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RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en Chile y el
mundo. Una de las més prevalentes es la insuficiencia cardiaca, en la que el corazén
no es capaz de suplir las demandas energéticas de los tejidos. La insuficiencia
cardiaca con fraccion de eyeccion preservada (HFpEF) constituye una forma de
insuficiencia cardiaca caracterizada por una disfuncion en la diastole cardiaca, y
tiene una alta prevalencia en la poblacion. Se encuentra asociada una gran cantidad
de comorbilidades, como lo son la obesidad y la hipertension arterial. Dentro de los
componentes de la fisiopatologia de la HFpEF se ha destacado la disfuncion
vascular. Pacientes con HFpEF presentan alteraciones en la funcion vascular,
determinada por imagenologia no invasiva. En el presente trabajo se implemento
un modelo murino de HFpEF recientemente descrito, basado en una alimentacion
con dieta alta en grasas (rica en palmitato) y administracién simultdnea de N-y-nitro-
L-arginina metil éster (L-NAME), inhibidor de las Oxido nitrico sintasas. Estos
ratones desarrollan un fenotipo cardiometabdlico de HFpEF, caracterizado por
obesidad, intolerancia a la glucosa, hipertension arterial, intolerancia al ejercicio y
disfuncion diastdlica con funcion sistolica preservada. En estos animales se evalu6
el remodelado vascular asociado con el desarrollo de esta patologia. La hipétesis
propuesta fue: ““Ratones tratados con una dieta rica en palmitato y L-NAME
desarrollan HFpEF cardiometabdlico y remodelado vascular de las arterias aorta,
carétida y femoral, asociado a un cambio fenotipico de células musculares lisas
vasculares”. Para responder esta hipotesis, se plantearon 3 objetivos especificos:
1) Determinar parametros cardiometabdlicos en ratones tratados con una dieta rica
en palmitato y L-NAME durante 15 semanas para implementar un modelo murino
de HFpEF. 2) Evaluar el remodelado vascular y el grado de fibrosis en las arterias
aorta, carotida y femoral de ratones HFpEF. 3) Determinar in vitro los efectos del
tratamiento con palmitato y L-NAME sobre el fenotipo de las células musculares
lisas vasculares. Ratones C57BL6 de 11-12 semanas se trataron con dieta alta en
grasa y L-NAME durante 15 semanas. Los animales presentaron alteraciones
cardiometabdlicos consistentes con un fenotipo moderado de HFpEF. En conjunto,

los resultados muestran, por primera vez, que se produce un remodelado vascular
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en estas arterias, observandose un incremento del grosor de la pared vascular y
disminucién de su relacion con el lumen, fibrosis de la aorta y cambios en la
expresion génica de proteinas contractiles. Para los estudios in vitro, células
musculares lisas vasculares se trataron con palmitato y L-NAME. Los resultados
mostraron que este tratamiento generd alteraciones fenotipicas en estas células,
caracterizadas por una disminucion en las proteinas contractiles y de los niveles de
colageno, sin alteraciones en la proliferacién celular. Colectivamente los resultados
de esta tesis dan cuenta de alteraciones vasculares que se producen en HFpEF,
aportando al entendimiento de los mecanismos que subyacen esta patologia para

el desarrollo futuro de nuevas estrategias terapéuticas para su tratamiento.
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ABSTRACT

Vascular remodeling in an experimental model of heart failure with preserved

ejection fraction

Cardiovascular diseases are the main cause of death in Chile and the world. One of
the most prevalent is heart failure, in which the heart is unable to meet the energy
demands of the tissues. Heart failure with preserved ejection fraction (HFpEF) is a
form of heart failure characterized by diastolic dysfunction, and it has a high
prevalence in the population. Several comorbidities are associated, including obesity
and arterial hypertension. Among the components of the pathophysiology of HFpEF,
vascular dysfunction has been highlighted. Patients with HFpEF present alterations
in vascular function, assessed by non-invasive imaging. In the present work, a
recently described mouse model of HFpEF was implemented, based on a diet
containing high fat (mainly palmitate) and the simultaneous administration of N-y-
nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), a nitric oxide synthase inhibitor. These mice
develop a cardiometabolic HFpEF phenotype, characterized by obesity, glucose
intolerance, hypertension, exercise intolerance, preserved systolic function and
diastolic dysfunction. Vascular remodeling associated with the development of the

pathology was evaluated in these mice. The proposed hypothesis was: “Mice
treated with a diet rich in palmitate and L-NAME develop cardiometabolic HFpEF
and vascular remodeling of the aorta, carotid and femoral arteries, associated with
a phenotypic change in vascular smooth muscle cells”. To test this hypothesis, three
specific aims were established: 1) To determine cardiometabolic parameters in mice
treated with a diet rich in palmitate and L-NAME for 15 weeks to implement a murine
model of HFpEF. 2) To evaluate the vascular remodeling and the degree of fibrosis
in the aorta, carotid and femoral arteries of HFpEF mice. 3) To determine in vitro the
effects of treatment with palmitate and L-NAME on the vascular smooth muscle cell
phenotype. To this end, 11-12 weeks old C57BL6 mice were treated with high-fat
diet and L-NAME for 15 weeks. The animals presented cardiometabolic alterations
consistent with a moderate HFpEF phenotype. The results showed for the first time

that vascular remodeling occurs in these arteries, in which the thickness of the artery
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wall was increased and its relationship to the lumen decreased, with fibrosis of the
aortic artery and alterations in contractile proteins gene expression. For in vitro
studies, vascular smooth muscle cells were treated with palmitate and L-NAME. The
results showed that this treatment generated phenotypic alterations in these cells,
characterized by a decrease in contractile proteins and collagen levels, without
alterations in cell proliferation. In aggregate, the results obtained in this thesis
account for vascular alterations that occur in HFpEF, contributing to the
understanding of the mechanisms underlying this pathology for the future

development of new therapeutic strategies for its treatment.
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1. INTRODUCCION
1.1. Enfermedades cardiovasculares e insuficiencia cardiaca

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son aquellas patologias que
afectan al corazén y los vasos sanguineos del organismo. Incluyen a las
enfermedades cerebrovasculares, cardiomiopatias congénitas, vasculopatias
periféricas e hipertension arterial. Constituyen la primera causa de muerte tanto a
nivel mundial, siendo responsables de 17,9 millones de defunciones al afio (31%)?,
como a nivel nacional, causando un 27,1% de las muertes reportadas en el afo
20162. Dentro de las principales ECV se encuentra la insuficiencia cardiaca (IC), la
cual se define como la incapacidad del corazén para suplir las demandas
energéticas de los tejidos3. Su principal causa son las enfermedades isquémicas,
en la que la perfusion del miocardio se ve disminuida, ya sea en forma crénica o
aguda3. Dentro de los principales factores de riesgo se encuentran la edad
avanzada, historia familiar previa de ECV, enfermedad coronaria, hipertension
arterial, diabetes mellitus y obesidad, los que durante los Ultimos afios muestran una
prevalencia en continuo aumento, conllevando a un incremento en la incidencia de
la IC%. La IC se clasifica en IC con disfuncién sistélica o diastélica, cuya principal
diferencia clinica esta dada por la fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo
(FEVI) del paciente®. La FEVI determina el porcentaje de sangre expulsada desde
el ventriculo, siendo ésta reducida en la IC sistélica (FEVI < 40%, del inglés, heart
failure with reduced ejection fraction, HFrEF) y preservada en la IC diastélica (FEVI

> 50%, del inglés, heart failure with preserved ejection fraction, HFpEF)®.

La IC con disfuncion sistolica se caracteriza por una falla en la contractilidad
ventricular, o que reduce la fraccion de eyeccion, un remodelado exceéntrico del
miocardio (tejido muscular del corazoén), seguido por una dilatacién ventricular y una
sobrecarga de volumen sanguineo®. En cambio, la IC con disfuncién diastélica se
caracteriza por una falla en la relajacion y el llenado ventricular, sin una disminucién
de la fraccion de eyeccion, un aumento en la rigidez de la pared ventricular que
causa un aumento en la presion de llenado, acompafiado de un remodelado

concéntrico (hipertrofia ventricular), lo que produce una sobrecarga de presions. Se
1



estima que aproximadamente 26 millones de personas sufren de IC en el mundo, y
gue aproximadamente el 50-60% de los casos corresponden a HFpEF, cifra que
esta incrementando en forma progresiva®. Estas cifras suponen un importante
problema para la salud publica, ya que en la actualidad se conocen escasas
intervenciones farmacoldgicas que reduzcan de manera convincente la morbilidad
y mortalidad de la HFpEF®>’, a diferencia de lo que ocurre en la HFrEF. Sin embargo,
estudios recientes han mostrado que el uso de empagliflozina, un inhibidor del
cotransportador de sodio glucosa (SGLT2i), es el primer tratamiento farmacologico
gque reduce significativamente el riesgo de muerte por eventos cardiovasculares y

de hospitalizacién por IC en pacientes con HFpEF?.

1.2. Fisiopatologia de HFpEF

La HFpEF se considera un sindrome clinico mas que una enfermedad
discreta, por lo que consta de mdltiples mecanismos fisiopatolégicos, siendo la
disfuncion diastélica el principal mecanismo. Esta se define como la incapacidad del
ventriculo izquierdo de aceptar un volumen adecuado de sangre a presiones
diastolicas normales. Se encuentra en la mayoria de los casos asociada a
hipertension arterial (HTA) y se caracteriza por una relajacion lenta, rigidez
ventricular y elevadas presiones de llenado®®. No obstante, si bien esta condicién
es necesaria para el desarrollo de HFpEF, estudios indican que no seria suficiente
por si sola®. Recientemente, la literatura ha descrito que dentro de los pacientes con
HFpEF existen distintos fenotipos, dependiendo de las comorbilidades asociadas,
historia clinica y los signos y sintomas clinicos que manifiestan (concepto llamado
“fenogrupo”)!®. En este contexto, dos grupos se destacan como los mas
prevalentes: el fenotipo denominado “HFpEF cardiometabdlico” y el denominado
“HFpEF hipertensivo de edad avanzada”!. En el primero, los pacientes presentan
obesidad visceral, dislipidemia, diabetes tipo Il e HTA, mientras que, en el segundo,
se caracterizan por presentar edad avanzada, HTA, enfermedad crénica renal y
fibrilacion auricular'®!!, En los Ultimos afios se ha destacado la inflamacién

microvascular sistema cronica como uno de los principales mecanismos
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fisiopatologicos de la HFpEF, y se ha recalcado la importancia de las distintas
comorbilidades que inducen esta respuesta: principalmente la edad, la obesidad y
la HTA!?13 (Figura 1). Diversos estudios han descrito que pacientes con HFpEF
tienen niveles elevados de marcadores inflamatorios como el receptor de
interleucina 1 (IL-1), el factor de necrosis tumoral a (TNFa), la proteina C reactiva
(CRP), VCAML1 e interleukina 6 (IL-6)'214, Por otra parte, se ha descrito que las
citoquinas proinflamatorias inducen produccion endotelial de especies reactivas del
oxigeno (ROS), las que reaccionan con el éxido nitrico (NO) formando especies
reactivas del nitrégeno (RNS), principalmente peroxinitritol®>. Estas especies
inducen estrés nitrosativo (dafio celular producido por nitrosilaciéon de proteinas
producto del aumento en RNS y ROS) y como consecuencia disminuye la
biodisponibilidad del NO en el endotelio'?1¢. En conjunto, estos radicales alteran la
homeostasis de la via guanilato ciclasa (GC)/guanosin monofosfato ciclico
(GMPc)/proteina kinasa G (PKG) en los cardiomiocitos!’*8, la cual en condiciones
fisiologicas ejerce acciones cardioprotectoras, regulando la contractilidad,
hipertrofia y remodelado de estas células'®. Un tercer componente en la
fisiopatologia de la HFpEF que ha adquirido un importante protagonismo en las
ultimas revisiones bibliograficas es la disfuncién vascular?®?!, cuyos principales

hallazgos a la fecha se detallan en la siguiente seccion.
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Figura 1. Comorbilidades asociadas al desarrollo de HFpEF.
Imagen extraida de Wintrich et al., (2020)*3.




1.3. Funcién vascular en HFpEF
1.3.1. Vasos sanguineos, VSMC y vasculopatias

Los vasos sanguineos se encargan del transporte de sangre al organismo
para proveer de oxigeno y nutrientes a los distintos tejidos. En general, se dividen
en venas y arterias, las cuales a su vez se dividen en arterias elasticas o de
conduccion (por ejemplo, la aorta y la arteria carétida comuan) y arterias musculares
o de distribucién (por ejemplo, la arteria femoral y las arterias coronarias). Ambos
tipos de arterias no solo difieren en su estructura, siendo la principal diferencia la
relacion elastina/musculo liso mayor en las arterias de conduccion, sino que también
difieren en los mecanismos de regulacion de la contractilidad del vaso, el contenido
de 6xido nitrico y las alteraciones que sufren durante procesos fisiopatol6gicos?2.
La respuesta de los vasos a agentes vasodilatadores tanto dependientes como
independientes del endotelio varia en funcién de su localizacién en el organismo?3.
En general, las arterias estan formados por 3 capas concéntricas, denominadas la
adventicia, la media y la intima, siendo esta Ultima la mas interna. La capa media
esta compuesta principalmente por células musculares lisas, denominadas células
de la musculatura lisa vascular (del inglés, VSMC), cuya funcién mas importante es
la mantencién del tono vascular, otorgando resistencia periférica al flujo sanguineo

gracias a su capacidad contractil®*.

Las VSMC presentan un fenotipo variable, segun las condiciones
fisiopatoldgicas del organismo y su estadio de desarrollo. Presentan un fenotipo de
tipo sintético durante la vasculogénesis, caracterizado por un alto grado de
proliferacion y migracion celular, acompafiado de una elevada tasa de sintesis de
componentes de la matriz extracelular (MEC)?®. En organismos ya desarrollados,
presentan un fenotipo de tipo contractil, caracterizado por niveles elevados de
proteinas contractiles, como calponina, proteina de musculo liso 22 (SM22) y actina
de musculo liso a (aSMA), principalmente?®. Presentan ademas bajos niveles de
proteinas de la MEC (vimentina, osteopontina y colageno, entre otras), y bajo grado
de proliferacion y migracion celular?®. Sin embargo, frente a procesos patoldgicos

como aterosclerosis o lesiones vasculares, al igual que durante el envejecimiento,
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las VSMC adoptan un fenotipo sintético-proliferativo, que trae como consecuencia
un aumento en la rigidez de la pared arterial, pérdida de contractilidad y disminucién
del lumen del vaso, pudiendo formarse lo que se conoce como “neointima”?’.
Durante la HTA, principal responsable de la hipertrofia cardiaca concéntrica y por
tanto condicion altamente prevalente en pacientes con HFpEF, las VSMC adoptan
un fenotipo hipertréfico e hipercontractil, caracterizado por un notorio aumento en la
sintesis de proteinas contractiles y un aumento en el tono miogénico?*. Resultados
de nuestro Laboratorio muestran que angiotensina |l (Ang |Il), péptido
vasoconstrictor y uno de los principales inductores de HTA, induce hipertrofia en
VSMC?, Sin embargo, la disfunciéon vascular en HFpEF es aun mayor que la
observada en la HTA. Si bien el papel de la musculatura lisa vascular en distintas
ECV se encuentra ampliamente descrito en la literatura, su contribucion particular
en la HFpEF ha sido muy poco estudiada. Esta limitacién se debe principalmente a
gue no se ha desarrollado un modelo de VSMC in vitro para el estudio de HFpEF, y
a que no existian, hasta hace recientemente, modelos animales que emulen
fielmente el fenotipo observado en pacientes HFpEF, principalmente debido a la alta
complejidad que supone imitar las caracteristicas clinicas de la HFpEF?°.

1.3.2. Disfuncién macrovascular

Dentro de los factores de riesgo que han sido identificados como relevantes
para el desarrollo de IC se encuentra el incremento de la rigidez y del grosor de la
pared de las arterias, particularmente de la media®. Diversos estudios que han
evaluado la funcién vascular de grandes vasos en pacientes con HFpEF (Figura 2),
y se ha encontrado que presentan una menor distensibilidad de la aorta®!, menor
respuesta vasodilatadora frente a estimulos como la nitroglicerina? y el
ejercicio®334, un aumento en la vasoconstriccién en reposo y menor sensibilidad al
efecto vasodilatador del NO?°. Ademas, estos pacientes presentan un incremento
en la rigidez de la arteria aorta?®35-37, Interesantemente, un estudio mostré que la
disfuncion vascular esta incrementada al comparar pacientes con HFpEF con

pacientes que solo presentan HTA, por lo que la disfuncion observada en pacientes
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HFpEF seria un problema mas alld que tan solo producto de la HTA38. En el afio
2012, se observé que los pacientes con HFpEF respondian mejor a tratamientos
con vasodilatadores que pacientes con HFrEF, recalcando la importancia del
componente vascular en la HFpEF®°. Entre los mecanismos que relacionan el
incremento de la rigidez arterial con disfunciones del miocardio destacan un menor
suministro de oxigeno, menor distensibilidad arterial y disminucion de la presion
diastdlica, lo que compromete el flujo a través de las arterias coronarias®®. Se ha
encontrado ademas una asociacion en la morfologia y funcién de las arterias
carétidas y HFpEF*143, Fernandes y cols., utilizando resonancia magnética en el
estudio MESA (Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis), encontraron una relacion
entre la distensibilidad de la carétida y la mejora en la funcion diastélica ventricular©,
En la misma linea, las arterias carétidas de pacientes HFpEF presentaron un mayor
grosor de la region media-intima de la artera (del inglés, IMT), y una mayor razén
IMT/lumen en comparacion con los controles*!. Interesantemente, el control de la
presion arterial disminuyo el IMT de las carétidas mas no detuvo su progresion en
pacientes hipertensos#4. Ademas, existe una asociacion significativa entre el IMT de
la carétida y la hospitalizacion por IC*. En otro estudio, no obstante, no se
encontraron diferencias en el grosor intima-media al comparar pacientes HFpEF
con pacientes HFrEF*3. También ha sido reportada una reduccién en la dilatacién
mediada por flujo (del inglés, FMD) de la arteria braquial en pacientes HFpEF, no
solo al compararlos con el control sino con pacientes hipertensos®. En
contraposicion, Hundley y cols, no reportaron diferencias significativas en la FMD
de pacientes HFpEF en comparacién con pacientes sanos*’. En conjunto, los

hallazgos dan cuenta de una disfuncion macrovascular en HFpEF.

