{ 0.0024| 0.1971 0.2875| 0.1098 0.3405| 0.0355| 0.5197
KC 0.0023| 0.2323| 0.0056| 0.1277| 0.0208] 0.3405 0.6367| 0.0675
MCP-1 0.6207| 0.0558| 0.3748| 0.2979| 0.4480| 00355 0.6367 0.5528
IL-10 0.1452| 03854| 0.1860 05136 0.0980] 05197 0.0675| 05528

PS 0.4894| 0.2450| 0.2148| 0.0595| 0.5019] 0.2103| 0.4079] 0.0321 0.4213
PD 0.3639| 0.0213| 0.3389| 0.4736] 0.1559| 0.0123| 04259 0.0160] 0.2700
PCILT 0.5041 0.3472| 06165 0.2818| 04802 0.1496) 0.8238| 0.3657| 06162
ATC 02807 00003] 01741 04767| 0.1623] 00099| 03245 00672] 04425
DVis 0.1886] 0.0149| 0.2696| 0.3753] 0.0r60| 0.0013| 0.3595| 0.1087| 0.5625
DVid 0.0712] 0.2883| 0.0334] 0.0002| 0.1608) 0.2470| 0.0768) 0.3088| 0.3832
Sivd 0.0228| 0.0161 0.0048| 0.0906| 0.0293| 0.0401 0.0321 0.1915| 0.2508
PPVId 0.0273] 00982 0.0552| 0.0403] 0.0314] 00542| 0.0835] 02354| 0.3781
FIS 0.2720[ 0.0255| 0.1799| 0.2733] 0.1399| 0.0271 0.2635] 0.0110/ 0.1614
FPV 0.1344| 0.0199| 0.1707| 0.2719] 0.0391 0.0086] 0.1985] 0.0532] 0.1863

Tabla 3. Valores de p de las correlaciones. Se presentan los valores de p tras el analisis multivariable de
correlacion utilizando los datos del grupo Ang II+RvD1 a los 14 dias. MPO: mieloperoxidasa, PS: presion
sistélica, DP: presion diastdlica, PC/LT: peso del corazén/largo de la tibia, ATC: area transversal de los
cardiomiocitos, SIVd: grosor del septum interventricular en diastole, PPVId: grosor de la pared posterior del
VI en diastole, DVIs: diametro del VI en sistole, DVId: diametro del VI en diastole, FIS: fibrosis intersticial,
FPV: fibrosis perivascular.
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Figura 33. El incremento de ICAM-1 esta relacionado con la hipertrofia de los cardiomiocitos. Analisis
de correlacion entre ICAM-1 y el area de los cardiomiocitos (ATC) utilizando los datos de infusion a los 14
dias. Se muestra el valor de r y p para el grupo de Ang+RvD1.
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Figura 34. El incremento de ICAM-1 esta relacionado con la fibrosis intersticial. Andlisis de correlacion
entre ICAM-1 y fibrosis intersticial (FIS) utilizando los datos de infusién a los 14 dias. Se muestra el valor de
ry p para el grupo de Ang+RvD1.
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Figura 35. El incremento de ICAM-1 esta relacionado con la fibrosis perivascular. Analisis de
correlacion entre ICAM-1 y fibrosis perivascular (FPV) utilizando los datos de infusién a los 14 dias. Se
muestra el valor de ry p para el grupo de Ang+RvD1.
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Correlaciéon de IL-6 y ATC
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Figura 36. El incremento de IL-6 esta relacionado con la hipertrofia de los cardiomiocitos. Analisis de
correlacion entre IL-6 y area de los cardiomiocitos (ATC) utilizando los datos de infusién a los 14 dias. Se
muestra el valor de ry p para el grupo de Ang+RvD1.
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Figura 37. El incremento de IL-6 esta relacionado con la fibrosis intersticial. Analisis de correlacion
entre IL-6 y FIS (fibrosis intersticial) utilizando los datos de infusion a los 14 dias. Se muestra el valorde ry
p para el grupo de Ang+RvD1.
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Figura 38. El incremento de IL-6 esta relacionado con la fibrosis perivascular. Andlisis de correlacion
entre ICAM-1 y fibrosis perivascular (FPV) utilizando los datos de infusién a los 14 dias. Se muestra el valor
de ry p para el grupo de Ang+RvD1.
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7. DISCUSION

