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Efecto del déficit de galectina-3 sobre la remodelacion ventricular
posoclusion coronaria en ratones

\Effect of Galectin-3 Deficit on Ventricular Remodeling After Coronary Occlusion in Mice

LUCIANA WILENSKY, NADIA L. MARTINEZ NAYA, PABLO CASSAGLIA, VERONICA VOLBERGM™<, JULIA TAU, EUGENIA ARUANND,
ISM': MORGUNOWSKY MICHELL, CELINA MORALESH"* GERMAN E. GONZALEZ

Intreduccién: La galectina-3 (Gal-3) es una lectina que regula la respuesta inmune. Sin embargo, su rol en la remodelacién y
la funcion ventricular posinfarto de miocardio (IM) se desconoce.
‘Objetivo: Estudiar si el déficit de Gal-3 empeora la remodelacion y la funcién ventricular pos-IM en ratones.

Material y métodos: Se utilizaron ratones machos Gal-3 KO y su respectivo control C57 con ligadura de la coronaria descendente
‘anterior o sham. Se conformaron cuatro grupos experimentales: C57 sham, Gal-3 KO sham, C57 IM y Gal-3 KOIM. Aloa 7
dias poscirugia se les realizé ecocardiografia seguida de eutanasia y autopsia; se cuantificé el tamario del IM y la fibrosis en
‘cortes tenidos con tricrémico de Masson y picrostrius red, respectivamente, el infiltrado de macréfagos y la expresion de IL-6.
Resultados: Los didmetros del ventriculo izquierdo se incrementaron significativamente en el grupo C57 IM respecto del
sham y dicho incremento fue ain mayor en el grupo Gal-3 KO IM. Ademds, la fraccién de eyeccién disminuyé desde 47% =
2% a 37% + 3% en C57 IM y Gal-3 KO IM, respectivamente (p < 0,02). El tamafio del IM aumento desde 39,4% = 5% en los
‘ratones C57 IM a 66,8% = 5% cn los animales Gal-3 KO (p = 0,002). El infiltrado de macréfagos ¥ la fibrosis en el drea del
IM se redujeron en los ratones Gal-3 KO IM (p < 0,001 C57 IM vs. Gal-3 KO IM), mientras que la concentracién de IL-6 en
Ja pared libre del ventriculo izquierdo fue similar entre grupos (p = ns).

Conclusiones: La delecién de Gal-3 es un factor importante para la cinética del proceso reparativo regulando el infiltrado de
macrifagos y el grado de fibrosis de la zona infartada, como también en la evolueitn temprana de la remodelacién pos-IM.

'_I?alahras clave: Infarto del miocardio - Galectina-3 - Remodelamiento ventricular

ABSTRACT

Background: Galectin-3 (Gal-3) is a lectin that regulates the immune response. However, its role in remodeling and ventricular
function after myocardial infarction (MI) is unknown.

Objective: The purpose of this study was to analyze whether Gal-3 deficit impairs remodeling and ventricular function after

MI in mice.

Methods: Male Gal-3 KO mice and their respective C57 controls underwent anterior descending coronary artery ligation or
sham operation. Animalswereithen divided into four experimental groups: 1) C57 sham; 2) Gal-3 KO sham; 3) C57 MI and
4) Gal-3 KO MI. Seven days after surgery, an echocardiography was performed followed by euthanasia. Heart samples were
collected to measure MI size and fibrosis using Masson's trichrome and picrosirius red, respectively, and assess macrophage

infiltration and IL-6 expression.
Results: Left ventricular diameters were significantly increased in the C57 MI group compared with sham animals and the

increase was even higher in the Gal-3 KO MI group, Moreover, ejection fraction decreased to 47%+2% in C57 M1 and 37%+3%
in Gal-3 KO MI mice {p<0.02), and infarct size increased from 39.4%+5% in C57 MI to 66.8%+5% in Gal-3 KO MI animals
{p=0.002). Macrophage infiltration and fibrosis in the MI area were significantly reduced in Gal-3 KO MI mice (p<0.001 C57
MI vs. Gal-3K0O MI) without changes of IL-6 concentration in the left ventricular free wall (p=ns).