1.3.3. Disfuncién microvascular

La microcirculacion a través de arteriolas, capilares y vénulas permite
cumplir la demanda energética de los tejidos a través de la regulacion del tono
vascular y la angiogénesis, principalmente*®49, La disfuncién microvascular se

define como una falla en la regulacién del flujo sanguineo en respuesta las
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demandas energéticas® y su ocurrencia ha sido ampliamente descrita en
enfermedades crénicas como la diabetes, la hipertension arterial, la obesidad y la
IC (Figura 2°1). En la literatura se propone que la combinacién de mdltiples
comorbilidades produce inflamacién sistémica cronica de bajo grado la cual conlleva
a una disfuncién del miocardio producida, en parte, por la inflamacién microvascular
de las arterias coronarias!?!3, En concordancia, marcadores inflamatorios como IL-
6, CRP y TNFa se asocian mas fuertemente en pacientes con HFpEF que con
HFrEF®2. En VSMC, la via GC/GMPc/PKG disminuye los niveles de calcio y por lo
tanto la relajacion de la célula®®. Si las alteraciones de esta via reportadas en
cardiomiocitos durante HFpEF ocurren en la vasculatura es una interrogante aun
pendiente en la literatura. Sin embargo, pacientes con HFpEF presentan una falla
en la reactividad microvascular evaluada por endoPAT, una prueba no invasiva de
disfuncion endotelial®* y rarefaccion capilar en el misculo esquelético®®. Ademas,
se ha descrito en tejido miocardico una disminucién en la funcidon microvascular, un
incremento en la rarefaccion coronaria y una disminucion en la hiperemia maxima
en pacientes HFpEF comparados con controles de la misma edad®->’. Otra
aproximacion utilizada para evaluar la funcion microvascular es el estudio de las
arteriolas de la retina, las cuales pueden ser evaluadas utilizando camaras Opticas
no invasivas*'. La razén pared/lumen de las arteriolas de la retina se encuentra
significativamente aumentada en pacientes HFpEF, consistente con una correlaciéon
entre alteraciones de la arteriola de la retina e IC%8. Interesantemente, el aumento
de la razon pared/lumen también fue significativo al compararlo con pacientes
hipertensos que no padecian HFpEF#, reafirmando la propuesta de que las
alteraciones vasculares observadas en HFpEF no son debidas Unicamente a
procesos hipertensivos. Por otra parte, la microvasculatura del pliegue de la ufa
usando videocapilaroscopia en pacientes con HFpEF, y se ha reportado
alteraciones significativas en la morfologia, arquitectura y densidad capilar en
pacientes HFpEF, comparados no solo con el control sino con pacientes con HFrEF
(33).

Resulta relevante destacar que los estudios mencionados en los puntos

2.3.2 y 2.3.3 utilizaron equipos de imagenologia no invasiva y que no se han
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realizado, a la fecha, estudios vasculares histologicos ni analizado el papel de la
musculatura lisa vascular en HFpEF. Se ha mostrado ademas que durante el
envejecimiento y la HTA, dos de las comorbilidades mas prevalentes en HFpEF, la
sobre activacion de la musculatura lisa vascular (MLV) contribuye a
aproximadamente un 50% de la rigidez arterial®® y que existe un incremento en la
expresion de miosina no muscular en la MLV, lo que aumenta el tono vascular,
respectivamente®. Por lo tanto, comorbilidades asociadas a la HFpEF estarian
potenciado el estado hipercontractil de la musculatura vascular, pero el mecanismo
por el cual esto ocurre no se encuentra dilucidado con exactitud. El mensaje final es
claro: la disfuncion vascular cumple un papel relevante en la patogénesis de HFpEF.
Si es que esto constituye una causa u ocurre como consecuencia de la patologia

debera ser estudiado en el futuro.

* Diminished arterial distensibility * Impaired reactivity

* Impaired vasodilatory response * Capillary rarefaction

* Increased resting vasoconstriction * Impaired maximal hyperemia

* Increased arterial stiffness * Decreased NO bioavailability

* Decreased NO sensibility * Increased reactive oxygen species

* Higher IMT and IMT to lumen ratio * Increased inflammatory biomarkers

* Impaired response to reactive hyperemia * Higher wall-to-lumen ratio in arterioles

* Increased inflammatory biomarkers * Abnormal architecture and density /

Figura 2. Principales alteraciones en la funcién macro y microvascular descritas en HFpEF.
Imagen de Sanhueza-Olivares, et al., 2022°2.



1.4. Modelos de estudio de HFpEF

En el afio 2019, el Laboratorio del Dr. Joseph Hill (Texas, Dallas, EE. UU.)
en colaboracién con nuestro grupo de investigacion, publicé un estudio en la revista
Nature en el cual desarrollaron un modelo preclinico murino de HFpEF!’. Ratones
C57BL/6 se alimentaron con una dieta alta en grasa (en la que el 60% de la dieta
se obtiene a partir de acidos grasos y donde el principal acido graso saturado es el
acido palmitico) y se les administré en el agua de bebida L-nitro-arginina metil éster
(L-NAME), un inhibidor general de las éxido nitrico sintasas (NOS) que induce HTA,
a una concentracion de 0,5 g/L, emulando de este modo obesidad e HTA,
respectivamente. En este modelo se logré reproducir las principales caracteristicas
fenotipicas de la HFpEF, entre las que destacan una fraccion de eyeccion
preservada, un aumento en la masa del pulmén y del corazon, una marcada
disminucién de la tolerancia al ejercicio y disfuncion diastélica, validandose el
modelo animal como modelo de HFpEF'’. En dicho estudio, se postula que el
tratamiento con HFD y L-NAME induce una sobre activacion de la 6xido nitrico
sintasa inducible (iNOS), lo que produce estrés nitrosativo por acumulacion de
especies reactivas del nitrdgeno®!, principalmente peroxinitrito, producto de la
reaccion entre especies reactivas del oxigeno y 6xido nitrico®?, produciendo dafio

celular, lo que lleva a las alteraciones en la funcion cardiaca observadas.

Durante esta tesis doctoral, se implementé el modelo de HFpEF
desarrollado por Hill y cols., y se evalud el remodelado vascular (alteraciones
morfologicas) del tejido arterial. Se escogid trabajar con las arterias aorta, carétida
y femoral, para abarcar los dos tipos principales de arterias que existen en el
organismo: arterias de conduccion (elasticas), como lo son la aorta y la carétida, y

arterias de distribucién (musculares), como la arteria femoral.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS DEL PROYECTO
2.1. Hipotesis de trabajo

“Ratones tratados con una dieta rica en palmitato y L-NAME desarrollan
HFpEF cardiometabdlico y remodelado vascular de las arterias aorta, carétida y

femoral, asociado a un cambio fenotipico de células musculares lisas vasculares”

2.2. Objetivo general

Implementar un modelo murino de HFpEF a través del tratamiento de
ratones con una dieta rica en palmitato y L-NAME durante 15 semanas y estudiar el
efecto del palmitato y el L-NAME sobre el remodelado vascular in vivo y sobre el

fenotipo de células musculares lisas vasculares in vitro.

2.3. Objetivos especificos

a) Determinar parametros cardiometabdlicos en ratones tratados con una dieta rica
en palmitato y L-NAME durante 15 semanas para implementar un modelo

murino de HFpEF.

b) Evaluar el remodelado vascular y el grado de fibrosis en las arterias aorta,

carétida y femoral de ratones HFpEF.

c) Determinar in vitro los efectos del tratamiento con palmitato y L-NAME sobre el

fenotipo de las células musculares lisas vasculares.
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3. METODOLOGIA
3.1. Animales de experimentacion

Se utilizaron ratones C57BL/6N de 11 - 12 semanas de edad, los cuales se
alimentaron durante 15 semanas con una dieta alta en grasas (del inglés, high fat
diet, HFD) (D12492, Research Diets, Inc. EE.UU), donde el 60% de las calorias
ingeridas provienen de las grasas y cuyo principal acido graso saturado es el acido
palmitico, o una dieta control (Teklad, 2916, donde el 12% de las calorias provienen
de las grasas, Envigo, EE.UU) y agua de bebida suplementada con L-NAME 1,5 g/L
(HB1352, HelloBio, EE.UU), ajustada a pH 7,4, manteniendo agua sin suplementar
como control. Los animales se mantuvieron en condiciones controladas de luz y
temperatura (ciclos de 12 h luz/12 h oscuridad, a 22°C). Una vez a la semana, se
determiné el estado general de cada animal, su masa corporal (g) y la ingesta de
alimento (g) y agua (mL). El protocolo utilizado cuenta con la aprobacion del Comité
de Bioética de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad de Chile
(Certificado N°: 20412 — CYQ — UCH).

Las primeras determinaciones se realizaron con L-NAME 0,5 g/L, pero los
animales no desarrollaron disfuncion diastolica (Figura 3E), por lo que se incremento
la dosis de L-NAME administrada a los animales a 1,5 g/L. Los resultados
presentados en este trabajo corresponden exclusivamente a aquellos obtenidos
utilizando 1,5 g/L de L-NAME.
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Figura 3. Comparacion entre los resultados obtenidos de parametros metabdlicos, funcién
diastdlica y distancia recorrida entre animales tratados con HFD + L-NAME 0,5 g/Ly HFD +
L-NAME 1,5 g/L. A, masa corporal (g) de los animales. B, area bajo la curva (ABC) de la
prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal (TTG). C, presidn arterial sistélica (mmHg).
D, razén E/e’ determinada por ecocardiografia en Doppler pulsado y Doppler tisular, vista
de cuatro camaras, en animales anestesiados con isoflurano 2%. E, distancia recorrida (m)
frente a un ensayo de agotamiento maximo cuesta arriba. A-E, Se muestran resultados de
al menos 3 réplicas experimentales. Se utilizé el método de ROUT para detectar valores
atipicos y la prueba de Shapiro-Wilks para determinar normalidad de la poblacién (con n >
5). Los datos se analizaron utilizando ANOVA de una via o Kruskal-Wallis, para datos
paramétricos y no paramétricos, respectivamente. Los valores corresponden al promedio +
D.S. **p < 0,01; ***p < 0,001.

Una vez transcurridas las 15 semanas de tratamiento, se determinaron los

siguientes parametros:
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3.1.1. Prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal

Previo a la realizacion del experimento, los ratones se mantuvieron en
ayuno durante 6 h. Luego, se administré glucosa intraperitoneal a una concentracion
de 1 g/Kg de peso del animal. Se determind los niveles de glucosa en muestras de
sangre obtenidas de la cola antes de la inyeccion (0 min) y a los 15, 30, 60, 90 y
120 min luego de la inyeccion de glucosa. Se utilizd para la determinacion de la
glicemia un hemoglucotest (Free Style Optium, Abbott) y tiras reactivas para la

determinacion de glucosa (Free Style, Abbott).

3.1.2. Prueba de tolerancia al ejercicio

Los animales se aclimataron durante 4 dias, 5 min diarios en una trotadora
para roedores (Ugo Basile), con una inclinacidon de 20° y a velocidades crecientes
(4-14 m/min). Se utilizaron estimulos eléctricos de 1.5 mA y 3 Hz. El dia de la
prueba, realizada entre las 16 y las 18 pm, se registré la distancia recorrida hasta
agotamiento maximo del animal, determinada cuando éste se mantiene durante al
menos 5 s entre la rejilla que genera los estimulos eléctricos y la primera porcion de

la cinta trotadora.

3.1.3. Determinacion de la presion arterial

Las presiones arteriales sistélica (PAS), diastdlica (PAD) y media (PAM) se
evaluaron a través de un método de registro no invasivo en animal consiente (NIBP,
CODA®, Kent Scientific), utilizando el método del manguito en la cola del animal
(“Tail cuff”), utilizando el restrictor tamafio S proporcionado por el equipo. Para ello,
los animales se mantuvieron en cajas individuales a temperatura controlada (37°C),
y se esperd a que las mediciones se estabilizaran antes del registro. Los animales
se entrenaron durante 4 dias antes de las mediciones para aclimatarlos a las

condiciones experimentales. Se reporta el promedio de 3 dias consecutivos de al
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menos 12 determinaciones de presion arterial cada dia, realizadas entre las 6 y las

9 am.

3.1.4.

Evaluaciéon de la funcién cardiaca

Se determind por ecocardiografia, utilizando el ecégrafo ViVid i (General

Electric), con un transductor iRL-RS de 5-13 mHz, de una profundidad de campo de

6 cm y un campo de vision de 25 mm.

a)

b)

Funcién sistélica: La determinacion de la funcion sistélica se realizé en

animales conscientes, registrando imagenes del eje corto del corazén en
modo M. Se registrd del diametro interno del ventriculo izquierdo en sistole
(LVIDs, mm), y en diastole (LVIDd, mm), valores utilizados para calcular la
FEVI (Ecuacién 1) y la FAVI (Ecuacion 2)%. Las mismas imagenes se
utilizaron para determinar el grosor de la pared anterior y la pared posterior

del ventriculo izquierdo.

— (LVIDd3 — LVIDs?) 100 FAVI = (LVIDd — LVIDs) . 100
- LVIDd? * B LVIDd
Ecuacioén 1: célculo FEVI. Ecuacioén 2: célculo FAVI.

Funcién diastdélica: La determinacion de la funcion diastélica se realizé en

animales anestesiados con isoflurano al 5% para inducir la anestesia y luego
mantenido al 2%. Se realiz6 un Doppler pulsado en la vista apical de cuatro
camaras para determinar la velocidad maxima del flujo a través de la valvula
mitral durante la didstole temprana (onda E) y la velocidad méaxima del flujo
a través de la valvula mitral causada por la contraccion auricular (onda A).
Utilizando la misma vista, se realizaron Doppler tisulares para determinar el
rango de movimiento del tejido miocardico (onda €’). La funcion diastdlica se
evalu6é a través de las razones E/A, que representa la relacion entre la
velocidad méaxima del flujo sanguineo en la relajaciéon ventricular en la

diastole temprana y en la diastole tardia producida por la contraccion
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auricular y E/e’, que permite estimar la presién de llenado del ventriculo,
comparando el movimiento del tejido miocardico con el flujo de llenado

durante la relajacién ventricular.

Las determinacién ecocardiogréficas fueron realizadas por Alejandra Guerrero

Moncay
3.1.5. Eutanasiay extraccion de tejidos

Una vez finalizados los tratamientos y realizadas las determinaciones
correspondientes, los animales los animales se sometieron a eutanasia utilizando
isoflurano 5% (Lunan Better Pharmaceuticals) para inducir anestesia hasta
inconsciencia. Se extrajeron el corazén, el pulmén y las arterias aorta, carétida y
femoral para su posterior andlisis. Antes de su almacenamiento, se determiné la
masa (mg) del corazén y el pulmén. Adicionalmente, se almacend la tibia, la cual
posteriormente se calentd a ebullicion durante 60 min, se limpio y se determind su
longitud utilizando un pie de metro. Para los analisis histologicos, se almacenaron
los tejidos en formalina para luego ser procesados. Para los analisis por Western
blot y reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR),
se almacenaron las arterias en tubos sumergidos en nitrégeno liquido y luego a -

80° C hasta su uso.

3.2.  Andlisis histoldgico

Se realizaron analisis morfométricos y morfolégicos en el corazén, el
pulmon, la primera porcion de la aorta ascendente, la porcion central de la arteria
cardtida comun y la region inguinal de la arteria femoral. Una vez obtenidos, los
tejidos se fijaron utilizando formalina tamponada 10% v/v en amortiguador fosfato a
pH 7.4 a temperatura ambiente durante 24 h. Posteriormente, se lavaron durante 1h
en agua corriendo para remover el exceso de fijador y se deshidrataron en una
escala ascendente de etanoles (70°, 95° y 100°), para su posterior inclusion en

parafina a 60°C. Se utiliz6 xilol como medio intermediario entre los agentes
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deshidratantes y la parafina. Se formaron bloques de parafina en un centro de
inclusion, manteniendo la temperatura entre 55-60°C. Utilizando un micrétomo, se
realizaron cortes de 4 um de espesor, los que se estiraron en un bafio de flotacion
y adhirieron a portaobjetos para posterior realizacibn de las tinciones

correspondientes.