7.1 Acciones cardiovasculares de Ang Il

Como ha sido ampliamente descrito en la literatura, Ang Il genera un ambiente
inflamatorio que condiciona la homeostasis y lleva al desarrollo de hipertension y
enfermedades cardiovasculares, donde el sistema inmune tiene rol clave en la
génesis de estas patologias (Satou et al., 2018). En este estudio, se demostro
que Ang Il alos 7 y 14 dias induce la formacion de tejido de granulacion (Kong
et al., 2014), aunque no se puede separar la contribucién de cada factor (Ang Il,
leucocitos, FC) en la formacion de los clusters de infiltracion observados. Durante
la inflamacion aguda, Ang Il incrementa la permeabilidad vascular y orquesta
junto a moléculas de adhesion celular y quimioquinas el reclutamiento y
activacion de leucocitos en la zona de dafio, de una forma tiempo-dependiente
(Montezano et al., 2014). Nuestros resultados mostraron que, el nivel maximo de
neutrofilos se observo a los 7 dias, 1o que corresponde a una etapa de inflamacion
mas aguda que crénica, aunque Wang et al., demostraron infiltracion de
leucocitos desde un dia después de la infusion de Ang Il y alcanzando el maximo
a los 14 dias (L. Wang et al., 2018). De esta manera, se podria pensar que en
este modelo al dia 1 ya existiria reclutamiento y activacion de leucocitos en el

tejido cardiaco, que debera ser demostrado en un trabajo posterior.

La secrecion de quimioquinas inducida por Ang Il, como IL-6, IL-1B y MCP-1
favorece el remodelamiento cardiaco con efectos en el tejido cardiaco y sistema

inmune circulante (Feghali & Wright, 1997). Los resultados obtenidos en este
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trabajo respaldan la literatura existente, encontrandose niveles incrementados de
MCP-1, KC, IL-6, IL-1B y TNF-a a los 7 y 14 dias de infusion de Ang II,
evidenciando un estado inflamatorio sistémico. Sin embargo, Ang Il no logré
aumentar la presencia de IL-10 por si sola, efecto que si hemos observado in

vitro (Salas-Hernandez et al., 2021) y otros grupos in vivo (Lima et al., 2016).

La hipertension crénica genera cambios en la arquitectura del corazon,
evidenciados en la hipertrofia de las paredes ventriculares, que puede conducir
a dafio de érgano y falla cardiaca. Especificamente, la administracion cronica de
Ang-ll se caracteriza por inducir en los CM reprogramacion génica hacia un
fenotipo fetal, que tiene como consecuencia su hipertrofia e incremento de la
masa cardiaca, concordante con lo observado por nosotros en relaciéon PC/LT
(Restini et al., 2017). De la misma manera, evidenciamos el aumento de la
presion arterial, efecto clasico de la infusion de Ang Il (Te Riet et al., 2015), que
logramos detectar a las 7 y 14 dias. El mecanismo de entrega de Ang Il por las
bombas osméticas permite la infusion desde el momento en que se implanta en
el raton, generando hipertension al dia siguiente de la cirugia (L. Wang et al.,
2018), por lo que es considerado un modelo eficiente y reproducible de HTA.
Profundizando en este tema, existen esquemas de infusion de hasta 4 semanas,
donde es posible detectar falla cardiaca y dafo en otros érganos como rifién y
pulmoén (Nakagawa et al., 2020), pero que escapan al espectro acotado en este

trabajo.
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7.2 Acciones antiinflamatorias de RvD1

Como se menciond anteriormente, la accion cronica de Ang Il puede conducir al
desarrollo de enfermedades cardiovasculares, por mecanismos relacionados a
dafo vascular, expresion de moléculas de adhesion celular, secrecion de
citoquinas y reclutamiento de células inmunes (Satou et al., 2018). En este
estudio, se demostrd que Ang Il a los 7 y 14 dias induce la formacion de tejido de
granulacién, compuesto por leucocitos infiltrantes, FC en proliferacion y colageno
en una fase tardia (Kong et al., 2014). Durante la inflamacién aguda, Ang Il
aumenta la permeabilidad vascular a través de la sintesis endotelial de VEGF
que, orquestada con una expresion sostenida de ICAM-1, VCAM-1 y KC, facilita
el reclutamiento (migracion y adhesién) de neutrdfilos en el tejido cardiaco
(Montezano et al., 2014). La secrecion paracrina de quimioquinas y el dafio de
las ROS mediado por Ang Il contribuyen a mantener el microambiente
inflamatorio. Posteriormente, la apoptosis de neutrdfilos y la secrecion de MCP-
1 por FC y CM atraen subpoblaciones de monocitos a la zona lesionada, que
posteriormente se diferencian en macréfagos M1 en respuesta a citoquinas
inflamatorias, como IL-6 (Fontes etal., 2015). Este proceso suele ser
autolimitado; no obstante, la infusion cronica de Ang Il provoca dafo permanente
al miocardio, como lo demuestra el depdsito excesivo de colageno y la expresiéon
incrementada de IL-6, -1 y MCP-1, lo que favorece el remodelamiento