Conclusions: Gal-3 gene deletion i5 an important factor in repair kinetics, regulating macrophage infiltration and the degree
of fibrosis in the infarct area, as well as early remodeling after MI
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dios mostraren que la disminucién de Ia réspuesta
Inmune y la fibresis de la zona del IM conducen s
una ‘Rv desfavorable, caracterizadn por mayor dis-
funcidn y dilatacién ventricular (5, ) En estudios
previos de nuestro laboratorio mestramos que la
reduccidn de la respuesta inflamatoria ¥ fibrogénicn
del IM, lograda a través de la inhibicién del sistema
renina-angiotensina en congjos con IM experimental,
modifica desfavorablemente ln BV, (6) No obstante,
pocos estudios evaluaron si la inmunomodutacién
a través de la inhibicién especifica de regulndores
de la inmunidad innata y/o adaptative modifica
la evolucién del IM y la RV (T) Recientemente se
mostrd que la galectina-3 (Gal-3), una lectina de
airededor de 30 kDa que se encuentra ampliamente
expresada en el sistema inmune, (8) se incrementa
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péuticas para prevenir la remodelacién adversay ln
IC concomitanie en la zona no infartada y regular la
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Citometria de flujo

El infiltrado de células F4/F80+ (macréfagos) on la zona del
mfarto se cuantificd por citometrin de flujo. En el momento
de la nutopsin g0 extrajeron los corazones y ridpidamente se
disecd la zona del IM. Seguidamente se disgregé el tejido me-
dianle tratamicnto mecdnico y enzimélico, La zona del IM se
homogeneizé en PBS suplementado con suero fetal bovino a
4°C, se dej6 sedimentar y el homogenato se filtrd a través de
una malla de nailon. Una alfcuota de esa suspensién celular
se analizé por citometria de flujo para descartar presencia
de agregados. Para evitar la interferencia en los ensayos de
citometria se lisaron los glébulos rojos en frio y con solucién
de cloruro de amonio durante 3 horas. Se guidamente, la
suspension celular se centrifugé (15 min, 500 g, 4 °C) ¥ se
resuspendié en PBS suplementado con suero fetal bovino,
Para cada ensayo se emplearon 100.000 células en 100 ml de
volumen final. Las células se incubaron durante 30 minutas
a4 °C con suero de ratén normal para bloquear los receptores
Fe y asi se disminuyeron las posibles uniones inespecificas.
Sin lavar ni descartar ¢l suero normal, se agregaron 2,5 ml
del anticuerpo monoclonal marcado con rodamina y se incubé
durante 30 minutos més, Finalmente, se centrifugaron las
células y se lavaron cinco veces con PBS frio. Posteriormente,
se resuspendieron en paraformaldehido al 2% para preservar
los marcadores de superficie y 1a estructura celular. Se man-
tuvieron a 4 °C y oscuridad hasta su lectura por citometria de

flujo. La identificacion de macr6fagos y sus subsets se realizé

a través de la marcacidn con anticuerpos anti-AgB0 y Ly-6C.

Analisis estadistico

Todos los valores se expresaron como media * error estdn-
dar de la media. Se realiz6 andlisis de la varianza (ANOVA)
seguido por la prueba de Bonferroni para los cuatro grupos
comparando diferencias entre C57 sham vs. C57 IMy C57 IM
vs. Gal-3 KO IM, Se consider6 estadisticamente significativo
un valor de p < 0,05.