3.2.1. Tincioén con hematoxilina-eosina (HE)

Los cortes de tejidos obtenidos se desparafinaron en xilol durante 5 min, y
luego se sumergieron en etanol absoluto y se hidrataron con agua destilada. Se
tifieron las muestras con hematoxilina de Harris, se lavaron, se diferenciaron en
etanol &cido y se lavaron con agua corriente. Posteriormente, se azularon en
bicarbonato de sodio 1%, lavaron y tifieron con eosina 0,25%. Finalmente, las
muestras se deshidrataron y se montaron en portaobjetos con resina sintética.
Utilizando el programa ImageJ™, en los cortes de pulmén se determiné el
porcentaje de edema, identificado como una zona color rosado palido en el
parénquima alveolar, que corresponde a la presencia de liquido rico en proteinas.
Adicionalmente, se determindé el area de infiltrado inflamatorio celular, que
corresponde a focos de acumulacion de leucocitos en el parénquima alveolar y en
el espacio peribronquial y perivascular. Se analizaron 20 imagenes por pulmén, las
cuales se capturaron en ciego por un tercero. En las arterias, se determiné en forma
manual el area del corte transversal del lumen y de la capa media de las distintas
arterias, utilizando como referencia la lamina elastica interna (IEL) y la lamina
elastica externa (EEL). El area de la capa media se calcul6 por la diferencia entre el
area abarcada por el IEL y el area abarcada por el EEL. El grosor de la capa media
se determiné utilizando el diametro externo del EEL y el diametro interno de IEL.
Para el reporte de los resultados, se determind la razén area Ilumen
calculado(c)/area de la media, el grosor de la media y la razon M/L (grosor de la
media/didmetro del lumen). Se analizé una imagen por arteria que abarcara la

totalidad del corte transversal (arteria completa).
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3.2.2. Tincién con Sirius Red

La tincion de Sirius Red o Picrosirius Red (PSR), permite identificar
estructuras helicoidales del colageno fibrilar, independiente del tipo de fibra o de su
origen. Los cortes obtenidos en parafina se desparafinaron en xilol durante 5 min, y
luego se sumergieron en etanol absoluto y se hidrataron con agua destilada. Se
contrastaron los nucleos con hematoxilina férrica y se tifieron con PSR 0,1% durante
60 min. Se diferenciaron los tejidos con una solucién de acido acético 0,1%, se
deshidrataron y se montaron con resina sintética. Utilizando el programa ImageJ™,
se determiné el porcentaje del area de la capa media de las arterias correspondiente
a fibras de colageno (zona color rojo/rosado). Se analizaron el numero de imagenes
necesarias para cubrir la arteria en su totalidad: una imagen con aumento 40x en
las arterias femorales, una o dos imagenes 40x en las arterias carétidas y 8-12
imagenes 40x en las arterias aorta. En el caso de que sea mas de una imagen, se
promediaron los resultados obtenidos. En el caso del corazén, se tomaron imagenes
representativas del miocardio del ventriculo izquierdo con un aumento 40x y se

analizaron de la misma manera.

NOTA: El procesamiento de las muestras histoldgicas, montaje y las tinciones
correspondientes se realizaron en la Unidad de Histologia ACCDIS, servicio a cargo
de David Silva, Tecnélogo Médico.

3.3. Cultivo celular

Se utilizé la linea celular A7r5, de VSMC extraidas de aorta de rata
embrionaria (CRL-144, ATCC, USA). Las células se cultivaron en medio Dulbecco
Eagle modificado (DMEM) suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS). El
medio contenia ademas una mezcla de 3 antibidticos: penicilina, estreptomicina y
fosfomicina B. Las células se mantuvieron a 37°C en una atmoésfera humedecida
con 5% de CO:2 en el aire. Al alcanzar un 80% de confluencia, las células se
expandieron utilizando una solucion de tripsina (0,3%) en una solucién

amortiguadora de fosfato con EDTA 0,025% libre de Ca?* - Mg?* para soltarlas de
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la placa y se depositaron en placas estériles con medio de cultivo fresco para su
posterior crecimiento. Se utilizaron las células entre los pasajes 4 y 10 para los

experimentos descritos a continuacion.

Una vez alcanzada la confluencia deseada (60 — 90% segun el experimento
a realizar), las células se lavaron con una solucion de amortiguador fosfato salino
(PBS 1X: NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM; Na2HPO4 10 mM; KH2PO4 2 mM; pH 7,4) y se
redujo el contenido de suero del medio de cultivo de un 10% FBS a un 2% FBS
durante 24 h. Antes de su uso, los medios de cultivo se ambientaron a 37°C en un
bafio termorregulado. Las células se estimularon con L-NAME 1-10 mM (HelloBio,
HB1352) y/o palmitato-BSA para obtener una concentracion de palmitato libre de 1-
5 nM (Cayman Chemical, 29558) durante 48 h, manteniendo un grupo de células

sin tratamiento a modo de control.

3.4. Determinacién de niveles de proteinas por Western blot
3.4.1. Obtencién de homogenizados de proteinas en VSMC

Células A7r5 se cultivaron en placas de 60 mm hasta alcanzar una
confluencia del 80%, se privaron de suero durante 24 h y se realizaron los
tratamientos como se explico en 5.3. Las células se lisaron con 100 pL de medio de
lisis RIPA (Tris-HCI 10 mM pH 7,4; EDTA 5 mM; NaCl 50 mM; acido deoxicélico 1%;
Triton X-100 1% v/v), suplementado con inhibidores comerciales de proteasas y
fosfatasas (Roche). Los lisados obtenidos se transfirieron a tubos de 1,5 mL, se
sonicaron durante 5 min y se centrifugaron a 10.000 x g durante 10 min a 4°C. Se
recuperaron los sobrenadantes y se determiné a partir de éstos la concentracion de
proteinas utilizando el método de Bradford (BioRad protein Assay, BioRad). Se
calentaron las muestras a 100°C para la desnaturacién de las proteinas durante 5
min en amortiguador de geles de poliacrilamida (PAGE) con dodecil sulfato de sodio
(SDS) 4X (Tris-HCI 25 mM pH 7,5; glicerol 32% v/v; 2-mercaptoetanol 20% v/v; SDS
9,2% plv; azul de bromofenol 0,02% p/v). Se almacenaron las muestras a -20°C

hasta su procesamiento.
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3.4.2. Obtencion de homogenizados de proteinas de arteria aorta

Para los analisis de Western blot, se utiliz la porcion superior de la aorta
abdominal. Estas se homogenizaron en 100 pL de amortiguador de lisis de tejidos
T-PER™ (Thermo, Scientific), utilizando un sistema de pistilo motorizado y se

procesaron de manera analoga a las células, como se indica en el punto 5.4.1.

3.4.3. Electroforesis en gel y electrotransferencia de proteinas

Las muestras se resolvieron por electroforesis en geles de SDS-
poliacrilamida de 8-15% cargando 5 pg de proteinas de cada muestra. El
procedimiento se realiz6 utilizando camaras de electroforesis (BioRad) sumergidas
en amortiguador de electroforesis (Tris 25 mM, glicina 192 mM; SDS 0,1% p/v) a un
voltaje de 80 V durante 30 min y luego a 100 V hasta el final de la corrida. Las
proteinas se electrotransfirieron a membranas de nitrocelulosa, utilizando un

sistema de transferencia rapida semiseca (Bio-Rad) a 1,3A y 25V durante 7 min.

3.4.4. \Western blot

Luego de la electrotransferencia, las membranas se incubaron con solucién
de bloqueo (leche descremada 5% p/v en TBS 1X [Tris 25 mM, NaCl 137 mM, KCI
2 mM], Tween-20 0,1%]) durante 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, se
incubaron durante toda la noche con agitacion suave a 4°C con el anticuerpo
primario correspondiente a la proteina a analizar: SM22 (Abcam, ab14106),
calponina (Abcam, ab46794), aSMA (Abcam, ab5694), Ciclina D1 (Santa Cruz
Biotechnology, sc-8396), la cadena al del colageno tipo 1 (COL1A1) (Cell Signaling,
84336), utilizando B-tubulina (Cell Signaling) y proteinas totales tefiidas con rojo de
Ponceau como control de carga. Las membranas se lavaron 3 veces durante 5 min
cada vez con TBS-T (TBS Tween-20 0,1%) y se incubaron durante 1 h a
temperatura ambiente con el anticuerpo secundario anti-lgG correspondiente,
conjugado con peroxidasa de rabano (Rabbit anti-mouse IgG, 402335-2ML y Goat

20



anti-rabbit 1gG 401393-2ML, Calbiochem®), a una dilucion de 1:5.000 en solucién
de bloqueo. Las membranas se lavaron nuevamente con TBS-T durante 5 min a
temperatura ambiente, tres veces. Para la deteccion de los resultados, las
membranas se incubaron durante 1 min en la solucidon quimioluminiscente para
Western blot EZ-ECL. Para revelar y digitalizar las imagenes se utilizo el equipo LI-

COR®, y las imagenes se procesaron mediante el programa ImageJ™.

3.5. Determinaciones de la expresién génica por RT-gPCR
3.5.1. Extraccion de ARN y sintesis de ADNc

Para la extraccion de ARN se utilizé la mitad inferior de la aorta abdominal.
Se homogenizaron las aortas en 200 pL de Trizol™, utilizando un sistema de pistilo
motorizado, y se almacenaron a -80°C. En el caso de las células, una vez finalizados
los estimulos se lavaron dos veces con PBS estéril y se homogenizaron en 1 mL de
Trizol, resuspendiendo varias veces utilizando una micropipeta y se almacenaron a
-80 °C. Al momento de la extraccion, se siguieron las instrucciones del fabricante
del reactivo. Se cuantifico el ARN obtenido utilizando el equipo Nanodrop™ 2000
(ThermoScientific) y se realizo la reaccion de PCR utilizando el reactivo comercial
iIScript™ Supermix (BioRad), siguiendo las instrucciones del fabricante. De acuerdo
con el rendimiento de la extraccion de ARN, se prepararon 1000 o 400 ng de ADNc.

En la Tabla 1 se especifica el protocolo de la reaccion de retrotranscripcion utilizado.

Tabla 1. Protocolo de reaccion de retrotranscripcion.
Temperatura (°C) Tiempo (min)

Priming 25 5
Transcripcion reversa 46 20
Inactivacion retrotranscriptasa 95 1
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3.5.2. Estandarizacién de partidores

Serealiz6 una curva de calibracion con distintas concentraciones de partido,
utilizando una muestra control. Se realizaron diluciones seriadas de cada partidor,
a partir de una concentracion de 200 nM, diluyendo la muestra 5 veces por cada
punto, con un total de 4 puntos. Para llevar a cabo la reaccion, se utilizo el reactivo
PowerUpTM SYBR™ Green Master Mix (ThermoFisher Scientific), siguiendo las
instrucciones del proveedor. Como control negativo, se utilizé la misma mezcla de
reaccion, utilizando agua en vez de muestra. El equipo de qPCR utilizado fue
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (ThermoFisher Scientific). Se consideraron
como validos aquellos partidores en los que luego de la realizacion de la curva en
triplicado, el valor del CT (ciclo en el cual se sobrepasa el nivel umbral se
fluorescencia) entre cada réplica no fuese mayor a 0,5 y la diferencia entre cada
punto de la curva fuese de alrededor de 2.5 unidades de CT. La preparacion de la
mezcla de reaccion se especifica en la Tabla 2. La reaccion de PCR incluyé ademas

la realizacion de curvas de desaturacion.

Tabla 2. Preparacion de la mezcla de reaccidn para el analisis por qPCR.

Master Partidores 200 H.O Muestra Volumen
Mix nM PCR ADN final
S uL 1pL 3 uL 1L 10 pL

3.5.3. RT-qPCR

La reaccion de PCR se realiz6 tal como se describi6é en la seccion 4.3.1.2.,
utilizando los partidores a una concentracion final de 500 - 1000 nM, dependiendo
del partidor utilizado. Se determinaron los niveles de Acta2 y Tagln, normalizados
por los niveles de B-actina. Las determinaciones se realizaron en triplicado. Se
analizé ademas un control negativo utilizando agua en vez de muestra. Los datos

se analizaron utilizando el método de AACt y el software StepOnePlus™ v2.3.
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3.6. Ensayo de MTT

Células A7r5 se sembraron en placas de 12 pocillos, aprox. 25.000 células
por pocillo. Una vez realizados los estimulos correspondientes, se lavaron las
células con PBS y se incubaron durante 4 h con medio sin sueroy MTT 1 mg/mL.
Se retiré el medio y se afiadieron 200 pL de DMSO en cada pocillo, hasta disolverse
por completo los cristales de formazan Se traspaso, en duplicado, a una placa de
96 pocillos y se determind la absorbancia a 560 nm en un lector de placas
automatizado. Se reporta el promedio de ambas determinaciones, luego de sustraer
el valor del blanco. Como control positivo de la pérdida de viabilidad celular se

incubaron las células con perdxido de hidrégeno al 0,92% durante 30 min.

3.7. Ensayo de exclusion de azul de tripan

Se determind la viabilidad celular utilizando un contador de células
automético (TC20™, BioRad) que discrimina entre células viables en inviables
dependiendo de la incorporacién de azul de Tripan a la célula. Se sembraron células
A7r5 a una confluencia del 80% y se realizaron los estimulos correspondientes. Una
vez finalizados, se lavaron las células con PBS a 37°C y se incubaron con tripsina-
EDTA 0,05% durante 5 min a 37°C para soltar las células. Se tom6 una porcién de
las células y se mezclaron con azul de Tripan 0,4 % en una proporcién 1:1 y se
procedié al conteo automatizado en el equipo. Se reportdé el promedio de dos

conteos por condicion del porcentaje de células viables.

3.8. Determinacién de laincorporacion de PI por citometria de flujo

Células A7r5 se sembraron a confluencia en placas de 12 pocillos. Una vez
realizados los estimulos correspondientes, las células se incubaron con yoduro de
propidio (Pl) 1 pug/mL en oscuridad durante 15 min. Se incubaron las células con
peroxido de hidrégeno 0,92% durante 30 min como control positivo de muerte

celular. Las células se lavaron con PBS estéril, se soltaron de la placa incubando
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con tripsina-EDTA 0,05% durante 5 min a 37°C y se traspasaron a tubos de
citometria de flujo. La incorporaciéon de PI fue analizada utilizando el equipo de
citometria de flujo FACScan TM (Becton Dickinson) y el software BD FACSCanto™
(BD Biosciences). Previo a los analisis, se realizaron corridas de prueba para

seleccionar la poblacion de células que serian incluidas en el analisis de los datos.

3.9. Proliferacién celular por inmunocitoquimica de Ki67

Células A7r5 se sembraron en placas de 6 pocillos sobre cubreobjetos de
25 mm. Luego de realizar los estimulos correspondientes, las células se fijaron con
paraformaldehido 4% durante 15 min y se permeabilizaron con Tritébn X-100 0,1%
por 15 minutos. Se bloquearon las células fijadas con BSA 1% durante 1 h y se
incubaron con un anticuerpo anti-Ki67 (Cell Signaling, #9129S) durante la noche en
una camara humeda a 4°C. Posteriormente, se lavo el anticuerpo con PBS frio y se
incubaron las muestras con anticuerpo secundario Alexa 488 (#A11034). Se
montaron las células en un portaobjetos utilizando ProLong™ Gold (ThermoFisher
Scientific), medio de montaje suplementado con DAPI para la tincién simultanea de
los nucleos. Para el analisis, se capturaron imagenes utilizando un microscopio de
fluorescencia ZOE (BioRad). La fluorescencia se cuantifico mediante el programa

ImageJ™, analizando 5 imagenes por condicion, por cada réplica experimental.

3.10. Analisis estadistico y tamafio muestral

a) Tamafo muestral: Para el calculo del nimero de animales a utilizar en los

objetivos especificos 1 y 2, se utilizd la ecuacion 3 para los distintos
experimentos®4. Al ser mas alta la probabilidad de errores tipo 1 y 2 en
animales, se utiliz6 para el célculo un poder del 90% (Z1). El valor de Za
utilizado fue de 1,96 (error alfa de un 5% con efecto hacia ambos lados). El
namero de animales minimo mas alto requerido fue para el experimento de

tolerancia al ejercicio, para el cual se requerian 8 ratones. Considerando la
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b)

variabilidad de los ensayos posteriores a realizar y el tamafio reducido de los
tejidos para realizar los ensayos descritos, asociado a un porcentaje de falla
en su extraccion de aproximadamente un 10-20% segun tejido, se

consideraron 12 animales por condicién.

2(Z,+ 21_5)2""2
N = A2

Ecuacion 3: Calculo del numero de ratones necesarios para los

experimentos, donde Za es el error a, Z1-B es el poder del experimento y A

corresponde al efecto tamafio.

Andlisis estadistico: Todos los datos obtenidos se analizaron de la misma

manera: se utilizd el método de ROUT para detectar valores atipicos y la
prueba de Shapiro-Wilks para determinar normalidad de la poblacién (si n >
5). Si el nimero de réplicas era menor a 5, la poblacion se asumia como no
paramétrica. Los datos se analizaron utilizando ANOVA de una via o Kruskal-
Walllis, para datos paramétricos y no paramétricos, respectivamente, al
comparar 3 0 mas grupos experimentales, y t-Student de dos colas o0 Mann
Whitney de dos colas, para datos paramétricos y no paramétricos,
respectivamente, al comparar dos grupos experimentales. Los valores

corresponden al promedio + D.S. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

Estudios de correlacidn: Se utilizé el programa GraphPad Prism™ para

calcular los coeficientes de correlacién de Pearson (r) y el valor de p de
dichas correlaciones de los distintos datos obtenidos. Se agruparon los datos
y se realizdé una matriz de correlacion, a partir de la cual se extrajeron los

datos mas relevantes.
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4. RESULTADOS
4.1. Establecimiento del modelo murino de HFpEF

A continuacién, se describen los resultados obtenidos al analizar distintos
parametros metabdlicos (masa corporal, tolerancia a la glucosa, presion arterial),
tolerancia al ejercicio, funcién cardiaca sistdlica y diastolica, macroestructura del
corazén y edema pulmonar, luego de someter a los animales a un tratamiento con

HFD y L-NAME a una concentracion 1,5 g/L durante 15 semanas.

Para facilitar el andlisis de los resultados, se nombrara a los grupos

experimentales de la siguiente manera:

- Grupo control: Animales alimentados con dieta control y agua no

suplementada.

- Grupo HFD: Animales alimentados con HFD y agua no suplementada.

- Grupo L-NAME: Animales alimentados con dieta control y agua
suplementada con L-NAME 1,5 g/L.

- Grupo HFpEF: Animales alimentados con HFD y agua suplementada con
L-NAME 1,5 g/L.

4.1.1. Criterios de exclusion parala seleccion de animales que se utilizaran en

analisis posteriores

La obtencion de un modelo HFpEF en animales supone un importante
desafio debido a que es necesario que el raton cumpla con la presencia de una
serie de alteraciones en su fisiologia. Se establecieron por lo tanto criterios de
exclusion para establecer aquellos animales que se incluyeron en los distintos

analisis realizados (Tablas 3y 4):

o Determinaciéon 6ptima de la presién arterial (PA) y la funcion cardiaca:
Tanto la determinacion de la PA por el método del manguito de la cola (“Tail

cuff’) como la evaluacion de la funcién cardiaca por ecocardiografia son
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técnicas recientemente optimizadas en nuestro laboratorio, por lo que los
grupos de animales utilizados durante el proceso de estandarizacion no se

incluyeron en este estudio (datos no mostrados).