cardiaco. Nuestros resultados mostraron que, el nivel maximo de neutréfilos y
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monocitos se observé a los 7 dias, lo que corresponde a una etapa de inflamacién
mas aguda que cronica, aunque Wang et al., demostraron infiltracion de
leucocitos desde un dia después de la infusion de Ang Il y alcanzando el maximo
a los 14 dias (L. Wang etal., 2018). Sin embargo, a los 14 dias nuestros
resultados lograron evidenciar una disminucion estadisticamente significativa de
la infiltracidon de neutrdfilos, o que puede producir mecanismos pro-resolutivos
iniciados en el tejido cardiaco, como han descrito otros trabajos (Kain et al.,
2015). No obstante, RvD1 atenué la presencia de neutrdéfilos a los 7 y 14 dias,
ejerciendo acciones antiinflamatorias y pro-resolutivas. Ademas, Kain et al.,
demostraron en un modelo de infarto del miocardio que RvD1 atenua la
infiltracion de neutrdéfilos al reducir la densidad de neutréfilos del bazo, mientras
que Spinosa et al., demostraron que RvD1 disminuye la formacién de aneurismas
aodrticos al inhibir las trampas extracelulares de neutréfilos (NETosis) (Spinosa
et al., 2018), otorgando a los neutrdfilos infiltrantes la responsabilidad inicial en
el desarrollo de patologias cardiovasculares. Aun se desconoce si estos
mecanismos estan involucrados en la inflamacién dependiente de Ang Il.

Como se indicd anteriormente, la infusién de Ang Il también desencadena la
expresion de ICAM-1 y VCAM-1, que se observa a los 14 dias de infusion y
contribuye a la infiltracion de leucocitos con posterior dafio cardiovascular (Lin
et al., 2019). Nuestros resultados apoyan esta idea, encontrando una mayor
expresion intersticial y particularmente perivascular de ICAM-1y VCAM-1 alos 7

y 14 dias, que fue mas significativa a las dos semanas para ICAM-1, lo que

84



apuntaria a un compromiso endotelial considerable y un efecto dependiente del
tiempo de Ang Il, ya descrito en la literatura (Kiarash Arash et al., 2001). En
particular, RvD1 previno la expresion de ICAM-1 y VCAM-1 en congruencia con
hallazgos previos en FC (Salas-Hernandez et al., 2021) de rata y CM de ratones
(M. Wang etal., 2020) estimulados con LPS, y en modelos de dermatitis
psoriasiforme inducida por imiquimod (Xu et al., 2018), respaldando las acciones
encontradas en este estudio.

Las acciones proinflamatorias de la Ang Il también involucran la expresion y
secrecion de citoquinas locales y sistémicas (Jia etal.,, 2012), que se han
evidenciado en un aumento de los niveles de ARNm de IL-1B, IL-6, TNF-a, KCy
MCP-1 en el corazén (Fontes etal., 2015) y monocitos en cultivo, con
consiguiente polarizacion al fenotipo M1 (Wu et al., 2020). En este estudio, Ang
Il provocd un aumento significativo de IL-6, KC y MCP-1 plasmaticos a los 7 mas
que a los 14 dias, lo que indicaria una fase inflamatoria aguda dominada por
senales de reclutamiento descritas por Montezano et al. (Montezano et al., 2014),
mientras que este efecto lo observamos con IL-18 y TNF-a a los 14 dias, que
puede tener explicacion segun lo descrito por Feghali y Wright, donde el feedback
positivo inducido por estas citoquinas en su propia expresion seria relevante
(Feghali & Wright, 1997). Nuestros resultados apoyan las acciones
antiinflamatorias sistémicas de RvD1 al disminuir los niveles plasmaticos de IL-
18, IL-6, TNF-a, KC y MCP-1 a los 7 y 14 dias, que ya ha sido demostrado

previamente en modelos de artritis (Benabdoun et al., 2019) y lesién pancreatica
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(Liu et al., 2016). Sin embargo, no se determind la correlacion de los niveles de
citoquinas entre el tejido cardiaco y el plasma. Aunque los niveles de IL-10 no se
vieron afectados por la Ang I, el tratamiento con RvD1 aumenté marcadamente
su concentracion plasmatica a los 7 e incluso mas a los 14 dias, que destaca las
acciones antiinflamatorias y pro-resolutivas en presencia de estimulos
inflamatorios ya demostradas en otros trabajos (Benabdoun et al., 2019; Kain
et al., 2015). Sin embargo, al estimular FC de rata con LPS se generé incremento
de la secrecion de IL-10 en el medio de cultivo, mientras que RvD1 disminuy? la
expresion de esta citoquina a niveles del control (Salas-Hernandez et al., 2021).
Por lo tanto, se debe considerar que la respuesta inflamatoria in vivo presenta
mayor complejidad al existir diferencia entre los estimulos, involucramiento de

mas tipos celulares y érganos participantes.