RESULTADOS

Durante la primera semana, el 32,0% de los animales
C57 IM y el 44,4% de los Gal-3 KO IM murieron des-
pués de la ligadura permanente de la arteria coronaria
{p = ns). La mortalidad se debié principalmente a
rotura ventricular, que se observé en la autopsia por la
presencia de hemorragia tordcica. Por lo tanto, aunque
la mortalidad no alcanzé una diferencia estadistica
significativa, hubo una tendencia clara a ser mayor en
ratones Gal-3 KO,

A los 7 dias de evolucién, el indice de hipertrofia
evaluado a través del cociente peso del corazén/peso
del animal (PC/PA) (mg/g) fue de 4,9 = 0,1; 4,7 £ 0,1
¥ 5,4 = 0,2 en los grupos C57 sham, Gal-3 KO sham y
C57 IM, respectivamente (p = ns), mientras que este
indice se incrementd a 6,2 + 0,3 en el grupo Gal-3 KO
IM (p < 0,02 C57 sham y C57 IM vs. Gal-3 KO IM). Del
mismo modo, el grado de congestién pulmonar evaluada
por el cociente PP/PA (mg/g) fuede 5,9 + 0,3;6,2 = 0,1
¥ 6,2 = 0,2 en C57 sham, Gal-3 KO sham y C57 IM,
respectivamente (p = ns), pero se incrementé a 10,0 +
1,1 en el grupo Gal-3 KO IM (p < 0,04 C57 sham y C57
IM vs, Gal-3 KO IM). Estos resultados sugieren que la
eliminacién genética de Gal-3 aumenta la mortalidad,
la hipertrofia del miocardio y la congestién pulmonar
en la fase aguda del IM.
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El tamaifio del IM se incrementd significativamente
en animales Gal-3 KO. Fue de 39,4% + 5% en los ra-
tones C57 IM y de 66,8% * 5% en los animales Gal-3
KO IM (p < 0,002 C57 M1 vs. Gal-3 KO IM; Figura 1).
Ademds, en los animales Gal-3 KO IM se redujeron
en forma significativa la fibrosis en el 4rea del IM y
la infiltracién de macréfagos desde, respectivamente,
29% = 2% en los C57 IM a 14% =+ 2% en los Gal-3 KO
IM y desde 14% *+ 0,9% en los C57IM a 5% = 0,1% en
los Gal-3 KO IM (p < 0,001 C57 IM vs. Gal-3 KO IM;
Figuras 2 y 3), Sorprendentemente, esta disminucién
de la fibrosis y del infiltrado de macréfagos en la zona
del infarto fue independiente de cambios en la concen-
tracién de IL-6 (Figura 4). Esto sugiere que en el IM la
Gal-3 participa en el procese de reparacitn regulando
la infiltracién temprana de macréfagos y la fibrosis de
la zona del IM.

80 P< 0.002

Tamano de Infarto (%)

C57 (5) Gal-3KO (5)

Fig. 1. Tamafio del infarto en animales C57 y Gal-3 KO. Medician
realizada en cortes histolégicos tefiidos con tricrémico de Masson.

P< 0.001

40

Fibrosis en el
area de IM (%)
M2
=

C57 (5) Gal-3KO (4)

Fig. 2. Fibrosis en la zona del infarto a los 7 dias de evolucién en
cortes tefiidas con picrosinius red.
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Fig. 4, Concentracion de IL-6 en la zona del infarto evaluada por
ELISA,

F.ig. 5. Funcién ventricular evaluada a través de la fraccion de eyec-
cion ¥ la fraccion de acortamiento cbtenidas por ecocardiografia,

