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1 GLOSARIO 

2-DG: 2 deoxiglucosa, inhibidor competitivo de la hexoquinasa. 

AKTi VIII: inhibidor competitivo del dominio de homología a pleckstrina de AKT.  

ANOVA: Análisis de varianza, análisis estadístico que compara las varianzas entre dos o 

más poblaciones. 

BAD: Bcl-2-associated death promoter, Proteína proapoptótica perteneciente a la familia 

BCL-2. 

ATP: nucleótido adenosina trifosfato. 

BAY 11-7082: inhibidor NF-κB, inhibe irreversiblemente la fosforilación de IκBα por el 

complejo IKK. 

Bcl-2: B-cell lymphoma 2, proteína antiapoptótica perteneciente a la familia BCL-2. 

Bcl-xl: B-cell lymphoma-extra large, proteína antiapoptótica perteneciente a la familia 

BCL-2. 

cDNA: DNA complementario obtenido de la reacción de transcripción reversa. 

CREATE-ECLA: The Clinical Trial of Metabolic Modulation in Acute Myocardial Infarction 

Treatment Evaluation-Estudios Cardiológicos Latinoamérica. 

cKO: deleción de gen específica en cardiomiocitos. 

C3: capasa 3, cisteinil aspartato proteasa ejecutora. 

CD106: cluster de diferenciación 106, VCAM-1, INCAM-110. 

CAMs: moléculas de adhesión celular. 

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium. 

ECV: grupo de enfermedades cardiovasculares. 

ERK1/2: Extracellular signal-regulated kinases, quinasas reguladas por señales 

extracelulares. 

GIK: medio de infusión cardioprotector que contiene Glucosa, Insulina y Potasio. 

GSK3: glicogeno sintasa quinasa 3, esta quinasa inhibe a la enzima glicógeno sintasa. 

HEPES: Buffer Ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazina-etano sulfónico. 

IGF-1: factor de crecimiento tipo insulina 1. 

IKK: quinasa de IκBα, complejo formado por unidades IKKα, IKKβ y NEMO. 

ICAM-1: Molécula de adhesión intercelular 1. 

Igs: proteínas inmunoglobulinas. 

IR: receptor de insulina, tetrámero formado por 2 subunidades alfas y dos subunidades 

betas, tiene dos Isoformas A y B. 
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IκB: inhibidor de kappa (κ) B, proteína que oculta la señal de localización nuclear del 

factor transcripcional NF-κB. 

I/R: Isquemia reperfusión, proceso por el cual disminuyen o desaparecen los nutrientes 

extracelulares de las células, que luego de un tiempo son restaurados. 

Insulina: Ins, hormona producida por el páncreas. 

IRS: Sustrato del receptor de insulina, proteína de andamiaje que participa en la 

señalización intracelular de insulina. 

MTP: poro de transición mitocondrial, complejo multiproteico que regula la permeabilidad 

de las mitocondrias y mecanismos de muerte celular como apoptosis y necrosis. 

MAPK: proteínas quinasas activadas por mitógenos. Señalización activada por factores 

de crecimiento que culmina con, entre otros, la activación de ERK. 

M199: medio de cultivo 199. 

NF-κB: factor nuclear kappa (k) B, factor transcripcional. 

PARP: Poli ADP ribosa polimerasa, enzima involucrada en la reparación del ADN y 

muerte celular, entre otras funciones. 

PBS: Tampón fosfato salino. Utilizado para el lavado de células, medio base para 

preparar otras soluciones y vehículo control de experimentos. 

PI3K: fosfatidilinositol 3 quinasa. Quinasa de fosfolípidos que participa en la señalización 

de insulina. 

PIP3: fosfatidilinositol 3, 4, 5 trisfosfato. 

PVDF (Membrana): membrana polifluoruro de vinilideno, se utiliza en el western blot para 

adsorber las proteínas separadas en la electroforesis. 

ROS: especies reactivas de oxígeno, compuestos químicos que provienen del oxígeno y 

que contienen un electrón desapareado. 

RIPA: tampón utilizado para lisar células y tejidos. 