Panel completo de experimentos: Se establecié que el animal contara con
el panel completo de los analisis realizados in vivo, independiente de los
valores obtenidos en ellos. Debido a este criterio, se excluyeron 3 animales
(Tablas 3y 4).

Criterios de inclusién: El aumento de la masa corporal, la intolerancia al
ejercicio, la mantencion de la funcion sistélica y la disminucion de la funcién
diastolica se establecieron como requisitos de inclusién para la seleccion de
los animales. Para ello, se realizé un andlisis de los animales control que
contaran con el panel completo de andlisis in vivo y se obtuvo el promedio y
la desviacion estandar. Se realizé un andlisis de datos atipicos en los grupos
control (método de ROUT, utilizando un Q de 5%) y se eliminé un animal
producto de un valor elevado de E/e’ respecto del promedio de los controles
(Tabla 3). Del grupo HFpEF, se excluyeron aquellos animales que no
aumentaron su masa corporal y la razén E/e’ en al menos dos desviaciones
estandar respecto del promedio de los controles, aquellos que no
disminuyeron la distancia recorrida en al menos dos desviaciones estandar
respecto del promedio de los controles y aquellos que presentaran una FEVI

menor al 60% (Tabla 4). Debido a este criterio, se excluyeron 3 animales.
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Tabla 3. Valores obtenidos al evaluar los parametros fisiologicos y de funcion cardiaca

en los ratones control (criterios de exclusion).

Utilizando el programa GraphPad Prism™, se determind el promedio y la

desviacion estandar de cada uno de los parametros observados. Se indican en

rojo aquellos animales excluidos ya sea por falta de datos o por no cumplir con el

criterio minimo requerido, destacado en amarillo (> 2D.S. por sobre o por bajo el

valor de la media obtenida en los controles). En verde claro se indican los criterios

cumplidos y en rojo claro aquellos no cumplidos. FR: Fuera del rango de

frecuencia cardiaca éptimo para las determinaciones ecocardiograficas.

Controles
ID animal Peso Glucosa AUC PAS Treadmill FEVI E/A E/e' HW/TL

89 26,8 1068 100 282 82 147 23,5 8,3
91 30,4 1150 95 314 60 1,39 20,5 8,5
102 271 1218 104 370 64 1,43 17,5 7,7
103 26,5 1163 96 408 55 144 19,4 7.4
153 31,7 981 109 307 93 141 23,7 7.3
154 28,6 823 100 416 %0 1,44 22,9 8,9
155 32,2 867 100 372 88 1,59 172 8,3
164 32,5 1067 121 302 88 1,30 22,2 8

165 29,2 959 113 334 91 151 22,4 7.5
500 30,1 1587 114 401 92 1,36 23,0 74
501 26,4 1432 93 358 92 1,44 226 6,4
502 24,4 1200 106 366 89 136 231 59
545 25,5 1150 96 401 87 1,54 27,8 7.3

Exclusién por falta de
datos
Excclusién por elevado
E/e' (outlier)
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Tabla 4. Valores obtenidos al evaluar los parametros fisioldgicos y de funcidn cardiaca

en los ratones tratados con HFD y L-NAME (criterios de exclusion).

Utilizando el programa GraphPad Prism™, se determind el promedio y la

desviacion estandar de cada uno de los parametros observados. Se indican en

rojo agquellos animales excluidos ya sea por falta de datos o por no cumplir con el

criterio minimo requerido, destacado en amarillo (> 2 D.S. por sobre o por bajo el

valor de la media obtenida en los controles). En verde claro se indican los criterios

cumplidos y en rojo claro aquellos no cumplidos. FR: Fuera del rango de

frecuencia cardiaca dptimo para las determinaciones ecocardiograficas. Sin

datos: Datos no obtenidos por dificultades técnicas.

Prom DS >2DS <2DS
Masa corp. 28,8 2,62 34,1 23,6
N - Gluc. AUC 22649 4392 31433 13865
AnAlma!I excluido A PAS 105 8.1 121 38
Criterio no cumplido Treadmill 353 445 242 264
Criterio cumplido E/A 1,43 0,075 1,58 1,28
Criterio minimo E/e' 215 2,30 261 16,9
HW/TL 7.7 0,91 9,5 59
FEVI > B0
Animales HFpEF
ID Peso Glucosa AUC PAS Treadmill FEVI E/A Efe' HW/TL
156 47,5 30570 132 139 82 1,74 34,7 9,7
157 45,6 44400 114 198 87 1,37 339 11,2
158 46,5 28410 122 168 91 1,44 26,9 8,8
37,7 21480 140 326 88 1,44 274 10,4
38,0 21188 130 274 90 1,73 27,3 9,8
495 42,3 38978 131 132 79 1,55 34,9 7.8
496 48,8 41640 106 88 79 1,26 29,8 8,9
498 379 30975 137 144 93 1,67 36,8 7,2
542 44,6 30713 112 101 89 1,46 29,1 9
543 46,7 31965 112 139 88 1,35 34,0 83
37,6 22350 115 158 Sin datos 1,57 30,3 6,8
27,2 22725 140 177 91 1,17 31,7 7,4
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Los resultados que se muestran a continuacion se analizaron utilizando

aguellos animales que cumplieron con todos los criterios de inclusion establecidos.

4.1.2. Ingesta de agua y alimento

En la Figura 4A se observa que los animales tratados con HFD, ya sea en
el grupo HFD o en el grupo HFpEF, consumieron significativamente menos alimento
gue el grupo control. Sin embargo, la ingesta calorica de los animales fue mayor en
el caso de aquellos tratados con una dieta alta en grasa (Figura 4B). Respecto del
consumo de agua diaria, se observo una disminucion significativa en la cantidad de
agua consumida en los grupos HFD y HFpEF. En el caso del grupo L-NAME, se
observé una disminucion similar, pero que no fue estadisticamente significativa
(Figura 4C). Ademas, se observan los valores promedio para los parametros
mencionados, ademas de la masa corporal y de la dosis de L-NAME administrada,
la cual fue distinta en el caso del grupo L-NAME en comparacion con el grupo
HFpEF, debido a la diferencia promedio en la masa del animal (104 vs 168
mg/Kg/dia) (Figura 4D).
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Consumo agua (mL/dia) 4 3 29 3,1
Masa corporal (g) 28,8 489 25,9 45
Consumo L-NAME (mg/dia) 0 0 4,4 4,7
Dosis calculada (mg/Kg/dia) 0 0 168 104
Consumo alimento (g/dia) 3,3 2,5 3 2,6
Consumo energético (Kcal/dia) 10 12,9 8,9 13,5

Figura 4. Consumo de agua, alimento y dosis de L-NAME en los animales utilizados. A,
Ingesta diaria de alimento (g/dia). B, ingesta caldrica diaria (Kcal/dia). C, ingesta
diaria de agua (mL/dia). D, valores promedio del consumo de agua (mL/dia), la
masa corporal (g), el consumo de L-NAME diario (mg/dia), la dosis calculada de L-
NAME (mg/Kg/dia), consumo diario de alimento (g/dia) e ingesta caldrica
(Kcal/dia) de los distintos grupos experimentales utilizados. A-C, Se muestran
resultados de al menos 3 réplicas experimentales. Se utilizd el método de ROUT
para detectar valores atipicos y la prueba de Shapiro-Wilks para determinar
normalidad de la poblacion (con n > 5). Los datos se analizaron utilizando ANOVA
de una via o Kruskal-Wallis, para datos paramétricos y no paramétricos,
respectivamente, al comparar 3 o mas grupos experimentales. Los valores
corresponden al promedio + D.S. *p <0,05; **p < 0,01; ***p <0,001.
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4.1.3. Ratones tratados con HFD y L-NAME durante 15 semanas desarrollan
obesidad, intolerancia a la glucosa, hipertensién arterial e intolerancia

al ejercicio

a) Obesidad: Los animales de los grupos HFD y HFpEF, presentaron un
incremento significativo de la masa corporal (Figuras 5A-B), diferencia que se
observd a partir de la semana 5 aproximadamente. No se observaron
diferencias significativas al comparar el grupo L-NAME con el grupo control, ni
entre los grupos HFD y HFpEF (Figura 5B). El grupo L-NAME fue
significativamente distinto respecto de los grupos HFD y HFpEF (Figura 5B).
Los incrementos de la masa corporal observados se acompafiaron de un
incremento tanto de la grasa visceral como de la grasa abdominal del animal

(datos no mostrados).

b) Intolerancia a la glucosa: Los animales del grupo HFpEF presentaron un
aumento significativo en la concentracion de glucosa basal (Figura 5C). No se
encontraron diferencias significativas en este parametro al comparar los grupos
HFD y L-NAME respecto del control. Adicionalmente, al someter los animales a
una curva de tolerancia a la glucosa, se obtuvo un incremento significativo en el
area bajo la curva (ABC) del grupo HFpEF respecto del control y respecto del
grupo L-NAME (Figura 5D). En los grupos HFD y L-NAME no se encontraron
diferencias significativas respecto del control (Figura 5D). Sin embargo,
realizando un analisis exclusivamente entre los grupos control y HFD, se

observé un aumento significativo en el ABC de este ultimo (datos no mostrados).

c) Incremento de la presion arterial: Se observé un aumento significativo tanto
de la PAS como de la PAD en el grupo HFpEF respecto del control (Figuras 5E-
F), diferencia que ademas fue significativa respecto del grupo HFD en el caso
de la PAS (Figura 5E). No se observaron diferencias significativas respecto del
control en los grupos HFD y L-NAME, si bien la media de este ultimo es
comparable a aquella en el grupo HFpEF (Figura 5E). Las mismas diferencias

observadas en la PAS se observaron al evaluar la PAM (datos no mostrados).
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Los valores de PAS y PAD alcanzados producto del tratamiento fueron, en

promedio, de 120 mmHg y de 90,5 mmHg, respectivamente.

d) Intolerancia al ejercicio: Al someter a los animales a un ensayo de tolerancia
al ejercicio cuesta arriba, se observdé una disminucidén significativa en la
distancia recorrida en ambos grupos HFD y HFpEF respecto del control (Figura
5G). No se observaron diferencias significativas entre el grupo L-NAME vy el
grupo control. Tampoco se observaron diferencias significativas en la distancia

recorrida al comparar el grupo HFD con el grupo HFpEF (Figura 5G).

4.1.4. Ratones tratados con HFD y L-NAME durante 15 semanas desarrollan

disfuncidn diastolica, manteniendo preservada la funcién sistélica

a) Funcién sistolica preservada: La funcién sistélica se evalué a través de la
fraccion de eyeccién y la fraccion de acortamiento del ventriculo izquierdo (FEVI
y FAVI, respectivamente). No se observaron diferencias significativas ni en la
FEVI (Figuras 6A y 6D), ni en la FAVI (datos no mostrados) entre ninguno de
los grupos tratados.

b) Disfuncién diastélica: La funcidn diastolica se evalud a través de las razones
E/A 'y E/e’ determinadas por ecocardiografia en animales anestesiados. No se
encontraron diferencias significativas en la raz6n E/A entre los distintos grupos
tratados (datos no mostrados). En cuanto a la razén E/e’, se observd un
aumento significativo en el grupo HFpEF en comparacion con el control, sin
presentar diferencias significativas respecto de los grupos HFD y L-NAME
(Figuras 6B-C, E). No se observaron diferencias en los grupos HFD y L-NAME
respecto del control (Figuras 6B-C, E).
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Figura 5. Ratones tratados con HFD y L-NAME durante 15 semanas desarrollan obesidad,

intolerancia a la glucosa, hipertension arterial e intolerancia al ejercicio.

A, curva temporal de la masa corporal (g) de los animales durante las 15 semanas
de tratamiento. B, masa corporal (g) de los animales a las 15 semanas de
tratamiento. C, distancia recorrida (m) frente a un ensayo de agotamiento
maximo cuesta arriba. D, glucosa en ayunas (mg/dL). E, area bajo la curva (ABC)
de la prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal (TTG). F, presion arterial
sistélica (mmHg). G, presidon arterial diastdlica (mmHg). B-G, se muestran
resultados de al menos 3 réplicas experimentales. Se utilizé el método de ROUT
para detectar valores atipicos y la prueba de Shapiro-Wilks para determinar
normalidad de la poblacién (con n > 5). Los datos se analizaron utilizando ANOVA
de una via o Kruskal-Wallis, para datos paramétricos y no paramétricos,
respectivamente. Los valores corresponden al promedio + D.S. *p < 0,05; **p <
0,01; ***p < 0,001.
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Figura 6. Ratones tratados con HFD y L-NAME durante 15 semanas desarrollan disfuncién
diastdlica, manteniendo preservada la funcidn sistdlica.
A, imagenes representativas de los analisis ecocardiograficos para funcion
cardiaca sistdlica de los grupos control, HFD, L-NAME y HFD + L-NAME (de
izquierda a derecha), realizados en el modo M del eje corto apical del corazén en
animales conscientes. B y C, imagenes representativas de la evaluacion de la
funcidn cardiaca diastélica en los grupos control, HFD, L-NAME y HFD + L-NAME
(de izquierda a derecha), determinada por ecocardiografia en Doppler pulsado
(B) y Doppler tisular (C) en animales anestesiados con isoflurano 2%. D, razén
E/e’. E, FEVI. D, E, Se muestran resultados de al menos 3 réplicas experimentales.
Se utilizé el método de ROUT para detectar valores atipicos y la prueba de
Shapiro-Wilks para determinar normalidad de la poblacién (con n > 5). Los datos
se analizaron utilizando ANOVA de una via o Kruskal-Wallis, para datos
paramétricos y no paramétricos, respectivamente. Los valores corresponden al
promedio £ D.S. ***p < 0,001.
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4.1.5. Ratones tratados con HFD y L-NAME durante 15 semanas presentan

hipertrofiay fibrosis cardiaca

La hipertrofia cardiaca se estudié evaluando la masa del corazén y el grosor
de las paredes ventriculares, determinado por ecocardiografia en animales
conscientes. Si bien se observa un aumento de la masa del corazén, normalizada
por el largo de la tibia, respecto del control, ésta no fue significativa al realizar
comparaciones multiples a través de analisis por ANOVA. Sin embargo, esta
diferencia si es significativa al comparar los grupos control y HFpEF a través de un
T-Student (Figura 7F). No se observaron diferencias significativas en el tamafio del
corazoén de los grupos HFD y L-NAME respecto del control (Figura 7F). En cuanto
al analisis ecocardiogréafico, en el grupo HFpEF se observdé un incremento
significativo en el grosor tanto de la pared posterior (Figuras 7A-B) como de la pared
anterior (Figuras 7A y 7C) del ventriculo izquierdo, respecto del grupo control y del
grupo HFD. Estas diferencias no se observaron en el grupo HFD ni en el grupo L-
NAME al compararlos con el control (Figuras 7A-C). Estas diferencias se
mantuvieron al normalizar el grosor de las paredes por el largo de la tibia del animal
(Figuras 7D-E). Finalmente, se observé un incremento significativo en la fibrosis
cardiaca del grupo HFpEF respecto del control, representada por un aumento
significativo del area positiva para PSR (Figuras 7G-H). No se analizé el grado de
fibrosis de los grupos HFD y L-NAME.
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Figura 7. Ratones tratados con HFD y L-NAME durante 15 semanas presentan hipertrofia
y fibrosis cardiaca.
A, Imagenes representativas de los analisis ecocardiograficos del grosor de las
paredes posterior y anterior del ventriculo izquierdo de los grupos control, HFD,
L-NAME y HFD + L-NAME (de izquierda a derecha), realizados en el modo M del
eje corto apical del corazéon en animales conscientes. B, grosor de la pared
posterior (mm). C, grosor de la pared posterior normalizada por el largo de la
tibia. D, grosor de la pared anterior (mm). E, grosor de la pared anterior
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normalizada por el largo de la tibia. F, masa del corazén normalizada por el largo
de latibia. G, imagenes representativas de la determinacidn de la fibrosis cardiaca
en cortes de corazon tefiidos con PSR de animales control (izquierda) y HFD +
L-NAME (derecha). Arriba: Imagenes con aumento 4x y barras de escala de 500
um. Abajo: Imagenes con aumento 40x y barras de escala de 50 um. H,
cuantificacidon del area positiva para PSR. B-F y H, se muestran resultados de al
menos 3 réplicas experimentales. Se utilizd el método de ROUT para detectar
valores atipicos y la prueba de Shapiro-Wilks para determinar normalidad de la
poblacién (con n > 5). Los datos se analizaron utilizando ANOVA de una via o
Kruskal-Wallis, para datos paramétricos y no paramétricos, respectivamente, al
comparar 3 0 mas grupos experimentales, y t-Student de dos colas o Mann
Whitney de dos colas, para datos paramétricos y no paramétricos,
respectivamente, al comparar dos grupos experimentales. Los valores
corresponden al promedio + D.S. *p <£0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. #p < 0,05, t-
Student vs control.

38



4.1.6. Ratones tratados con HFD y L-NAME durante 15 semanas presentan
infiltrado inflamatorio en el parénquima pulmonar, sin presencia de

edema ni alteraciones en el tamafio del pulmén

Para determinar la presencia de edema pulmonar, se determiné la masa del
pulmoén, normalizada por el largo de la tibia, y se evaluaron cortes histologicos
tefiidos con HE, cuantificado en grado de edema en el espacio alveolar y de
infiltrado de células inflamatorias. No se encontraron diferencias significativas en la
masa del pulmon de los grupos experimentales estudiados (Figura 8A). Al analizar
los cortes de tejido, no se observd una formacién importante de edema en el espacio
alveolar (Figuras 8B y 8D), pero si se evidencio la presencia de infiltrado inflamatorio
(focos de acumulacion de células blancas) en los pulmones de los animales HFpEF,
diferencia que fue estadisticamente significativa respecto del control (Figuras 8C y
8D).
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Figura 8. Ratones tratados con HFD y L-NAME durante 15 semanas presentan infiltrado

inflamatorio en el parénquima pulmonar, sin presencia de edema ni

alteraciones en el tamafio del pulmén.