7.2 RvD1 previene el remodelamiento cardiaco inducido por Ang Il

Regresando a lo evidenciado en este estudio, la infusion de Ang llalos 7y 14
dias aumento la masa cardiaca y el area transversal de los cardiomiocitos (ATC)
con un mayor incremento de los efectos hipertréficos a las 2 semanas de entrega
de Ang Il. Ademas, la evaluacién ecocardiografica mostré engrosamiento del VI
paralelo al incremento en el DVIs y el DVId, pero la FE Y FA se mantuvieron sin
cambios significativos en todos los grupos, contrastando con la disfuncién

sistolica y diastdlica comunmente observada en modelos de infusion de Ang Il
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(Bacmeister et al., 2019) . Este engrosamiento se logra apreciar de cierta forma
en la imagen comparativa de la ecocardiografia en modo M, y de mejor manera
en la cuantificacion del SIVd y PPVId, y tiene por objetivo contrarrestar el stress
ventricular por el incremento de la presion ventricular al final de la sistole producto
de una mayor RVP. Ademas del engrosamiento, la respuesta adaptativa
involucra mayor capacidad contracti para mantener el GC constante,
evidenciado en menor DVIs sin generar cambio en el DVId (Olah et al., 2016).
Sin embargo, los resultados de este modelo muestran aumento en el DVIs y
DVId. Esto se relaciona directamente con la hipertrofia y remodelamiento
cardiaco, y sugiere una probable disminucion de la distensibilidad del VI con
consecuencias como menor capacidad contractil, disminucién del VE, mayor

volumen de sangre al final de la diastole y aumento de la PD (Lilly, 2015).

Por otro lado, nuestros resultados mostraron que la administracién diaria de
RvD1 previno parcialmente la hipertrofia cardiaca en ambos esquemas de
infusion. De esta forma, al existir menor incremento de la PS por el tratamiento
con RvD1, se previene la hipertrofia del VI y por consiguiente los cambios en el
DVIs y DVId. Estos efectos son similares a los observados en ensayos clinicos
de beta-bloqueadores (Farrell et al., 2002) y antagonistas de los canales de calcio
(Godfraind, 2017), donde se observa disminucién de la PS, PD, MAP, HR e
hipertrofia del VI. Cabe destacar, que, aunque se normalizé de forma parcial el
diametro del VI en sistole y diastole, no se observaron cambios en la FE y FA,

incluso en el grupo infundido con Ang Il. Una probable explicacion se basaria en
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que, la progresion a hipertrofia maladaptativa en modelos de infusion de Ang Il,
depende directamente de la dosis administrada, la edad del animal y la dieta
(Lerman et al., 2019). En este estudio, la dosis y tiempo de infusion escogidos no
serian suficientes para generar falla cardiaca, siendo necesario mayor tiempo de
infusion complementado con intervencion quirdrgica en otros 6rganos, como el
rindn (Tsukamoto et al., 2013).

En relacion al rol de SPM en otros modelos de hipertrofia cardiaca, se demostré
que la suplementacion alimentaria de DHA a ratas sometidas a ligamiento aortico
normalizé el GC y circulacién coronaria sin afectar la masa cardiaca, proponiendo
tedricamente una posible regulacion del calcio mitocondrial y citoplasmatico en
los CM (McLennan et al., 2012). Adicionalmente, Kain et al. mostraron que RvD1
exhibe propiedades antihipertréficas en el infarto del miocardio, expresadas como
disminucién del engrosamiento de la PPVId, relacion PC/LT (Kain et al., 2015) y
ATC (Halade et al., 2018). Adicionalmente, se han evidenciado efectos similares
en la hipertrofia epidérmica en un modelo de inflamacion de la piel (Saito et al.,
2018). Sin embargo la Maresina-1, otro SPM, indujo hipertrofia de los CM a través
de la via paracrina de IGF-1 in vitro, evidenciando que los efectos de las SPM

depende del modelo experimental utilizado (Wahyuni et al., 2021).

Junto con la hipertrofia de los CM, Ang-Il genera otros cambios en el miocardio,
en especial en los FC. Los FC fueron considerados durante anos sélo como
células que mantenian la homeostasis estructural de tejido cardiaco, pero

ultimamente son objeto de estudio por su rol como células centinelas del tejido
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cardiaco (Diaz-Araya et al., 2015), con participacion directa en la orquestacién
de procesos inflamatorios a nivel paracrino como en crosstalking con el
sistema inmune (Van Linthout et al., 2014). De esta forma, estad descrito
ampliamente que Ang-ll induce la diferenciacion de los CF a un fenotipo
secretor denominado miofibroblasto cardiaco (MFC), caracterizado por mayor
ensamblaje de proteinas estructurales como a-SMA, lo que les permite la
contraccion o retraccion del tejido a reparar a través de la sintesis de MEC
(Gyongydsi et al., 2017).