El déficit de Gal-3 también se asocit con el an-
mento de remodelacidn adversa, evidenciado por el
incremento de la dilatacién ventricular, evaluada eco-
cardiogrificamente por el DDVI y ol DSVI, que fueron
de 4,4 + 0,1 mm y 3,5 = 0,1 mm en el grupo C57 IM
y aumentaron a 48 = 0,2 mm y 4,1 = 0,2 mm en el
grupo Gal-3 KO IM (DDVI: p < 0,05 C57 IM vs. Gal-3
KO IM y DSVI: p = 0,01 C57 IM y Gal-3 KO IM vs.
C57 sham y p < 0,02 Gal-3 KO IM vs. C57 IM). Estos
resultados se confirmaron posteriormente durante la
autopsia, en donde se observd que los corazones de los
animales Gal-3 KO IM estaban macroscipicamente
més dilatados en comparacién con los corazones C57
IM. Al mismo tiempo, el IM produjo una disminucidn
de la FEy desde 71% + 5% a 47% * 2% y de la FAc
desde 35% + 4% a 20% = 1% en los grupos C57 sham
y C57 IM, respectivamente (p < 0,001 C57 IM vs. C57
sham; Figura 5). Esta reduccion fue alin mayor en el
grupo Gal-3 KO IM (37% = 3% y 15% = 2%, para FEy
y FAc, respectivamente) (p = 0,02 Gal KO IM vs. C57
IM; Figura 5).

Estos resultados proporcionan evidencia de que la
supresién genética de Gal-3 produce un efecto adverso

no solo sobre el IM y la remodelacidn temprana, sino
también sobre la funcién ventricular alos 7 dias pos-IM.

DISCUSION

En el presente trabajo mostramos por primera vez gue
la delecién genética de Gal-3 incrementa el tamafio
del IM concomitantemente con la disminucién del
infiltrado de macréfagos v del depésito de colégeno
para generar la cicatriz fibrética. Interesantemente,
la atenuacién del proceso inflamatorio ¥ reparativo
observado en animales Gal-3 KO ocurrié en forma
independiente de cambios en la coneentracién de IL-6,
una citocina proinflamatoria y profibritica, en la zona
del IM. A su vez, esto se acomparfi de una exacerbacin
de la_REF adversay mayor disfuncién ventricular, lo que
preg?:t;;uue al ftzs;larrnllﬁ de IC.

105 resultados refuerzan el concepto de que la
magnitud de Ia respuesta hlﬂm:mmmpmivag: du-
rante la reparacién de la zona del IM puede ser deter-
minante en la evolucién de los cambios estructurales
globales. (11, 12) Lasg citocinas, los leucocitos y lof
Gibroblastos son los efectores de este proceso reparativo
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que permite el reemplazo del miocardio necrético por
una cicatriz, (13, 14)

En nuestro trabajo utilizamos un modelo experi-
mental de IM en ratones. En este sentido, ratones C57
¥ Gal-3 KO fueron sometidos a la ligadura permanente
de la arteria coronaria descendente anterior durante
7 dins. Estudios recientes mostraron en ratas con IM
que a ese tiempo de evolucion alcanzan niveles pico de
Gal-3 plasmatica. (15) Estos hallazgos podrfan implicar
que la Gal-3 participa en la etapa inicial del proceso
reparativo del IM, regulando su cinética por medio de
la magnitud del infiltrado de macréfagos, el grado de
fibrosis en la zona infartada y la RV,

Diferentes lineas de investigacién mostraron que
drogas que son de uso corriente para el tratamiento de
la IC reducen la mortalidad y mejoran la evolucién de la
remodelacion luego del IM. Estos efectos se atribuyeron
primariamente a la disminucién de la carga hemodi-
némica del ventriculo y después a la disminucién de la
hipertrofia y la fibrosis. (3) Sin embargo, en trabajos
previos mostramos que el bloqueo del receptor AT1 de
la angiotensina Il desde el comienzo del IM reduce el in-
filtrado de macréfagos, linfocitos y coldgeno en la zona
del IM, retrasando la cicatrizacién de la zona del IM. (6)
Por otro lado, otros estudios que evaluaron el rol de la
Gal-3 en la respuesta a la lesién miocdrdica mostraron
que la infusién de angiotensina Il i vivo incrementaba
la expresion cardiaca de Gal-3, sugiriendo que el efecto
proinflamatorio de la primera padria ser parcialmente
mediado por las lectinas. Conjuntamente, se mostré
gue la Gal-3 miocardica incrementa el infiltrado de
macrofagos activos, la actividad fagocitica y la sintesis
de colégeno. (8) Otra investigacion evidencié que la
infusién de Gal-3 en el saco pericardico tiene un efecto
proinflamatorio, con produccidén de miocarditis, fibrosis
y disfuncién ventricular. (7) En contraste, el déficit de
Gal-3 redujo la inflamacién en la aterosclerosis. (16) Se
sugiri6 ademés que los niveles séricos de Gal-3 predicen
la mortalidad en pacientes con [C con FEy preservada
¥ que seria un marcador prondstico de IC incluso por
encima del péptido natriurético cerebral. (9}