A, masa del pulmdn (mg) normalizada por el largo de la tibia. B y C, cuantificacion
del drea de edema pulmonar (B, flechas azules) y de infiltrado inflamatorio celular
(C, flechas rojas) en cortes de pulmodn tefiidos con hematoxilina-eosina para los
grupos control (arriba, izquierda), HFD (arriba, derecha), L-NAME (abajo,
izquierda) y HFD + L-NAME (abajo, derecha). Imagenes con aumento 40x. Barras
de escala de 100 um. A-C, Se muestran resultados de al menos 3 réplicas
experimentales. Se utilizd el método de ROUT para detectar valores atipicos y la
prueba de Shapiro-Wilks para determinar normalidad de la poblacién (con n > 5).
Los datos se analizaron utilizando ANOVA de una via o Kruskal-Wallis, para datos
paramétricos y no paramétricos, respectivamente. Los valores corresponden al
promedio £ D.S. *p <0,05.
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En conjunto, los datos anteriores evidencian una clara alteracion en los
parametros metabdlicos, la tolerancia al ejercicio y la funcion cardiaca de los
animales tratados con HFD y L-NAME. Ademas, se observa hipertrofia y fibrosis
cardiaca, en conjunto con un proceso inflamatorio en el tejido pulmonar. Por lo tanto,
en este modelo murino de HFpEF se evidencian las principales caracteristicas
clinicas presentes en los pacientes HFpEF, es decir, obesidad, hipertension arterial,
intolerancia a la glucosa, intolerancia al ejercicio, remodelado cardiaco (hipertrofia y
fibrosis), y disfuncién diastolica con funcion sistolica preservada. Se cumple de esta
manera el primer objetivo propuesto en esta tesis, es decir, la implementacion de un

modelo murino de HFpEF en nuestro laboratorio.

4.2. Remodelado vascular de arterias mayores en ratones tratados con HFD
+ L-NAME

El remodelado vascular se evalué determinando el grosor de la pared
arterial y su relacién con el area luminal, la presencia de fibrosis en la tunica media
de la arteria y la expresion de proteinas contractiles, determinadas a nivel de ARNm

y de proteinas. Los resultados obtenidos se indican a continuacion.

4.2.1. Ratones tratados con HFD y L-NAME por 15 semanas presentan

remodelado vascular de las arterias aorta, carotiday femoral

Para el analisis del remodelado vascular se determiné el area y el diametro
del lumen, calculado en base al perimetro del lumen, y el grosor y el area de la capa
media, comprendida entre la fibra elastica mas externa y la mas interna. Se reportan
a continuacion la razén area lumen calculado(c)/area de la media, el grosor de la

media y la razon entre el grosor de la media/diametro del lumen (M/L).

a) Arteria_aorta: Se observé una disminucion significativa de la razén area
lumen(c)/area media (Figuras 9A y 9C), asi como un aumento significativo del

grosor de la media (Figuras 9A y 9D) y de la razon M/L (Figuras 9A y 9E), en el
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b)

grupo HFpEF respecto del control. Estas diferencias no se observaron en el
grupo HFD (Figuras 9A-E). Sin embargo, en el grupo L-NAME se observaron
diferencias similares a aquellas observadas en el grupo HFpEF al analizar las
razones area lumen(c)/area media y M/L, en ambos casos significativas respecto
del control, pero no respecto del grupo HFpEF (Figuras 9A, 9C y 9E). No se
encontraron diferencias en el grosor de la media del grupo L-NAME respecto del

resto de los grupos estudiados.

Arteria_cardtida: Se observd una disminucion significativa de la razén éarea

lumen(c)/area media (Figuras 9B y 9F), asi como un aumento significativo del
grosor de la media (Figuras 9B y 9G) y de la razén M/L (Figuras 9B y 9H), en el
grupo HFpEF respecto del control. No se encontraron diferencias significativas
en el grupo HFD respecto del control (Figuras 9B y 9F-H). Sin embargo, las
diferencias observadas en el grupo HFpEF fueron significativas tanto respecto
del control como del grupo HFD (Figuras 9B y 9F-H). En el caso de grupo
L-NAME, solo se cuenta con 2 réplicas experimentales, por lo que este grupo
fue excluido del andlisis estadistico.

Arteria femoral: Se observé un aumento significativo del grosor de la media

respecto del control (Figura 10A y 10C). Si bien no se encontraron diferencias
significativas en el area del lumen(c)/area media (Figuras 10A-0B) y en la razon
M/L (Figuras 10A y 10D) al realizar comparaciones multiples a través de analisis
por ANOVA, estas si fueron significativas al comparar los grupos control y
HFpEF a través de un t--Student (Figuras 7A-B y 7D). No se observaron
diferencias significativas respecto del control en los grupos HFD y L-NAME.
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Figura 9. Ratones tratados con HFD y L-NAME por 15 semanas presentan remodelado

vascular de las arterias aorta y carétida.

Ay B, imagenes representativas de los cortes transversales de arterias aorta (A)
y cardtida (B), tefiidos con hematoxilina-eosina, de los grupos control (izquierda),
HFD (al centro, izquierda), L-NAME (al centro, derecha) y HFD + L-NAME
(derecha). Imagenes tomadas con aumento 4x. Barras de escala de 100 um. C-H,
cuantificacion de la razén area lumen calculado/area media (C, F), grosor (um) de
la media (D, G) y razén M/L (E, H), de las arterias aorta (C-E) y cardtida (F-H). C-H,
Se muestran resultados de al menos 3 réplicas experimentales. Se utilizé el
método de ROUT para detectar valores atipicos y la prueba de Shapiro-Wilks para
determinar normalidad de la poblacidon (con n > 5). Los datos se analizaron
utilizando ANOVA de una via o Kruskal-Wallis, para datos paramétricos y no
paramétricos, respectivamente. Los valores corresponden al promedio + D.S. *p
< 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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Figura 10. Ratones tratados con HFD y L-NAME por 15 semanas presentan un aumento en
el grosor de la capa media de la arteria femoral.
A, imdgenes representativas de los cortes transversales de arteria femoral,
teflidos con hematoxilina-eosina, de los grupos control (izquierda), HFD (al
centro, izquierda), L-NAME (al centro, derecha) y HFD + L-NAME (derecha).
Imagenes tomadas con aumento 40x. Barras de escala de 50 um. B-D,
cuantificacion de la razén area lumen calculado/area media (B), grosor (um) de
la media (C) y razén M/L (D), de la arteria femoral. B-D, se muestran resultados
de al menos 3 réplicas experimentales. Se utilizé el método de ROUT para
detectar valores atipicos y la prueba de Shapiro-Wilks para determinar
normalidad de la poblacién (con n > 5). Los datos se analizaron utilizando ANOVA
de una via o Kruskal-Wallis, para datos paramétricos y no paramétricos,
respectivamente. Los valores corresponden al promedio + D.S. **p < 0,01.
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4.2.2. Ratones tratados con HFD y L-NAME por 15 semanas desarrollan

fibrosis de la arteria aorta

a) Arteria aorta: Se observo un incremento significativo en el porcentaje de area
de la media positivo para PSR en el grupo HFpEF respecto del control (Figuras
112-B). Interesantemente, si bien se detect6 un incremento en los grupos HFD
y L-NAME respecto del control, estos no fueron significativos, observandose un
efecto sinérgico entre ambos grupos. En concordancia con lo anterior, se
determinaron los niveles de COL1Al por Western blot, y se observé un
aumento significativo en los niveles de COL1Al en el grupo HFpEF (Figuras

11C-D). Los grupos HFD y L-NAME no fueron analizados por esta técnica.

d) Arteria cardtida: Si bien se observa un incremento en el area positiva para PSR

de la capa media de las arterias carétidas en el grupo HFpEF respecto del
control, estos no fueron estadisticamente significativos (Figuras 12A y 12C). No
se observaron diferencias significativas en el grupo HFD respecto del control
(Figuras 12A 'y 12C). En el caso de grupo L-NAME, solo se cuenta con 2 réplicas
experimentales, por lo que este grupo fue excluido del analisis estadistico.

e) Arteria femoral: No se observaron diferencias significativas en el area positiva

para PSR de la capa media de las arterias femorales en ninguno de los grupos
experimentales estudiados (Figuras 12A 'y 12D).
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Figura 11. Ratones tratados con HFD y L-NAME por 15 semanas desarrollan fibrosis en la
arteria aorta.
A, imagenes representativas de cortes transversales de arteria aorta, tefiidas
utilizando la tincién PSR de los grupos control (izquierda), HFD (al centro,
izquierda), L-NAME (al centro, derecha) y HFD + L-NAME (derecha). B, porcentaje
del drea de la media positivo para PSR en la arteria aorta. Imdgenes tomadas con
aumento 40x. Barras de escala de 40 um. D, imagen representativa de la
determinacion de los niveles de COL1A1 por Western blot a partir de lisados de
proteinas de arterias aorta. E, cuantificacion densitométrica de los resultados
obtenidos por Western blot. B y D, se muestran resultados de al menos 3 réplicas
experimentales. Se utilizd el método de ROUT para detectar valores atipicos y la
prueba de Shapiro-Wilks para determinar normalidad de la poblacién (con n > 5).
Los datos se analizaron utilizando ANOVA de una via o Kruskal-Wallis, para datos
paramétricos y no paramétricos, respectivamente, al comparar 3 o0 mas grupos
experimentales, y t-Student de dos colas o Mann Whitney de dos colas, para
datos paramétricos y no paramétricos, respectivamente, al comparar dos grupos
experimentales. Los valores corresponden al promedio + D.S. *p < 0,05; **p <
0,01.
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Figura 12.Ratones tratados con HFD y L-NAME por 15 semanas no desarrollan fibrosis en
las arterias carotida y femoral.
Ay B, imagenes representativas de cortes transversales de arterias carotida (A) y
femoral (B), tefiidas utilizando la tincién de PSR, de los grupos control (izquierda),
HFD (al centro, izquierda), L-NAME (al centro, derecha) y HFD + L-NAME
(derecha). Imagenes tomadas con aumento de 40x. Barras de escala de 40 um. C,
D. analisis del porcentaje del area de la media positivo para PSR de las arterias
carétida (C) y femoral (D). C-D, se muestran resultados de al menos 3 réplicas
experimentales. Se utilizd el método de ROUT para detectar valores atipicos y la
prueba de Shapiro-Wilks para determinar normalidad de la poblacién (con n > 5).
Los datos se analizaron utilizando ANOVA de una via o Kruskal-Wallis, para datos
paramétricos y no paramétricos, respectivamente, al comparar 3 o mas grupos
experimentales. Los valores corresponden al promedio + D.S.
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4.2.3. Expresion génica de proteinas contractiles en arterias de ratones
tratados con HFD + L-NAME

Para la determinacion de la expresion génica, se realiz6 la estandarizacion
de los partidores para los genes Acta2 (aSMA), Tagln (SM22) y B-actina, a través
de la generacion de curvas estandar a distintas concentraciones de ADNc templado.
En la Figura 14 se observan las diferentes curvas obtenidas y en la Tabla 3 se
indican las secuencias de los partidores, las concentraciones finales a las que se

utilizaron y la eficiencia obtenida para cada uno de ellos a partir de las curvas
estandar.