En relacion a lo anterior, y para estudiar los efectos de Ang-ll y RvD1 en la
deposicion de colageno, se utilizé tanto la tincion tricromica de Masson como
la de Sirius Red, que permiten visualizar las fibras de colageno en bloques de
tejido. La figura comparativa muestra que los animales con infusion de Ang-Il
presentan mas zonas fibréticas tanto a nivel perivascular como intersticial,
resultado que es respaldado mediante cuantificaciéon densitométrica. EI mayor
incremento en el porcentaje de fibrosis perivascular comparada a la intersticial
podria explicarse por el incremento en parametros hemodinamicos como la
PA, junto a la inflamacién crénica a nivel vascular, observable en el mayor
stress oxidativo local y expresion de moléculas de adhesién celular (Jia et al.,
2012), genera en mayor medida dano endotelial en HTA. Durante el curso de
la infusion, las fibras de colageno se depositan en la adventicia de las arterias
a nivel sistémico, aumentando su rigidez y disminuyendo su permeabilidad a

la vez que se gatillan mecanismos inflamatorios locales. Posteriormente, la
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deposicion de colageno ocurre a nivel del tejido cardiaco, en un comienzo sin
pérdida de CM y posteriormente con marcada apoptosis y formacién de cicatriz
(Kong etal.,, 2014). Este proceso de remodelamiento cardiaco tiene por
consecuencia pérdida de la capacidad contractil y mayor rigidez del miocardio,

que se relaciona directamente con el aumento del DVIs y DVId.

Siguiendo con esta idea, los datos presentados demuestran que la inyeccion
diaria de RvD1 logra prevenir la deposicion de colageno a nivel perivascular e
intersticial inducida por Ang-Il. No existen estudios que relacionen RvD1 y fibrosis
cardiaca en HTA, pero si en un modelo de infarto del miocardio donde Kain et al.,
(Kain et al., 2015) demostraron en ratones C57BL/6 sometidos a ligamiento de la
arteria coronaria, que la administracion intraperitoneal de RvD1 logra disminuir la
deposicion de colageno al dia 5 post-infarto por disminucion en el reclutamiento
de neutrdfilos, mayor diferenciacion de macréfagos a su fenotipo M2 y reduccion
en la expresion de genes relacionados a remodelamiento cardiaco, como Col1af,
Col1a2y tnc. Por otro lado, en un modelo de obstruccién renal, Qu et al. (X. Qu
etal., 2012) evidenciaron que las RvD1 y RvE1 ejercen potentes efectos
antifibréticos inhibiendo la proliferacion de fibroblastos dependiente de PDGF,
mientras que mas recientemente Yang et al. (Y. Yang et al., 2019) utilizando
RvD1 lograron revertir la fibrosis pulmonar inducida por ventilacion, mediante
inhibicion en la fosforilacion de Smad2/3. Adicionalmente, Wang et al. (L. Wang
et al., 2018) demostraron la participacion esencial de CXCL1/KC en la fibrosis

inducida por Ang Il, donde el bloqueo farmacolégico y genético de este
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quimioatractante logré disminuir parcialmente el remodelamiento cardiaco,
resultados que fueron similares a los obtenidos por Matsuda et al., tras interferir
el eje MCP-1 (Matsuda et al., 2015). Recapitulando los resultados obtenidos,
RvD1 disminuy6 los niveles plasmaticos de KC y MCP-1, impactando de forma
negativa en el reclutamiento de leucocitos y en la potencia de la respuesta
inflamatoria, que podrian estar relacionados con la prevencion de la fibrosis
cardiaca observada. Por lo tanto, es necesario investigar mas a fondo una
relacion especifica entre ambos eventos en nuestro modelo. Aun asi, hasta la
fecha no existen estudios que hayan explorado las acciones antihipertroficas y
antifibréticas de RvD1 en el remodelado cardiaco inducido por Ang Il, lo que

atribuye una notable novedad a los resultados obtenidos

7.3 Efectos antihipertensivos de RvD1

En este estudio, se muestra por primera vez que RvD1 atenua el aumento
inducido por Ang Il de PS, PD, PAMy HR a los 7 y 14 dias después de la infusién
con And Il. En la literatura existen multiples modelos animales para el desarrollo
de hipertension arterial, como la administracion de DOCA/sal en la dieta, L-
NAME, Ang Il, 2K1C, obesidad inducida, entre otros (Lerman et al., 2019). El
modelo de infusién de Ang Il es de interés porque involucra la activacion del
RAAS presente en algunos tipos de HTA y permite apreciar los efectos del

incremento de la BP en diversos 6rganos, que se relaciona con lo visto en HTA
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no controlada (Lerman et al., 2019). La respuesta hipertensiva se caracteriza por
un aumento gradual en la PA que puede derivar en hipertrofia y fibrosis cardiaca
dependiendo de la dosis de Ang Il y la ingesta de sal en la dieta (Valero-Mufoz
et al., 2017). Los resultados obtenidos indican que Ang-ll genera un aumento
progresivo de la PA desde los 7 y ya mas notorio y diferenciado desde los 14 dias
demostrando la funcionalidad del modelo; por lo que nuestro resultado es similar
a lo discutido por Lerman et al., (Lerman etal., 2019), mientras que la
administracion de RvD1 logra prevenir moderadamente este cambio. Ang Il
incrementa la PA a través de diversos mecanismos como vasoconstriccion a nivel
arteriolar, incremento de la actividad simpatica en el tejido cardiaco y mayor
reabsorcion de sodio y agua en los tubulos renales, tanto de forma directa en el
rindn como mediante la secrecion de aldosterona y vasopresina (Te Riet et al.,
2015). Respecto a la PS y PD, nuestros resultados muestran que Ang-Il eleva
ambas presiones sin llegar a un plateau dentro del tiempo experimental
determinado, que es diferente al resultado evidenciado por Wang et al. a las dos
semanas de infusion (L. Wang et al., 2018). Por otro lado, RvD1 logra frenar de
manera constante a los 7 y 14 dias el incremento de la PS y PD; sin embargo,
para la PD el efecto protector de la RVD1 se mantiene hasta los 7 dias para
después perder eficacia. La PS esta condicionada principalmente por el retorno
venoso Yy feedback negativo en la natriuresis a través del péptido natriurético atrial
(PNA), mientras que la PD esta determinada por la RVP (Lilly, 2015); por lo que