Aqui mostramos por primera vez que el déficit de
(Gal-3 incrementa el tamario del IM y reduce el infiltrado
de maeréfagos y la fibrosis en la zona de lesién a los 7
dias de evolucidn. Estos resultados difieren de lo obser-
vado previamente por Li y colaboradores, (17) quienes
mostraron que la delecién de Akt2, una serinatreonina-
quinasa que fisioldgicamente estimula (18) el infiltrado
de macréfagos y la expresion de Gal-3 en la zona de
lesién miocardica, estuvo asociada indirectamente con
un tamano mayor del IM, hecho que sugiere que la Gal-3
podria favorecer el infiltrado inflamatorio aumentando
el tamano del IM. Esta discrepancia entre el trabajo de
Li y colaboradores y el nuestro podria deberse a que
ellos utilizaron un modelo experimental de isquemia y
reperfusidn, mientras que en nuestros animales reali-
zamos la ligadura permanente de la arteria coronaria.

También mostramos que el déficit de Gal-3 en
animales con IM incrementd la dilatacién ventricular
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¥ redujo la funcién sistolica. Estos efectos podrfan
explicarse, al menos en parte, por el incremento del
tamaiio del IM y la reduccidén del infiltrado de ma-
crélagos y de la fibrosis de la zona del IM, En este
estudio no pudimos discriminar en qué medida cada
uno de estos factores contribuyen a empeorar la re-
modelacién adversa y la disfuncién. Sin embargo, y
como ya se menciond, dado que cada uno constituye un
factor determinante en la evolucion de la RV, la suma
de ellos podria explicar el mecanismo por el cual el
déficit de Gal-3 produjo un efecto desfavorable sobre
la RV y la funcién ventricular. La concentracién de
IL-6 en la zona del infarto fue similar entre grupos, lo
cual sugiere que al menos a la semana posinfarto los
efectos de la Gal-3 sobre el infiltrado de macréfagos
y la fibrosis reparativa son independientes de la IL-6.
Estos resultados no son sorprendentes, ya que Kobara
y colaboradores encontraren recientemente que a los
7 dias pos-IM los niveles de IL-6 de la zona del infarto
son similares a los valores preisquémicos y a los de la
zona remota. (19)

COMNCLUSIONES

En resumen, nuestros datos muestran por primera
vez que la delecion genética de Gal-3 tiene efectos
desfavorables sobre la evolucién del proceso repara-
tivo pos-IM, pudiendo acelerar el desarrolle de IC.
Por ello, nuestros resultados sugieren que la Gal-3
es un factor esencial para el inicio y el desarrollo de
dicho proceso, la RV y la funcién ventricular, tanto en
el drea del IM como en las zonas no infartadas. A su
vez, enfatizan los hallazgos previos de nuestro grupo
referidos anteriormente. (6) [nvestigaciones nuevas
sobre los mecanismos intrinsecos regulados por la
Gal-3 durante el proceso reparativo del IM y cémo
estos podrian contribuir a la remodelacién global
nos permitirian comprender en detalle su rol en la
fisiopatologia del IM y la progresién a IC.
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