Standard Curve B Standard Curve c Standard Curve

~~~~~~~

Taroet: Taain Slooe: 3432 Y.Inter: 27.216 o2 0.988 EIf%: 95,618 Toroet: Acta? Slooe: -3.202 Y-dnter: 25.39 o2 0.994 Eff: 105.283 Taroet: bAct 500 Slooe: 3474 Y.inter: 21.757 o2 0.998 Eff%: 94.03

Figura 13.Estandarizacion de los partidores utilizados para la determinacion de Acta2,
Tagln y B-actina por RT-gPCR.
A-C, Se muestran las curvas estandar obtenidas para la determinacién de la
eficiencia de los partidores utilizados para la evaluar los niveles de expresién
génica de las proteinas SM22 (Tag/n) (A), aSMA (Acta2) (B) y B-actina (C). Se
realizé una curva de 4 puntos, utilizando diluciones seriadas de 1:5, 1:25, 1:125,
1:625 a partir de una muestra de 1000 ng de ADNc. El andlisis se realizé utilizando
el programa StepOne™ de Life Technologies.

Tabla 5. Secuencias, concentracion y eficiencia de los partidores utilizados en RT-qPCR.
Utilizando el método de la curva estandar (Figura 14), se realizdé la determinacién
de la eficiencia de los genes Tagln, Acta 2 y B-actina. Se indica la concentracion a
la cual se realizd la estandarizacion y la eficiencia (%) obtenida.

Gen (proteina) Secuencia Conc. (nM)  Eficiencia obtenida (%)
Tagin (SM22) Fw 5-CTATGAAGGTAAGGATATGGC-3’ 500 95,6
Rv 5-TCTGTGAAGTCCCTCTTATG-3’
Acta2 (aSMA) Fw 5’-CATCTTTCATTGGGATGGAG-3’ 500 105,3
Rv 5-TTAGCATAGAGATCCTTCCTG-3
Actb (BActina) Fw 5’-GATGTATGAAGGCTTTGGTC-3’ 1000 100,1

Rv 5-TGTGCACTTTTATTGGTCTC-3
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a) Arteria aorta: Se encontré una disminucién en los niveles de Acta2 en el
grupo HFpEF respecto del control, la que cual fue significativa nicamente al
comparar ambos grupos por t-Student (Figura 14A). Si bien se observé una
disminucién de los niveles de Acta2 en los grupos HFD y L-NAME, ésta no
fue estadisticamente significativa, observdndose nuevamente un efecto
sinérgico entre ambos grupos (Figura 14A). En el caso de la expresion de
Tagln, si bien se observé una disminucién en los grupos L-NAME y HFpEF,
éstas no fueron significativas respecto del control (Figura 14D). Tampoco se

observaron diferencias en los grupos HFD ni L-NAME.

b) Arteria carétida: Se encontré una disminucion en los niveles de Acta2 como

de Tagln al comparar el grupo HFpEF con el grupo control por t-Student
(Figuras 14B y 14E). Estas diferencias no fueron significativas al realizar
analisis de comparaciones multiples por ANOVA. No se observaron
diferencias en ninguno de los genes estudiados en el grupo HFD respecto de
los otros grupos (Figuras 14B y 14E). En el caso del grupo L-NAME, solo se
cuenta con 2 réplicas experimentales debido a la eliminacién de datos
atipicos, por lo que este grupo fue excluido del analisis estadistico.

c) Arteria femoral: En el caso de la arteria femoral, se estudiaron Uunicamente

los grupos control y HFpEF. Se observé un incremento significativo tanto en
la expresion de Acta2 como de Tagln al comparar ambos grupos (Figuras
14C y 14F).
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Figura 14.Expresion génica de las proteinas contractiles aSMA y SM22 de las arterias
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aorta, carétida y femoral de ratones tratados con HFD y L-NAME.

A-F, Niveles de ARNm relativos de Acta2 (A-C) y Tag/n (D-F) de las arterias aorta
(A, D), carétida (D, E) y femoral (C, F), normalizados utilizando 8-actina como
control enddgeno. A-F, se muestran resultados de al menos 3 réplicas
experimentales. Se utilizd el método de ROUT para detectar valores atipicos y la
prueba de Shapiro-Wilks para determinar normalidad de la poblacion (con n > 5).
Los datos se analizaron utilizando ANOVA de una via o Kruskal-Wallis, para datos
paramétricos y no paramétricos, respectivamente, al comparar 3 o mas grupos
experimentales, y t-Student de dos colas o Mann Whitney de dos colas, para
datos paramétricos y no paramétricos, respectivamente, al comparar dos grupos
experimentales. Los valores corresponden al promedio = D.S. *p <0,05. #p < 0,05
t-Student vs control.
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4.2.4. Niveles de proteinas contractiles en arterias aorta de ratones tratados
con HFD + L-NAME

Los niveles de proteinas contractiles se determinaron a través de ensayos
de Western blot de lisados de proteinas de la arteria aorta. Se estudiaron en esta
oportunidad exclusivamente los grupos control y HFpEF. No se encontraron
diferencias significativas entre ambos grupos en ninguna las proteinas contractiles
estudiadas: aSMA (Figura 16A), SM22 (Figura 16B) y calponina (Figura 16C). Los
mismos resultados se observaron al normalizar por B-tubulina en vez de las

proteinas totales tefiidas con rojo de Ponceau (datos no mostrados).
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Figura 15.Niveles relativos de las proteinas contractiles aSMA, SM22 y calponina en
arterias aorta de ratones tratados con HFD + L-NAME.
A-C, analisis de la cuantificacidon densitométrica de los resultados obtenidos para
aSMA (A), SM22 (B) y Calponina (C), de lisados de proteinas de arterias aorta
sometidos a ensayos de Western blot. Los resultados se analizaron utilizando la
tincion de proteinas con rojo de Ponceau como control de carga. D, imagenes
representativas de los resultados obtenidos. A-C, se muestran resultados de al
menos 3 réplicas experimentales. Se utilizé6 el método de ROUT para detectar
valores atipicos y la prueba de Shapiro-Wilks para determinar normalidad de la
poblacién (con n > 5). Los datos se analizaron utilizando t-Student de dos colas o
Mann Whitney de dos colas, para datos paramétricos y no paramétricos,
respectivamente. Los valores corresponden al promedio + D.S.
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4.2.5. Estudios de correlacion entre los datos obtenidos

a)

b)

En ratones tratados con HFD y L-NAME por 15 semanas se observa una
correlacién entre la PAS y la funcidon cardiaca diastélica, la tolerancia al
ejercicio y la hipertrofia cardiaca: Se observé una correlacién positiva
significativa entre la PAS y la razén E/e’ (r=0,7494; p <0,001, Figuras 16A-C)y
una correlacion negativa significativa entre la PAS y la tolerancia al ejercicio
(r=-0.6229; p = 0,003, Figuras 16A-B y 16D), que en conjunto dan cuenta de
una correlacion entre el grado de insuficiencia cardiaca diastélica y la presion
arterial. En concordancia con lo anterior, se observé una correlacion positiva
significativa entre la PAS y el grosor de la pared posterior del ventriculo
izquierdo (r=0,5510; p = 0,02, Figuras 16B y 16E). Ademas, se observo una
correlacion leve entre el grado de fibrosis cardiaca y la PAS, si bien esta no fue
significativa (r=0,4444; p=0,08, Figuras 16A-B y 16F).

En ratones tratados con HFD y L-NAME se observa una correlacion entre
el grosor de la pared arterial y el grado de disfuncion diastoélica, la
distancia recorrida y la fibrosis cardiaca: Se observé una correlacion
positiva significativa entre la razon E/e’ y el grosor de la pared de las arterias
aorta (r=0,7910; p <0,001, Figuras 17A-B y 17F), carétida (r=0,7936; p=0,001,
Figuras 17A-B y 17F) y femoral (r=0,7554; p=0,004, Figuras 17A-B y 17F). En
concordancia con lo anterior, se encontrd una correlacion negativa significativa
entre la tolerancia al ejercicio y el grosor de la pared de las aortas (r=-0,8169;
p <0,001, Figuras 17A, 17C y 17F), caroétida (r=-0,7216; p=0,005, Figuras 17A,
17C y 17F) y femoral (r=-0,6782; p=0,02, Figuras 17A, 17C y 17F). Por otro
lado, se compar6 el grado de fibrosis del corazon con el de las arterias
estudiadas y se encontré una correlacién positiva significativa entre la fibrosis
cardiaca y la fibrosis de las arterias aorta (r=0,5651; p=0,003, Figuras 17D, 17E
y 17G) y carétida (r=0,7284; p=0,03, Figuras 17D, 17E y 17G). Si bien se
observd una correlacion entre la fibrosis cardiaca y la fibrosis de la arteria
femoral, esta no fue estadisticamente significativa (r=0,5099; p=0,16, Figuras
17D, 17E y 17G).
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Figura 16.Estudios de correlacion de los datos obtenidos de ratones tratados con HFD y

L-NAME: correlacidn entre la PAS y pardmetros de funcién, estructura cardiaca
y tolerancia al ejercicio.

A, matriz de correlacién obtenida al analizar los datos de grosor de la media (Gm),
razén lumen/pared (L/P) y grado de fibrosis (Fib.), de las arterias aorta (Ao),
cardtida (Car.) y femoral (Fem.), la distancia recorrida (Dist. rec.), la razén E/’e, la
PAS, la masa corporal (masa corp.), el drea bajo la curva de la curva de tolerancia
a la glucosa (Gluc. ABC), el tamaiio del corazén normalizado por la tibia (MC/LT)
y el grado de fibrosis cardiaca (Fib. Card.). La intensidad del color representa la
fuerza de correlacidon entre ambos datos. B, matriz de correlaciéon obtenida de
(A), donde se compra la PAS con la funcién y estructura cardiaca. C, correlacion
entre la PAS y la razén E/e’. D, correlacidn entre la PAS y la distancia recorrida. E,
correlaciéon entre la PAS y el grosor de la pared posterior del ventriculo izquierdo
(mm). F, correlacién entre la PAS y el grado de fibrosis cardiaca. Se reporta el
coeficiente de Pearson (r), obtenido utilizando el programa GraphPad Prism™. La
correlacién se considera significativa si p < 0,05.
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Figura 17.Estudios de correlacion de los datos obtenidos de ratones tratados con HFD y L-
NAME: correlacién entre el grosor de la pared arterial y funcidn cardiaca y entre

la fibrosis arterial y cardiaca.

A, matriz de correlacién donde se compara la razén E/e’ (B) y la distancia
recorrida (C) con el grosor de la media de las arterias aorta (rojo), carétida (verde)
y femoral (morado). D y E, matriz de correlacién donde se compara el grado de
fibrosis del corazén con el grado de fibrosis de las arterias aorta (rojo), carétida
(verde) y femoral (morado). F, G. Se reporta el coeficiente de Pearson (r),
obtenido utilizando el programa GraphPad Prism™, para las correlaciones
evaluadas en By C (F) y en E (G). La correlacién se considera significativa si p <

0,05.
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Los datos presentados en la seccion 4.2 indican por primera vez que se
produce remodelado vascular en un modelo preclinico de HFpEF, caracterizado por
incremento en el grosor de la pared de las arterias aorta, carétida y femoral y el
desarrollo de fibrosis en la arteria aorta. Ademas, estos datos se correlacionan de
manera significativa con la insuficiencia cardiaca diastélica y el grado de fibrosis
cardiaca reportada en el punto 4.1. En conjunto, los datos presentados cumplen con
lo propuesto en el segundo objetivo de esta tesis, demostrando que se produce

remodelado vascular y fibrosis en el modelo murino de HFpEF utilizado.

4.3. Efecto del tratamiento con palmitato y L-NAME sobre el fenotipo de
VSMC

Para determinar el efecto del tratamiento de una combinacion de palmitato
y L-NAME sobre el fenotipo de VSMC, en primera instancia se evaluo el efecto de
ambos estimulos por separado y en conjunto sobre la viabilidad celular utilizando
curvas dosis respuesta. Se determiné la viabilidad celular por ensayos de MTT,
exclusion de azul de Tripan e incorporacion de PIl. Posteriormente, se estudiaron los
niveles de proteinas contractiles, ciclina D1 y COL1A1 por Western blot, y la
proliferacion celular por ensayos de inmunocitoquimica de Ki67. Los hallazgos

encontrados se reportan a continuacion.

4.3.1. Estandarizacién de las concentraciones de palmitato y L-NAME en
VSMC

a) Tratamiento con palmitato: Se observo una disminucion significativa de la

viabilidad celular frente al tratamiento con palmitato 5 nM tanto en el ensayo
de MTT (Figura 18A) como en el ensayo de exclusién de azul de Tripan
(Figura 18B). Del mismo modo, se observo una disminucion al utilizar una
concentracion de 3 nM, siendo significativa anicamente en el ensayo de

exclusion de azul de Tripan (Figuras 18A-B). En el caso de la incorporacion
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b)

de yoduro de propidio, se observo un incremento dosis dependiente de en el
porcentaje de células PI*. Sin embargo, las diferencias no fueron

estadisticamente significativas (Figura 18C).

Tratamiento con L-NAME: En los ensayos de MTT, se observé una marcada

disminucién en la viabilidad celular con L-NAME 1, 5y 10 mM, significativa
solo en el caso de la concentracién de 10 mM (Figura 18D). No se observaron
diferencias significativas en el ensayo de exclusion de azul de Tripan en
ninguna de las 3 concentraciones utilizadas (Figura 18E). Tampoco se
observaron diferencias significativas en el porcentaje de células Pl+, aunque
si se observé un importante incremento en la concentracion de 10 mM (Figura
18F). Es importante destacar que el tratamiento de 10 mM con L-NAME
genero alteraciones morfoldgicas importantes en las células, evidenciados
tanto al microscopio de contraste de fase como en los analisis por citometria

de flujo (datos no mostrados).

Tratamiento con palmitato y L-NAME: En base a los resultados obtenidos de

los tratamientos individuales, se decidid trabajar con palmitato 1 nM y
L-NAME 5 mM. Se observé una disminucion significativa en el ensayo de
MTT frente al tratamiento simultdneo con palmitato y L-NAME (Figura 18G).
Sin embargo, esto no era concordante con lo observado al microscopio,
donde parecia mantenerse la integridad de las células (datos no mostrados).
No se observaron diferencias significativas en el ensayo de exclusion de azul
de Tripan al comparar las células tratadas con palmitato y L-NAME en forma
simultanea con el control (Figura 18H). Si se observd una disminucion leve
pero significativa en la viabilidad celular frente al tratamiento con palmitato
(Figura 18H). Respecto del ensayo de incorporacién de PI, se observé un
incremento de aproximadamente un 12% en la incorporaciéon de Pl al tratar
las células con palmitato y L-NAME (Figura 18l). No se observaron
diferencias en este ensayo la tratar las células con palmitato o L-NAME por

separado.
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Figura 18.Determinacion de la viabilidad celular de células musculares lisas vasculares

A7r5 frente al tratamiento con palmitato y/o L-NAME a distintas
concentraciones.

Las células se estimularon con concentraciones crecientes de palmitato (1-5 nM)
y/o L-NAME (1-10 nM) durante 48 h. A-l, Analisis de la viabilidad celular frente al
tratamiento con palmitato (A-C), L-NAME (D-F) o palmitato + L-NAME (G-l). A, D
y G, analisis cuantitativo del ensayo de MTT, reportado como veces de cambio
respecto del control. B, E y H, andlisis del porcentaje de células viables por
exclusién de azul de Tripan. C, F e |, determinacién de la incorporacién de yoduro
de propidio (PI) por citometria de flujo. Se reporta el % de células PI*. G-I,

tratamientos realizados usando palmitato 1 nM y L-NAME 5 mM. A-l, se muestran
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resultados de al menos 3 réplicas experimentales. Se utilizé el método de ROUT
para detectar valores atipicos y la prueba de Shapiro-Wilks para determinar
normalidad de la poblacion (con n > 5). Los datos se analizaron utilizando ANOVA
de una via o Kruskal-Wallis, para datos paramétricos y no paramétricos,
respectivamente. Los valores corresponden al promedio + D.S. *p < 0,05; **p <
0,01; ***p < 0,001.

4.3.2. Niveles de proteinas contractiles y COL1A1 en VSMC tratadas con
palmitato y L-NAME

El tratamiento con palmitato 1 nM y L-NAME 5 mM en forma simultanea
gener6 una disminucion en los niveles de las proteinas contractiles aSMA (Figuras
19A-B) y calponina (Figuras 19A-D). Si bien también se observé una disminucion
en los niveles de SM22, éstos no fueron estadisticamente significativos (Figuras
19Ay 19E). En el tratamiento con L-NAME se observo una disminucion significativa
en los niveles de calponina (Figuras 19A y 19D), efecto no observado en las otras
proteinas contractiles estudiadas (Figuras 19B y 19E). Adicionalmente, el
tratamiento conjunto generd una disminucion significativa en los niveles de COL1A1
respecto del control (Figuras 19A y 19C). Una disminucion de magnitud similar en
los niveles de colageno se observo al tratar las células con palmitato o con L-NAME
por separado (Figuras 19A y 19C).
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Figura 19.Niveles relativos de las proteinas contractiles aSMA, SM22 y calponina y de los

niveles de COL1A1 de células A7r5 tratadas con un palmitato y L-NAME durante
48 h.

A, imagen representativa de los resultados obtenidos en las células al tratarlas
con palmitato 1uM, L-NAME 5 mM y palmitato 1 nM + L-NAME 5 mM durante 48
h. B-E, analisis de la cuantificacién densitométrica de los resultados obtenidos
para aSMA (B), COL1A1 (C), calponina (D) y SM22 (E), determinados por Western
blot utilizando B-tubulina como control de carga para normalizar los valores
obtenidos. B-E, se muestran resultados de al menos 3 réplicas experimentales. Se
utilizé el método de ROUT para detectar valores atipicos y la prueba de Shapiro-
Wilks para determinar normalidad de la poblacién (con n > 5). Los datos se
analizaron utilizando ANOVA de una via o Kruskal-Wallis, para datos paramétricos
y no paramétricos, respectivamente. Los valores corresponden al promedio +D.S.
*p <0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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4.3.3. Proliferacion celular en VSMC tratadas con palmitato y L-NAME

Al tratar las células con palmitato, L-NAME, o ambos en conjunto, no se
observaron diferencias significativas respecto del control al analizar la cantidad de
células Ki67+ (Figuras 20A-B). Tampoco se observaron diferencias entre los
distintos grupos. No obstante, si se observé una disminucién significativa de los
niveles de ciclina D1, determinados por Western blot, en el tratamiento conjunto con
palmitato y L-NAME (Figuras 19C-D). No se observaron diferencias entre los
distintos grupos experimentales ni al comparar los tratamientos con palmitato o
L-NAME por si solos con el control, si bien se observa un aparente efecto sinérgico

entre ambos tratamientos.

En su conjunto, los datos descritos en el punto 4.3 permiten concluir que el
tratamiento con palmitato y L-NAME induce alteraciones fenotipicas en VSMC,
reportado por primera vez en la literatura, cumpliéndose de esta forma con el tercer

objetivo propuesto en esta tesis.
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Figura 20.Determinacion de los niveles de proliferacion en células A7r5 tratadas con

palmitato y/o L-NAME durante 48 h.

A, imagenes representativas de los ensayos de inmunocitoquimica realizados.
Células incubadas con DAPI (arriba) y con el anticuerpo anti-Ki67 a una dilucién
1:300 (abajo), de los grupos control (izquierda), palmitato 1 nM (al centro,
izquierda), L-NAME 5 mM (al centro, izquierda) y palmitato 1 nM + L-NAME 5 mM
(derecha). B, cuantificacion el porcentaje de células Ki67* relativas al grupo
control. C, imagen representativa de la determinacién de los niveles de Ciclina D1
por Western blot utilizando B-tubulina como control de carga para normalizar los
valores obtenidos. D, analisis de la cuantificacion densitométrica de los
resultados obtenidos para Ciclina D1. B, C, se muestran los resultados de al menos
3 réplicas experimentales. Se utilizé el método de ROUT para detectar valores
atipicos y la prueba de Shapiro-Wilks para determinar normalidad de la poblacién
(con n >5). Los datos se analizaron utilizando ANOVA de una via o Kruskal-Wallis,
para datos paramétricos y no paramétricos, respectivamente. Los valores
corresponden al promedio £ D.S. *p £0,05.
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5. DISCUSION
5.1. Implementacion del modelo murino de HFpEF

La correcta implementacién de un modelo animal de HFpEF requiere que
se cumpla con la presencia de diversas alteraciones en su fisiologia, principalmente
la presencia de disfuncién diastdlica, intolerancia al ejercicio e hipertrofia cardiaca,
siendo criterios de exclusién la disfuncion sistélica y la FEVI reducida®®%°. En este
trabajo, ratones C57BL/6N de 11-12 semanas de edad se alimentaron durante 15
semanas con una dieta alta en grasa y agua suplementada con L-NAME 1,5 g/L.
Para la seleccion de los animales a incluir en el estudio, se establecié como criterio
minimo de inclusibn un aumento de la masa corporal, una disminucién de la
tolerancia al ejercicio y una disminucién de la funcion diastélica acompafnada de una
funcion sistolica preservada (Tablas 3 y 4). Este analisis significo la exclusion de 7