segun nuestros resultados el efecto de RvD1 podria estar involucrado en la
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regulacion sostenida del volumen plasmatico, contraccion y frecuencia cardiaca,
que se logran evidenciar en los valores obtenidos para la HR y con potencial
participacion de mecanismos de control en el sistema nervioso central; mientras
que las acciones a nivel arteriolar, ya sea de forma directa en la vasodilatacion o
indirecta via mecanismos antinflamatorios estarian mas presentes en una etapa
temprana de la infusion.

Hasta la fecha no existen estudios que relacionen RvD1 y HTA; sin embargo,
Gong et al., (Gong et al., 2015) demostraron que la dieta rica en DHA y EPA,
logré disminuir la PS en 15 mmHg en ratones C56BL/7 mientras que, en un
modelo de aneurisma adrtico abdominal (Wales et al., 2014) y knockout de APOE
(Burgin-Maunder et al., 2016), la dieta alta en acidos grasos poliinsaturados n-3
(n-3 PUFAs) no tuvo efecto estadisticamente significativo en la PA, aunque se
logra apreciar cierta tendencia a la disminucidén. Por otro lado, en adultos
prehipertensos la suplementacion alimentaria con n-3 PUFAs durante 12
semanas logro reducir la PD en 2 mmHg, atribuyéndose a probables mecanismos
antiinflamatorios (Shen etal.,, 2017). Si bien se logran observar efectos
antihipertensivos con la administracion de los precursores de RvD1, la mayor
parte de la dosis es metabolizada y no logra convertirse en un SPM, por lo que
no se puede precisar cual seria el mecanismo responsable de estas acciones
(Chiang & Serhan, 2020). En este trabajo, se demuestra que RvD1 frente a un
estimulo inflamatorio crénico logra reducir significativamente la PA y PD, con

efectos mas marcados en la PS.
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Recientemente se ha destacado la estrecha relacion entre la inflamacioén y la
regulacion de la hipertension. La hipertension inducida por Ang Il se atenua en
ratones con deficiencia de linfocitos T y B maduros, macréfagos o monocitos
positivos para lisozima M7, indicando que la infiltracion de leucocitos seria
esencial para el desarrollo de HTA. Por otro lado, se han observado resultados
similares en ratones con inhibicion de MCP-1 (Haudek et al., 2010), TNF-a
(Sriramula & Francis, 2015), IL-6 (Senchenkova Elena Y. et al., 2019) e ICAM-1
(Lin etal., 2019), donde el bloqueo de estas citoquinas mediante knockout o
anticuerpos especificos previene el desarrollo de HTA, hipertrofia de CM y
fibrosis cardiaca.

Al respecto, se ha descrito ampliamente la capacidad antiinflamatoria de RvD1
tanto en la disminucion de la migracion y activacion de neutréfilos post-infarto,
como en el bloqueo de la sintesis y liberacién de TNF-alfa, IL-6 y MCP-1 (Serhan
& Levy, 2018). Por lo tanto, el efecto antihipertensivo de RvD1 que muestran
nuestros datos puede deberse en parte a la limitacion de la infiltracion de
neutrofilos, la atenuacion de la presencia de ICAM-1/VCAM-1 en el tejido
cardiaco, la disminucién de las citoquinas plasmaticas proinflamatorias y el
aumento de la expresion circulante de IL-10. Al respecto, se observé en un
modelo knockout para IL-10 donde esta citoquina reduce la inflamacion cardiaca
y HTA modulando la via RhoA-Rho quinasa (Lima et al., 2016). Sin embargo, no
podemos descartar el papel de los vasos y los rifilones en la génesis de la PA,

pues son reguladores criticos del plasma circulante y del sistema RAAS, o del
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bazo, regulador de la respuesta inflamatoria en eventos cardiovasculares donde
RvD1 es capaz de frenar la maduracion y activacion de neutréfilos y monocitos

(Halade et al., 2018).

7.4 La atenuacién de la inflamacién cardiaca se correlaciona con la
prevencion del remodelamiento cardiaco e hipertensién

La inflamacion cardiaca y remodelamiento cardiaco son los principales
mecanismos fisiopatoldgicos que operan en el corazén sometido a HTA crénica
y falla cardiaca (Nicoletti & Michel, 1999). Se ha observado una interaccion
dinamica entre la inflamacion, hipertrofia y remodelamiento que comienza a nivel
de endotelio en la intima de los vasos sanguineos y adventicia de las arteriolas,
otorgandole caracteristicas proinflamatorias y profibréticas que facilitan la
infiltracion de leucocitos al miocardio y génesis del remodelamiento cardiaco
(Suthahar etal.,, 2017). De esta manera, CF, CM, macréfagos y células
endoteliales actuan en forma concertada para promover la reparacion cardiaca a
través de la secrecién de factores paracrinos, reprogramacion de CF, regulacion
del microambiente hipdxico y polarizacion de macréfagos (Hara et al., 2017).
Nuestros resultados muestran que, al realizar una correlacion entre los factores
inflamatorios y los parametros involucrados en el remodelamiento cardiaco en el
grupo infusionado con Ang Il, se observo una clara asociacion positiva entre ellos
y con los mismos parametros inflamatorios, evidenciando quizas un cierto efecto

sinérgico que perpetua la inflamacién en estados cronicos (Smolgovsky et al.,
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2021). Sin embargo, en el grupo tratado con RvD1 se aprecié menor intensidad
tanto en parametros de inflamacién, remodelamiento e hipertension, aunque sin
perder la correlacion positiva observada en el grupo con Ang Il. De esta forma,
se podria pensar en que RvD1 es capaz de disminuir la progresion a hipertrofia,
fibrosis y HTA a través de mecanismos que involucrarian la atenuacion de la
inflamacion (Dalli & Serhan, 2016).

Entre las asociaciones con mayor potencia estadistica se encuentran las que
involucran a ICAM-1 e IL-6 con hipertrofia y fibrosis. Recientemente se ha
demostrado que ICAM-1 es esencial para el desarrollo de HTA y remodelamiento
al limitar la infiltracion de neutréfilos y macréfagos al tejido cardiaco (Lin et al.,
2019), por lo que la disminucién de ICAM-1 por RvD1 podria ser clave para la
accion de Ang Il en el corazon.

En relacion a IL-6, si bien en una etapa de inflamacién aguda esta citoquina
posee cualidades antiapoptéticas y resolutivas, en una etapa cronica es deletérea
para la funcién cardiovascular (Emdin et al., 2015), por lo que se ha evaluado su
utilidad como marcador plasmatico de remodelamiento y falla cardiaca, en
especial cuando se ha encontrado que pacientes con HTA y activacion del RAAS
manifiestan elevados niveles de IL-6 (Chamarthi et al., 2011). De esta manera, la
reversion del remodelado cardiaco inducido por Ang Il podria atribuirse a la

disminucién de tanto ICAM-1 como IL-6 en los animales tratados con RvD1.
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7.5 Limitaciones

La principal limitacion de este estudio es que, aunque se muestran los efectos
antiinflamatorios, antihipertensivos, antihipertréficos y antifibréticos de RvD1, no
se investigaron los mecanismos subyacentes que dirigen esas acciones debido
a las restricciones impuestas por el estado de pandemia. No obstante, otros
grupos han demostrado que RvD1 actia como molécula antiinflamatoria al
suprimir NF-kB, al tiempo que potencia las vias transduccionales PI3K-AKT y
MEK-ERK en diferentes modelos patolégicos (Gilbert etal., 2015). Los
mecanismos exactos que regulan los efectos de RvD1 en la hipertension e
hipertrofia inducida por Ang Il quedan por dilucidar mediante ensayos in vivo € in
vitro, aunque se puede teorizar segun lo reportado en la literatura.

La activacion de citoquinas y factores de crecimiento inducida por Ang Il da como
resultado el reclutamiento de leucocitos, el crecimiento celular y la fibrosis. Estos
procesos estan modulados por la activacion de NF-kB, proteina activadora-1
(AP1), factor inducible por hipoxia-1 (HIF-1), a través de la produccion de
especies reactivas de ROS (Libby, 2006). La respuesta inflamatoria se asocia
con una respuesta reparadora, que implica fibrosis y crecimiento celular. En
células endoteliales in vitro, la Ang Il regula al alza la expresién de VCAM-1,
ICAM-1 y E-selectina a través de vias que involucran ROS (Smolgovsky et al.,
2021). Por otro lado, en células de musculo liso vascular la Ang Il estimula la
produccion de VCAM-1, MCP-1, IL-6, IL-8, por mecanismos dependientes de la