animales en total (3 controles y 4 tratados con HFD y L-NAME).

Para el éxito del tratamiento, resulta fundamental el adecuado consumo del alimento
y el farmaco suministrado. De acuerdo con la literatura, los ratones deberian
consumir entre 3-5 mL/dia de aguay 4-5 g/dia de alimento®®. Al evaluar los controles
de ingesta de los animales estudiados, se observo que aquellos que consumen HFD
presentan una disminucion significativa de la ingesta de alimento de
aproximadamente un 20%. Sin embargo, esta baja no se reflej6 al comparar la
ingesta caldrica de los animales, que incrementd aproximadamente en un 30%,
debido a que la HFD aporta una mayor cantidad de Kcal/g (5,24 Kcal/g vs 3 Kcallg
de la dieta control) (Figuras 4A-B). El consumo de alimento diario varié entre 2,5-4
g/dia, siendo méas bajo que lo descrito en guias de manejo de animales®’. No
obstante, diversos estudios dan cuenta de una disminucién significativa en el
consumo diario de alimento con elevados porcentajes de materia grasa, lo que se
explica por la diferencia en su aporte caldrico®®.°, En el caso del agua, también hubo
una disminucion significativa de aproximadamente un 20% en el consumo de agua
diaria en los 3 grupos experimentales respecto del control (Figura 4C), siendo su
variacion entre 2,5 y 5 mL/dia, nuevamente mas bajo que lo descrito en guias de

manejo de animales®’. Sin embargo, existen varios estudios en la literatura que
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indican que los ratones disminuyen el consumo de agua cuando se suplementa con
algun farmaco o metabolito o si se consume dieta alta en grasa en forma
concomitante®®70, En el transcurso de este estudio, los animales no presentaron
signos de deshidratacién, mantuvieron un estado de salud general 6ptimo y, en el
caso de aquellos tratados con HFD, incrementaron su masa corporal a los valores
esperados (Figuras 5A-B). La disminucion en el consumo de agua y las diferencias
de masa corporal conllevaron a diferencias en la dosis de L-NAME administrada,
siendo en promedio de 168 mg/Kg/dia en el caso del grupo L-NAME y 104
mg/Kg/dia en el grupo HFpEF. Contrario a lo esperado, esta diferencia en la dosis
no alteré los valores de presidon arterial obtenidos, ya que no se observaron

diferencias significativas entre ambos grupos (Figuras 5E-F).

Al analizar los parametros cardiometabdlicos de los animales tratados con
HFD + L-NAME del estudio, se observé un incremento significativo en la masa
corporal del animal, la presion arterial, el tamafio del corazén y el grosor de las
paredes ventriculares y una disminucién significativa en la tolerancia al ejercicio, la
tolerancia a la glucosa y la funcién diastdlica, sin diferencias en la funcién sistélica
(Figuras 5-7), consistentes con un fenotipo de HFpEF cardiometabdlico!!. El estudio
de la obesidad y la consecuente intolerancia a la glucosa resultan fundamentales
para el desarrollo del modelo propuesto: la obesidad promueve un estado de
inflamacién crénica de bajo grado’®, uno de los principales mecanismos que se ha
propuesto gatillan el desarrollo de HFpEF*2. Por su parte, la resistencia a la insulina
gue suele estar presente en pacientes con HFpEF, lleva a una disminucién en la
captacion de glucosa en los cardiomiocitos, o que, en conjunto con la disfuncién
mitocondrial que se observa producto del estrés lipotéxico, disminuyen los niveles

de ATP disponibles para la relajacion del tejido miocardico®.

La evaluacion de la tolerancia al ejercicio resulta fundamental al momento
de implementar un modelo de HFpEF, ya que permite evidenciar uno de los
principales sintomas de insuficiencia cardiaca® . De esta manera, en conjunto con
el resto de las alteraciones reportadas, se reafirma que el modelo implementado no

es tan solo un modelo de disfuncién diastélica, como ha ocurrido en otros modelos
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reportados en la literatura®®, sino que constituye un modelo de HFpEF. Al igual que
en el caso de la disfuncion diastdlica, los valores alcanzados no son tan severos
como se describe en el modelo reportado por Schiattarellal’. Sin embargo, son

significativos y consistentes con un fenotipo moderado de HFpEF.

En cuanto a la hipertrofia cardiaca, se observé un claro incremento en el
grosor de las paredes posterior y anterior del corazén (Figuras 7A-E). No obstante,
las diferencias de masa del corazon respecto de la tibia fueron modestas y solo
fueron significativas al comparar exclusivamente el grupo control con el grupo
HFpEF (Figura 7F). Al comparar estos datos con la literatura, se observa que los
corazones de los animales control son bastante mas grandes que los reportados en
otros estudios’?, mientras que los valores de los animales tratados se condicen con
otros reportes, pudiendo ser esta en parte la causa de las diferencias mas leves
observadas. Si se observé el desarrollo de fibrosis cardiaca consistente con lo
reportado en la literatural’, lo que explica en parte las alteraciones en la funcién

diastolica observadas en este modelo (Figura 6).

Por otra parte, no se observo el desarrollo de edema pulmonar al comparar
la masa del pulmdén normalizada por el largo de la tibia en los distintos grupos
experimentales analizados (Figura 8A). No obstante, la técnica mas apropiada para
este parametro consiste en la comparacion entre la masa humeda y seca del
pulmén, lo que aun no ha logrado ser implementado en nuestro Laboratorio.
Tampoco se observdé un aumento importante en la infiltracion de liquido en el
parénquima alveolar en cortes histologicos de pulmon tefiidos con HE (edema), sin
embargo, se observd presencia de infiltrado de células inflamatorias en el
parénquima alveolar y en el espacio peribronquial y perivascular (Figura 8). Se
describen en la literatura dos tipos de infiltrados inflamatorios en el pulmén: agudo
y cronico. El primero se caracteriza por la presencia de células polimorfonucleares,
mientras que en el segundo se observan principalmente linfocitos’3. Dado el estado
de inflamacion cronica descrito en HFpEF, lo mas probable es que el infiltrado
observado en los cortes sea principalmente de linfocitos. Sin embargo, se requiere

de un estudio mas exhaustivo del tejido pulmonar, por ejemplo, realizando
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inmunohistoquimica de marcadores de las distintas poblaciones de células blancas,

para confirmar la naturaleza de estos hallazgos.

Los valores de PAS obtenidos producto del tratamiento con L-NAME no
superan en promedio los 140 mmHg (Figura 5), valor de corte para la hipertensién
arterial segln indica la American Heart Association (AHA)’. A pesar de esto, las
diferencias son significativas respecto del control y suficientes para producir las
alteraciones cardiovasculares observadas en este estudio. Por otra parte, los
valores de PAD alcanzados son en promedio de 90,5 mmHg, coincidentes con lo
previamente reportado con el tratamiento con L-NAME, si bien en este caso se
utilizé una concentracion mas elevadal’. Es importante destacar que los
incrementos de presion arterial inducidos por L-NAME son altamente variables en
distintos estudios'”’>76 y dependen fuertemente de la dosis, tiempo y forma de
administracion, siendo su uso controversial en la literatura’’. Una de las causas
detras de estas diferencias descritas, es el incremento compensatorio de la iINOS,
contrarrestando la deficiencia de NO que conlleva al incremento de la presién

arterial 8.

Respecto de los andlisis ecocardiograficos, la implementacion de la
determinacion de la funcion sistélica en animales conscientes significo una
importante mejora en los andlisis realizados, y pudimos observar que el tratamiento
conjunto con HFD y L-NAME no gener6 una disminucién en la funcién sistélica de
los animales, segun los valores obtenidos de FEVI (Figura 6D), y FAVI (datos no
mostrados). La funcion diastolica se determiné a través de las razones E/A'y E/e’.
Si bien no se observaron diferencias significativas en la razon E/A (datos no
mostrados), si se observo un aumento significativo en la razén E/e’ (Figura 6E). No
obstante, los valores alcanzados no fueron tan elevados como se reporta en otros
trabajos que utilizan el mismo modelo experimental'’. De acuerdo con la literatura,
la razon E/A se ve afectada no solo por la relajacion del miocardio y la rigidez de la
pared del ventriculo, sino que también por la presion auricular. Ademas, puede
encontrarse aumentada o disminuida dependiendo del grado de disfuncién y
presentar valores “pseudo-normales”®. Los valores de E/e’, por su parte,
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incrementan a medida que se vuelve mas severa la disfuncion diastélica, y por tanto
son un parametro mas confiable®’. Los valores obtenidos dan cuenta de una
disfuncion diastélica moderada, no restrictiva’. Otro de los pardmetros mas
recomendados por la literatura es la determinacién del area de la auricula

izquierda’®, pero por impedimentos técnicos no pudo ser evaluado en este estudio.

En conjunto, los datos obtenidos permiten concluir que se logré implementar
en forma exitosa el modelo murino de HFpEF en nuestro Laboratorio, cumpliéndose
el primer objetivo de esta tesis. El fenotipo obtenido, no obstante, constituye un
fenotipo con un grado de disfuncién diastolica modesto, no restrictivo, evidenciado
por el aumento moderado de la razéon E/e’, la ausencia de un incremento
significativo en los valores de E/A y los cambios leves observados en el tamafio
macroscopico del corazon y la ausencia de edema pulmonar severo. La presencia
de un estadio mas temprano de la patologia presenta una importante ventaja al
momento de evaluar distintas intervenciones para evitar su progresion, en
comparacion con modelos restrictivos en que la patologia se encuentra en estados

muy avanzados.

5.2. Remodelado vascular
5.2.1. Anélisis histomorfométrico

Los resultados obtenidos muestran, por primera vez, que el tratamiento con
HFD y L-NAME produce remodelado vascular en las arterias aorta, carétida y
femoral (Figuras 9 y 10). En el caso de la aorta, se observé un cambio significativo
en los 3 parametros de remodelado estructural analizados en el grupo HFpEF
respecto del control (Figuras 9C-E). Un similar resultado se observo en el caso de
la arteria cardtida, donde los resultados fueron significativos no solo respecto del
grupo control, sino también respecto del grupo HFD (Figuras 9F-H). En el caso de
la arteria femoral, se observo un incremento significativo en el grosor de la pared
(Figura 10C). Al analizar los pardmetros normalizados por el area y diametro del
lumen, solo se observaron diferencias significativas al comparar el grupo HFpEF
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con el control por t-Student y no al realizar comparaciones multiples por ANOVA
(Figuras 10B y 10D).

El tratamiento con HFD y agua no suplementada no genero alteraciones
significativas en el remodelado vascular de ninguna de las arterias estudiadas
(Figuras 9y 10), lo que se condice con datos previamente reportados, donde no hay
diferencias en el grosor de la pared arterial ni en modelos genéticos de obesidad, ni
frente a tratamientos prolongados con HFD3.82, En contraposicion, un estudio
reporta un incremento de la razén media/lumen en arterias mesentéricas de ratones
tratados con HFD por 8 semanas®3. Sin embargo, la mayoria de la literatura actual
apunta a que los efectos de la obesidad sobre la vasculatura son a nivel funcional
mas que estructural, generando disfuncion vascular producto de un aumento en el

estrés oxidativo, inflamacion y una disminucién en la biodisponibilidad de NO8*,

En el caso de la hipertension, la literatura describe el desarrollo de un
remodelado vascular excéntrico, tanto en arterias de elasticas como en arterias
musculares®-8. En este estudio, el tratamiento con L-NAME por si sélo produjo
resultados similares a aquellos observados con el tratamiento HFpEF en la arteria
aorta: si bien no se observaron cambios en el grosor de la media (Figura 9D), si
observo una disminucion significativa en la razon area lumen(c)/area media y un
aumento significativo en la razén M/L (Figuras 9C, 9E). El calculo de ambas razones
permite normalizar los resultados obtenidos por el &rea y perimetro del lumen de la
arteria, respectivamente, evitando que las diferencias observadas sean producto del
tamano total de la arteria o del segmento utilizado para realizar los analisis. Los
datos, entonces, podrian indicar que el efecto observado en la arteria aorta se deben
al tratamiento con L-NAME, lo que se condice con estudios de la literatura, que
reportan un incremento en el area de la pared vascular producto del tratamiento con
L-NAME en distintos modelos experimentales’ 7687 Estos hallazgos ademas se
han descrito en otros modelos de HTA, como por ejemplo en el caso del tratamiento
con angiotensina 1188, Es importante destacar que en el caso del tratamiento con
L-NAME, solo se cont6 con 3 réplicas experimentales, por lo que los datos deben

ser analizados con cautela. No se observaron diferencias significativas en el
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remodelado vascular ni de la arteria carétida ni de la femoral frente al tratamiento
con L-NAME, lo que sugiere que la arteria aorta es mas sensible al tratamiento con
este farmaco en nuestro modelo experimental. No se encontraron estudios en la
literatura en los que se evalle el remodelado vascular de las arterias carotida y

femoral frente al tratamiento prolongado con L-NAME.

A partir de los resultados obtenidos, se concluye que el tratamiento HFD y
L-NAME induce alteraciones morfoldgicas en las arterias aorta, carotida y femoral,
caracterizadas por un incremento en el grosor de la pared y una alteracion en la
razén entre la media y el lumen arterial. Estos resultados constituyen el primer
reporte de remodelado vascular en un modelo preclinico de HFpEF, efecto
parcialmente inducido por L-NAME, pero que se ve acentuado al realizar el

tratamiento en conjunto con HFD.
5.2.2. Determinacion de la fibrosis arterial

El tratamiento con HFD y L-NAME gener6 un incremento significativo del
contenido de colageno en la capa media de la arteria aorta (Figuras 11A-B), el cual
fue posteriormente corroborado determinando los niveles de COL1A1 en lisados de
arteria aorta por Western blot (Figuras 11C-D). La pared vascular estd compuesta
principalmente por colagenos de tipo | y lll, y se ha descrito en la literatura que
durante el remodelado vascular se produce una alteracién en el contenido de las
cadenas de colageno, observandose por ejemplo una disminucion en la razén
colageno lll/colageno |, consistente con los datos aqui descritos®. Como
complemento a futuro de lo anterior, seria interesante evaluar si efectivamente hay
una disminucion del colageno tipo lll, fibra més flexible que la de tipo I, en conjunto
con el incremento del colageno tipo | observado. Interesantemente, se observd
ademas un incremento no significativo al realizar los tratamientos por separado de
HFD y L-NAME, por lo que se estaria produciendo un efecto sinérgico entre ambos
tratamientos (Figura 11). En la literatura se reporta que tanto el tratamiento con
HFD%°1 y el tratamiento con L-NAME’® inducen fibrosis de la pared de la aorta, lo
gue, si bien no fue observado en este estudio en forma significativa, apoya la teoria

de un posible efecto sinérgico entre ambos. Considerando que la fibrosis cardiaca
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es uno de los principales marcadores de HFpEF®?, y que se ha observado en
pacientes un incremento de la rigidez arterial, los resultados observados son
concordantes con lo que se esperaba obtener al momento de proponer este estudio.
Estos datos constituyen el primer hallazgo de fibrosis de la capa media de la arteria

aorta en un modelo preclinico de HFpEF.

Si bien en las arterias caroétidas se observé un incremento de la fibrosis de
la capa media en el grupo HFpEF, las diferencias no fueron estadisticamente
significativas (Figuras 12A y 12C). En el caso de las arterias femorales, no se
encontraron diferencias entre los grupos estudiados (Figuras 12B y 12D). La
principal limitacion de la determinacion de fibrosis por PSR realizada en este trabajo
es la variabilidad de los resultados obtenidos, especialmente en las arterias carétida
y femoral (Figura 12). Esta limitacion puede deberse a que existe variabilidad en los
grados de tincién entre un experimento y otro, por lo que se recomienda siempre
realizar las tinciones de todas las muestras a analizar a un mismo tiempo para evitar
esta posible variacion y permitir una mejor comparacién de los resultados. Para
subsanar este problema, cada uno de los analisis realizados fue comparando la
coloraciéon de cada imagen consigo misma, y no a modo general. No se encontraron
investigaciones en la literatura que evallen el grado de fibrosis en la arteria femoral
frente al tratamiento con HFD. En el caso de la carétida, solo se encontr6 un estudio
en el que se comparan los niveles de fibrosis en estas arterias frente al tratamiento
con HFD, en donde se reporto en forma cualitativa un incremento de los niveles de
colageno, luego de 6 semanas de tratamiento®®. Cabe destacar que la mayoria de
los estudios en estas arterias son realizados en animales ApoE-/- o frente a ligacion
de la arteria carétida para evaluar distintos tratamientos, y no comparan las
condiciones observadas con animales silvestres, lo que dificulta la comparacion de

los datos aqui obtenidos con los reportados en la literatura.
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5.2.3. Expresién de proteinas contractiles

En este estudio se observo una disminucién en la expresion génica de Acta2
(aSMA) en las arterias aorta y carétida (Figura 14) en el grupo HFpEF respecto del
control. Esta disminucion fue significativa inicamente al comparar los grupos control
y HFpEF por t-Student. Por el contrario, en la arteria femoral se observd un
incremento significativo en la expresion génica de Acta2. Lo mismo se evidencié en
el caso de Tagln (Figura 14), si bien en la aorta los cambios no fueron significativos.
En la aorta, los niveles de Acta2 disminuyeron en forma no significativa en ambos
tratamientos por separado con HFD y L-NAME, por lo que la disminucion
significativa observada en el grupo HFpEF lo que apunta a un efecto sinérgico entre
ambos tratamientos. En la arteria carotida, el tratamiento con HFD no generé
diferencias significativas en ninguno de los genes estudiados. En el caso del
tratamiento con L-NAME en la arteria carotida, solo se contd con 2 réplicas
experimentales, por lo que esta condicion fue excluida del andlisis estadistico.
Ademas, en este proyecto se buscO evaluar los niveles de expresion de Cnnl
(calponina), pero no se logro la estandarizacion de los partidores respectivos (datos
no mostrados). Cabe destacar que los datos obtenidos en los grupos control fueron

altamente variables, lo que dificult6 el analisis de los resultados obtenidos.

Se observa entonces una disminucion en la expresion génica de proteinas
contractiles en las arterias aorta y carétida, arterias elasticas, y un aumento en las
proteinas contractiles en la arteria femoral, arteria de tipo muscular. Estas ultimas
presentan una proporcion mucho mayor de VSMC, mientras que las primeras
presentan una mayor proporciéon de colageno y elastina?’. A modo general, se
describe en la literatura que la HTA genera un incremento de los niveles de
proteinas contractiles en VSMC?28. En nuestro modelo, solo en las arterias femorales
del grupo HFpEF se observé dicho aumento, mientras que en la arteria aorta y
carétida se observo el efecto contrario. No obstante, existen reportes en la literatura
en las que el tratamiento con HFD o con angiotensina Il disminuyen la expresion de
proteinas contractiles como la aSMA y la calponina en la aorta, consistente con

nuestros hallazgos®-%. El efecto diferencial entre distintos tipos de arterias abre
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una interesante linea de estudio en HFpEF, ya que propone que el comportamiento

de la musculatura lisa dependeria del tipo de arteria que se esté estudiando.

Se ha descrito que la induccion de la via de la PKG regula a nivel genético
el aumento de la expresion de las proteinas contractiles en VSMC®’. Como se
menciond anteriormente, se ha descrito una alteracién en esta via en el desarrollo
de HFpEF, lo que podria en parte explicar la disminucién observada. Futuros