activacion de la via RhoA/Rho quinasa (Yamakawa et al., 2000) y en fibroblastos
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cardiacos, la Ang Il induce proliferacién de FC mediante la induccién de la via
ERK1/2 y la diferenciacion de FC a MFC a través de la activacion de la proteina
quinasa C (PKC) (Diaz-Araya etal.,, 2015). Estos efectos tienen como
consecuencia la deposicion de colageno y la formacion de ROS que mantienen
el estado inflamatorio en el miocardio e inducen estrés oxidativo e hipertrofia de
los CM. Considerando los resultados obtenidos en este trabajo, es posible
especular potenciales efectos de RvD1 en su accion antiinflamatoria y pro-
resolutoria. De esta manera, se ha observado que por un lado, RvD1 es capaz
de bloquear los efectos deletéreos de AP-1 en la progresion de hepatitis a cancer
hepatico (Kuang et al., 2016); y en patologias cardiovasculares, la activacion del
TLR4 en monocitos, involucrado directamente en los efectos deletéreos de la Ang
I, a través de la desfosforilacion de la glucégeno sintasa quinasa 3 (GSK3) (Gu
et al., 2016), asociado a la pérdida de funcionalidad en falla cardiaca (Tariq et al.,
2021). Por otro lado, RvD1 en un modelo de injuria pulmonar mecanica logra
inducir la expresion del factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide 2 (Nrf2),
disminuyendo la activacion de NF-kB y el dafio de 6rgano (Sun et al., 2019). Esto
se podria relacionar con los efectos protectores de Nrf2 en la hipertrofia
adaptativa, donde el knockout de esta proteina ocasiona necrosis de CM y menor
sobrevida que los animales control (Qin et al., 2016). Adicionalmente, RvD1 en
FC de rata disminuye la sefalizacion de calcio gatillada por Ang Il (Salas-
Hernandez et al., 2021) y ademas en arteria pulmonar humana, donde revierte la

sensibilidad a iones calcio inducida por IL-6 y TNF-a a través del bloqueo en la
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actividad de PKC (Hiram et al., 2014), esencial para el desarrollo de hipertrofia
como se ha observado en ensayos enzimaticos in vitro (Seung Kim et al., 2001)
y en CM de rata estimulados con fenilefrina (Castillo et al., 2005), por lo que los
efectos antifibroticos y antihipértréficos observados en este estudio podrian estar
asociados a la prevencion en la diferenciacion de CF a MFC, deposicién de
colageno y expresion de TGF-p. Adicionalmente, se ha reportado que n-3 PUFAs
incrementan la actividad de la enzimas catalasa y glutation peroxidasa en
macrofagos de pacientes con aneurisma aortico, suprimiendo el stress oxidativo
y la sefalizacién de citoquinas inflamatorias (Meital et al., 2019). Considerando
que el DHA es el precursor metabdlico de la RvD1, se podria pensar en un
probable rol como scavenger que estaria protegiendo al miocardio del stress
oxidativo generado por Ang Il. Por otro lado, existen micro-ARNs con efectos
antiapoproticos en CM sometidos a I/R, como el MiR-146b (Di et al., 2017), cuya
expresion es intensificada ademas en macrofagos humanos por RvD1
(Krishnamoorthy et al., 2012), por lo que este micro-ARN podria tener un rol clave
en la prevencidn del remodelamiento cardiaco inducido por Ang Il.

Para finalizar, la hipertension crénica es un poderoso factor de riesgo que puede
inducir dafio de érgano en el cerebro, la retina, los vasos sanguineos y los rifiones
(Piskorz, 2020). Este trabajo se enfoco sélo en el tejido cardiaco, pero no se
puede descartar las acciones protectoras de RvD1 en otros 6rganos, que también
pueden contribuir a los efectos antihipertensivos y antiremodelamiento

encontrados en esta investigacion.
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8. CONCLUSIONES

Los principales hallazgos de esta investigacion se encuentran resumidos en la

Figura 36.

e Lainfusion de Ang Il por 7 y 14 dias en tejido cardiaco induce el aumento
de la formacion de tejido de granulacién, infiltracion de neutrdéfilos, ICAM-
1y VCAM-1.

e La infusion de Ang Il por 7 y 14 dias genera el aumento de la masa
cardiaca, engrosamiento de las paredes del ventriculo izquierdo e
hipertrofia de los cardiomiocitos.

e Lainfusion de Ang Il por 7 y 14 dias provoca la deposicidn de colageno a
nivel perivascular e intersticial.

e La infusién de Ang Il por 7 y 14 dias genera el aumento de la presion
sistélica, diastdlica, media y la frecuencia cardiaca.

e La administracion de RvD1 disminuye de forma parcial la inflamacion,
hipertrofia, fibrosis cardiaca e hipertension, previniendo el dafo de 6érgano.

e Existe una asociacion entre la disminucién de ICAM-1 e IL-6 gatillada por
RvD1 y la atenuacién de la hipertrofia de cardiomiocitos y deposicién de
colageno intersticial y perivascular, que podria sugerir los mecanismos por

los que actua RvD1.
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Figura 39. Resumen grafico. La infusion de Ang Il por 7 0 14 dias en ratones C57BL/6 genera inflamacién
cardiaca, hipertension, hipertrofia y fibrosis cardiaca. La administracion diaria de RvD1 bloquea de forma
parcial todas las alteraciones cardiovATCulares inducidas por Ang II.
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