experimentos permitiran corroborar si las alteraciones observadas ocurren por este
mecanismo. Las diferencias reportadas entre los distintos tipos de arteria resultan
particularmente interesantes al analizar los datos obtenidos en el punto 5.2.2,
respecto de la fibrosis arterial. La produccion de colageno en la capa media de las
arterias se produce principalmente por las VSMC, las cuales, como se menciona en
la introduccién de este trabajo, son células con un fenotipo altamente plastico?®. En
general, el grado de diferenciacion de las VSMC fluctia entre dos extremos: un
fenotipo sintético proliferativo, en el cual se observa una disminucion de las
proteinas contractiles y un incremento en la sintesis de proteinas de la MEC, y un
fenotipo contractil, caracterizado por un incremento en las proteinas contractiles y
una disminucioén en la sintesis de proteinas de la MEC?5. Lo anterior es consistente
con los hallazgos aqui observados, en los que hay un aumento en el contenido de
coldgeno en la aorta en conjunto con una disminucion en la expresion de proteinas
contractiles y un incremento en la expresion de proteinas contractiles en la arteria

femoral sin cambios en el contenido de colageno.

En el caso de los analisis de la aorta por Western blot, no se encontraron
diferencias significativas en los niveles de ninguna de las 3 proteinas contractiles
estudiadas (Figura 15). Se observé una importante variabilidad en estos datos,
especialmente en los grupos experimentales tratados con HFD y L-NAME, lo que
podria deberse en parte a las dificultades que supuso la homogenizacion del tejido
aortico para la obtencion de lisados de proteinas, ya que no siempre se lograba una
homogenizacién completa y uniforme del tejido. En la literatura, no hay estudios que
determinen la expresion génica ni los niveles de estas proteinas en un tratamiento

conjunto con HFD y L-NAME. En un futuro, andlisis por inmunohistoquimica de los
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cortes de arterias obtenidos permitirdn dilucidar si efectivamente se mantienen
constantes los niveles de proteinas contractiles en la aorta o si disminuyen como
sugieren los estudios de PCR. Ademas, esto permitira corroborar los resultados
obtenidos en las arterias carétida y femoral, las cuales no se evaluaron por Western

blot debido a la escasa cantidad de proteina obtenida de estos tejidos.

En conjunto, los datos discutidos en el punto 7.2 de este trabajo indican que
se produce remodelado vascular y fibrosis arterial, con una disminucién en la
expresion génica de proteinas contractiles. Estos resultados podrian explicar en
parte las alteraciones en la estructura y funcién arterial determinadas de manera no
invasiva en pacientes con HFpEF mencionados en la introduccién de este trabajo.
Si bien en el punto 7.1 se discute el establecimiento de un fenotipo moderado no
restrictivo de disfuncidn diastolica, es suficiente para que se produzcan alteraciones
estructurales significativas en las arterias estudiadas, lo que genera la interrogante
de qué sucederia con un modelo mas severo de disfuncion diastolica restrictiva y
corroborando la hipétesis de la importancia de continuar con los estudios de la
funcioén vascular en HFpEF. En concordancia con lo anterior, un trabajo publicado
en el afo 2021 propone el tratamiento de la rigidez arterial como un posible
tratamiento para HFpEF®. Recientemente, se reportd el uso de empagliflozina
como el primer tratamiento efectivo para HFpEF®. Estudios previos han mostrado
gue el tratamiento con este farmaco produce una disminucién en la acumulacion de
lipidos y area de placa aterosclerotica en la aorta, una disminucion en marcadores
proinflamatorios como VCAM1 y TNFa y una mejora en la respuesta vasodilatadora
dependiente del endotelio en modelos murinos de diabetes y sindrome
metabdlico®®1%, resultados que apoyan fuertemente nuestra propuesta de la
importancia de la vasculatura en el desarrollo y progresion de HFpEF. Actualmente
en nuestro laboratorio se estan implementando equipos de miografia para el estudio
de la funcién vascular, lo que nos permitira evaluar la funcion contractil y la
respuesta vasodilatadora de distintas arterias en el modelo HFpEF implementado

en el desarrollo de esta tesis.
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Durante los ultimos afios, se han realizado 3 estudios en los que se evalla
la funcion vascular en modelos preclinicos de HFpEF. Dupas, et al., en el afio 2022,
evaluaron la respuesta vascular de las arterias aorta y mesentérica frente al
isoproterenol, agonista (-adrenérgico no selectivo, en un modelo de sobre
expresion del receptor B3-adrenégico en ratas Sprague Dawley!%l. Este estudio
mostro una disminucion en la respuesta vasodilatadora de ambas arterias a las 45
semanas. Sin embargo, si bien el modelo que utilizan muestra un incremento en el
area de la auricula, un incremento de la presion de fin de diastole (PFD) y una
disminucién de la tolerancia al ejercicio, no se observan indicadores claros de
disfuncion diastdlica: valores de E/A no concluyentes, sin cambios en la onda E.
Tampoco se observa un aumento de la masa del corazon, alteracion en el grosor
de las paredes del ventriculo izquierdo ni formacion de edema pulmonar, por lo que
gueda en duda si corresponde efectivamente a un modelo de HFpEF. Un segundo
articulo, del 2021, describié una disminucion en la respuesta vasodilatadora de la
arteria carétida, tanto dependiente como independiente del endotelio'®?. En este
estudio se utilizan ratas hembra ZSF-1 (obesas, espontaneamente hipertensas), las
cuales desarrollan hipertrofia y fibrosis cardiaca, un aumento en la razon E/e’, en la
PFD y en el area de la auricula, manteniendo una funcion sistélica preservada,
alteraciones consistentes con un robusto modelo de HFpEF. Finalmente, un tercer
estudio observé una disminucion de la respuesta vasodilatadora dependiente e
independiente del endotelio en la arteria aorta, en un modelo de ratas Dahl SS
(sensibles a la sal), alimentadas con 8% NaCl durante 28 semanas®®. En este
modelo se observa un incremento del tamafio del corazon, de la PA, y de la PFD,
con un aumento muy moderado (de 10 a 20) de la onda E/e’, acompafiados de una
disminucion en la FEVI, valores que sin embargo se mantienen sobre 60. En este
estudio, se habla de una progresién de HFpEF a HFrEF, lo que actualmente se
describe en pacientes como un evento de muy rara ocurrencia, lo que lleva a
cuestionar si efectivamente corresponde a un modelo adecuado de HFpEF. Si bien
es necesario analizar estos estudios de manera critica, entendiendo que ningun
modelo para una patologia tan compleja como los es la HFpEF es perfecto, el

mensaje final es claro: se producen alteraciones funcionales de distintas arterias en
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modelos preclinicos de HFpEF, consistente con las alteraciones del remodelado

vascular reportadas en este estudio.

5.3. Estudios de correlacion

Para estos estudios se realiz6 una matriz de correlacion utilizando los datos
obtenidos de las determinaciones de parametros metabdlicos, estructura y funcién
cardiaca y remodelado vascular (Figura 16A). Dentro de los resultados obtenidos,
se destaca la relacion entre la PAS y la insuficiencia cardiaca diastolica, el
remodelado vascular y la insuficiencia cardiaca diastdlica y la correlaciéon entre la
fibrosis cardiaca y la fibrosis arterial (Figuras 16-17). La HTA se considera un
importante factor de riesgo para el desarrollo de disfuncion diastolica y HFpEF, y es
una de las principales comorbilidades asociadas a esta patologia'?. En el caso de
la correlacion de la PAS con la hipertrofia cardiaca, no se encontroé una correlacion
entre la PAS y la masa del coraz6n normalizada por la tibia (r=0,1340; p=0,57, datos
no mostrados), pero si se encontrd una correlacion positiva significativa con el
grosor de la pared posterior del ventriculo (Figura 16E). Las diferencias entre ambos
parametros de hipertrofia cardiaca se discutieron en el punto 5.1 de este trabajo. La
sobrecarga de presién que se produce durante la HTA, relacionada directamente
con un incremento en la rigidez de la aorta, lleva al desarrollo de procesos
inflamatorios, enfermedad de las arterias coronarias e hipertrofia cardiaca, lo que
resulta en el desarrollo de disfuncién diastélica del ventriculo izquierdo!®4. Las
correlaciones encontradas son consistentes con dichos reportes, si bien no habian
sido reportadas en un modelo preclinico de HFpEF*. Por otra parte, las
correlaciones significativas encontradas entre el grado de disfuncién diastélica, la
tolerancia al ejercicio y el grosor de las distintas arterias estudiadas se reportan por
primera vez en un modelo experimental de HFpEF, con coeficientes de correlacién
mayores a 0,75, lo que da cuenta de una fuerte correlacion entre los parametros
estudiados (Figuras 17A-C). Finalmente, las correlaciones observadas entre la
fibrosis arterial y cardiaca fueron positivas y significativas en el caso de las arterias

aorta y carétida. Interesantemente, en el caso de la fibrosis de la caroétida, la
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correlacion arrojé un valor de r de 0.73, dando cuenta de una fuerte correlacion entre
la fibrosis cardiaca y la fibrosis de la arteria cardtida, aun cuando no se observo un
incremento estadisticamente significativo en la fibrosis de la carétida en el grupo
HFpEF en comparacion con el grupo control (Figura 12), lo que puede deberse a
que las diferencias entre ambos grupos fueron de escasa magnitud. Lo anterior da
cuenta que el dafo al tejido cardiaco y arterial producto de la fibrosis que se produce
durante HFpEF son procesos que ocurren en forma concomitante y relacionados

entre si.

5.4. Efecto del tratamiento con palmitato y L-NAME sobre el fenotipo de
VSMC

5.3.1. Estandarizacién de las concentraciones de palmitato y L-NAME en
VSMCs

En este trabajo se busc6 emular parcialmente las condiciones
experimentales de los animales tratados in vivo, en un modelo de VSMC in vitro.
Para ello, la linea celular A7r5, obtenidas de aorta de rata embrionaria, se estimulo
con palmitato, principal acido graso saturado presente en la HFD administrada a los
ratones, y L-NAME. El célculo de las concentraciones a utilizar in vitro para emular
lo que ocurre in vivo resulta extremadamente complejo debido a la gran cantidad de
variables a considerar. En el caso del L-NAME, se ha descrito en la literatura que el
L-NAME se hidroliza rapidamente a nitro-arginina, metabolito que ejerce la actividad
inhibitoria de la NOS195:1% y que tiene una vida media de 22,9 h'%’. En humanos se
ha descrito que el volumen de distribuciéon del L-NAME es de 0,49 L/Kg!%. Sin
embargo, el volumen de distribucién en ratones no ha sido descrito en la literatura.
De todas maneras, asumiendo que el valor fuese similar, seria necesaria una
administracion intravenosa (iv) del farmaco para conocer la concentracion
plasmética del L-NAME en el animal. En este trabajo, se calcul6 una dosis de 104
mg/Kg/dia (Figura 4), la cual si fuese administrada en forma IV generaria una
concentracion plasmatica de L-NAME de 1 mM. No obstante, al ser el L-NAME
administrado en forma oral, hay que considerar otros factores como el metabolismo
de primer paso y el grado de degradacion gastrointestinal. Si bien no se realizé
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durante esta tesis, la determinacion en sangre de la concentracién de L-NAME luego
de la administracion oral entregaria informacion valiosa al respecto. En el caso del
uso de palmitato se presentan los mismos problemas de metabolizacion producto
de su ingesta con la dieta, ademas del hecho de que parte del palmitato sérico se
encuentra conjugado a albumina en proporciones que varian desde 1:1 a 1:3 en
pacientes sanos y valores mas elevados de 5:1 en el caso de patologias
cardiovasculares!®. Las concentraciones plasmaticas totales de acido palmitico en
individuos sanos varian de entre 0,3 a 4,1 mM1%, y su concentracion en los distintos
tejidos se mantiene relativamente constante respecto de la ingesta y esta sujeta a
una estrecha regulacién homeostatical'®. Producto de lo anterior, se determinaron
las concentraciones de palmitato y L-NAME a utilizar in vitro en base a lo observado
en la literatura. Luego de una busqueda bibliogréfica, se procedi6 a probar
concentraciones de palmitato libre 1-5 nM y de L-NAME 1-10 mM, buscando utilizar
las concentraciones mas altas posibles que no alteraran significativamente la
viabilidad celular. En un principio, se realizaron ensayos de colorimétricos de MTT.
El tratamiento con palmitato disminuyd importantemente la viabilidad celular a las
concentraciones de 3y 5 nM (Figura 18A), consistente con experimentos similares
reportados en la literatura''l. En el caso del tratamiento con L-NAME, se observé
una disminucién significativa en el caso de la concentracién a 10 mM (Figura 18D).
Interesantemente, las concentraciones de 1y 5 mM, que producian una disminucién
de aproximadamente un 50% en la formacion de formazan, parecian encontrarse
en condiciones normales al microscopio (adheridas y con una morfologia
adecuada). El ensayo de MTT mide la actividad metabdlica de la célula, gracias a
la actividad de oxidorreductasas dependientes de NADPH, por lo que alteraciones
metabdlicas producen cambios en los resultados, sin necesariamente alterar la
viabilidad celular. Por esta razén, se opt6 por complementar los ensayos de
viabilidad con el ensayo de exclusidén de azul de tripan y la incorporacion de Pl por
citometria de flujo. En este ultimo, no se observaron diferencias significativas en los
tratamientos con palmitato y L-NAME, probablemente debido a la alta variabilidad
obtenida en los datos y a que solo se realizaron 3 réplicas experimentales. Una de

las limitaciones del uso de la citometria de flujo en este modelo radica en que las
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VSMC presentan un fenotipo muy plastico, por lo que los distintos estimulos alteran
el tamafo y morfologia de la célula, dificultando la seleccion de una poblacion
homogénea para el andlisis de los resultados.

A partir de los resultados mostrados en la Figura 18 (seccién 6.3.1), se
utilizé palmitato 1 nM y L-NAME 5 mM para los tratamientos conjuntos. A la fecha,
no existen estudios que evallten el efecto del tratamiento conjunto de palmitato y L-
NAME sobre el fenotipo de VSMC.

5.3.2. Cambio fenotipico de VSMC frente al tratamiento con palmitato y
L-NAME

Para estudiar el cambio fenotipico de VSMC frente al tratamiento con
palmitato y L-NAME, se evaluaron 3 parametros: la expresiéon de proteinas
contractiles por Western blot, los niveles de colageno por Western blot y la

proliferacion celular por ensayos de inmunocitoquimica de Ki67.

Frente al tratamiento con palmitato y L-NAME, se observé una disminucién
significativa de los niveles de aSMA y calponina, ademas de una disminuciéon no
significativa de los niveles de SM22 (Figura 19). Estos resultados se condicen en
parte con lo observado en las arterias aorta y car6tida, en donde se observd una
disminucidn de la expresion génica de aSMA y SM22 frente al tratamiento conjunto
con HFD y L-NAME (Figura 14), aunque esto no se observo en los analisis por
Western blot de las aortas (Figura 15). El tratamiento con L-NAME 10 pM por 12 h
disminuye los niveles de proteinas contractiles sin alterar la proliferacion ni la
migracion celular’®, consistente con los resultados aqui reportados (Figuras 19 y
20). Llama la atencion, no obstante, la amplia diferencia entre las concentraciones
de L-NAME utilizadas. Adicionalmente, se ha visto que el tratamiento de VSMC con
palmitato disminuye los niveles de proteinas contractiles sin alterar la migracion
celular, al igual que lo que ocurre con lo descrito para el tratamiento con L-
NAME?!12113 En el caso de la determinacion de los niveles de colageno, se observé
una disminucion en los 3 grupos tratados en similar magnitud (Figura 19C), por lo

gue se concluye que el tratamiento conjunto con palmitato y L-NAME no afecta en
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si mismo los niveles de COL1A1. Esta disminucion fue inesperada, debido a que
suele asociarse un incremento en los niveles de colageno con la disminucion de
proteinas contractiles en VSMC?°. Una de las razones detras de esta disminucién
puede deberse a que se esta secretando una mayor cantidad de colageno, o que
se genera un fenotipo mixto en estas células producto del tratamiento. La
determinacion en futuro de los niveles de colageno en el medio de cultivo de las

células permitira responder a esta interrogante.

En cuanto a la proliferacion celular, se analizaron los niveles de ciclina D1,
proteina reguladora del ciclo celular que incrementa cuando las células pasan a fase
Gl y G2 del ciclo celular para iniciar y continuar con la proliferacién,
respectivamente!'®. Se observd una disminucién significativa en los niveles de
ciclina D1 frente al tratamiento conjunto con palmitato y L-NAME. Esto no se
observé al realizar los tratamientos por separado (Figura 20C). En forma
complementaria, se evaluaron los niveles del antigeno Ki67, proteina nuclear que
incrementa de forma marcada al progresar el ciclo celular y que se encuentra
ausente en células quiescentes®. No se observaron diferencias significativas en
los niveles de Ki67 detectados por fluorescencia en ninguno de las 3 condiciones
estudiadas. Como se menciond previamente, estudios realizados tratando VSMC
con palmitato o con L-NAME no generan alteraciones en la proliferacion celular’>13,

No existen estudios a la fecha que evallen el tratamiento de ambos en conjunto.

Se propone en base a lo anterior que el tratamiento con palmitato y L-NAME
genera un fenotipo mixto en las células A7r5, en el cual se observa una disminucion
de los niveles de proteinas contractiles y una disminucion en el contenido de
colageno, sin alteraciones en la proliferacion celular. En las arterias estudiadas en
esta tesis, se observo un incremento del grosor de la pared, lo cual puede deberse
a un aumento de la proliferacion celular, a un incremento en la hipertréfica de las
células musculares lisas y/o a un aumento de la migracion de estas células. En un
futuro, complementar estos resultados con ensayos de migracion e hipertrofia in
vitro, y proliferacion en tejido arterial permitiran concluir a mayor cabalidad la causa

detrés de las alteraciones morfométricas observadas.
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6. CONCLUSIONES

Objetivo 1: El tratamiento con HFD y L-NAME induce HFpEF cardiometabdlico
moderado en ratones sometidos a tratamiento durante 15 semanas. Se logra

implementar correctamente en nuestro laboratorio el modelo murino propuesto.

Objetivo 2: En ratones con HFpEF cardiometabdlico se produce remodelado
vascular, caracterizado por un incremento en el grosor de la pared vascular y su
relacion con el lumen arterial, una alteracién en la expresion génica de proteinas
contractiles y, en el caso de la arteria aorta, el desarrollo de fibrosis de la capa media
de la arteria. Las alteraciones en la morfologia vascular se correlacionaron con las
alteraciones morfologicas y funcionales que desarrollaron los animales producto del

tratamiento.

Objetivo 3: el tratamiento in vitro con palmitato y L-NAME genera cambios
fenotipicos en células musculares lisas vasculares, caracterizados por una
disminucién de las proteinas contractiles y una disminucion en los niveles de

colageno sin alteraciones en la proliferacion, consistentes con lo observado in vivo.

La hipotesis propuesta en este trabajo, “Ratones tratados con una dieta rica en
palmitato y L-NAME desarrollan HFpEF cardiometabdlico y remodelado vascular de
las arterias aorta, carétida y femoral, asociado a un cambio fenotipico de células
musculares lisas vasculares” se cumple en base a los objetivos planteados. En este
trabajo se da cuenta, por primera vez, que existe remodelado vascular en un modelo
preclinico de HFpEF y que el tratamiento de VSMC con palmitato y L-NAME induce

alteraciones fenotipicas en estas células.

Los hallazgos del presente trabajo contribuyen al estudio de una de las
patologias que en los ultimos afios se ha transformado en uno de los principales
problemas de salud publica a nivel mundial, debido a su alta prevalencia, alto riesgo
de hospitalizacion y a la escasa disponibilidad de herramientas farmacoldgicas para

su tratamiento.
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