SEM: Error estándar medio. Desviación estándar de la población divida por la raíz 

cuadrada del tamaño de la muestra. 

sI/R: Isquemia reperfusion simulada, proceso que simula las condiciones que ocurren 

durante la isquemia y la reperfusión. 

siControl: siRNA con secuencia generada al azar, se utiliza como control de transfección 

en experimentos de silenciamiento. 

siRNA: RNA interferente pequeño, oligonucleótido pequeño dirigido contra un mRNA 

especifico, su hibridación con el mRNA induce degradación de este, por lo cual hay 

reducción de los niveles de la proteína de interés de estudio. 
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siVCAM-1: siRNA con secuencia dirigida para el mRNA de VCAM-1. 

SBF: Suero Bovino Fetal. 

TBS-Tween: Tampón tris salino con tween. Solución que es utilizada para los lavados en 

la técnica de western blot. 

TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling. Técnica molecular 

para detectar degradación del DNA en la célula, lo cual incrementa durante la muerte 

celular por apoptosis y necrosis. 

VCAM-1: Molécula de adhesión celular vascular-1, CD106, INCAM-110. 

VDAC: Canal de aniones dependiente de voltaje, proteína que forma parte del poro de 

transición mitocondrial. 
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2 RESUMEN  

Las enfermedades cardiovasculares corresponden a la principal causa de muerte. 

En un corazón normal, insulina promueve incorporación de glucosa y su utilización 

estimulando la glicolisis, y estimulando la síntesis de proteínas. Por otro lado, 

durante isquemia/reperfusión, insulina promueve cardioprotección. Sin embargo, 

todos los estudios se han enfocado en estudiar el rol de insulina durante la 

reperfusión; por lo tanto, los efectos de esta hormona son desconocidos durante la 

isquemia. Además, antecedentes sugieren que el factor transcripcional NF-κB  

podría ser protector durante isquemia. NF-κB, controla una variedad de procesos 

antiapoptóticos, inflamatorios y de adhesión celular, entre otros. Una proteína 

controlada tanto por insulina como por NF-κB, en células endoteliales, es VCAM-1. 

Esta proteína es importante para el desarrollo del corazón y la diferenciación 

muscular. Por lo tanto, se estudiaron el rol de NF-κB y VCAM-1 y su regulación por 

insulina en el cardiomiocito isquémico. Para probar esto, cardiomiocitos neonatos 

fueron sometidos a isquemia simulada (IS) por 8 horas en ausencia o presencia de 

insulina 10 nM en combinación de diferentes tratamientos (inhibición de AKT 

mediante AKTi VIII, inhibición de NF-κB por BAY 11-7082 y reducción de VCAM-1 

por siRNA). Los efectos protectores de insulina fueron evaluados mediante conteo 

celular, actividad LDH presente en el medio, fragmentación del DNA. Insulina 

protegió frente a isquemia, disminuyendo la necrosis y apoptosis durante IS. La 

presencia de los inhibidores AKTi VIII y  BAY 11-7082 redujeron los efectos 

protectores de insulina. El silenciamiento de VCAM-1 también inhibió los efectos 

protectores de insulina en IS. Además, el silenciamiento de VCAM-1 resultó en 

aumento en la activación de AKT durante IS y menos respuesta frente la presencia 

de insulina. Estos resultados sugieren que insulina reduce la necrosis de los 

cardiomiocitos a través de la activación de AKT y NF-κB. Más aún, VCAM-1 

estaría regulando este rol protector de insulina durante IS a través de la regulación 

de AKT. Estos hallazgos aportan a clarificar el rol protector de insulina durante 

isquemia, y su posible utilización durante cirugías y trasplante de corazón. 

Finalmente, estos resultados dejan a la luz un nuevo rol de VCAM-1 en la 

señalización de insulina y apoyan la idea que activación de AKT no siempre es 

sinónimo de cardioprotección. 
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ABSTRACT: Role of Insulin/AKT/NF-κB/VCAM-1 axis in the protection of 

cardiomyocyte during ischemia. 

In Chile and worldwide cardiovascular diseases are the major causes of death. In 

the normal heart, insulin promotes glucose uptake and its utilization via glycolysis, 

regulates long-chain fatty acid uptake and protein synthesis. On the other hand, 

during ischemia/reperfusion, insulin promotes cardioprotection. Nevertheless, all 

studies have focused on insulin effects during reperfusion. Moreover, the 

transcription factor NF-κB seems to be protective against ischemia. VCAM-1 is a 

protein regulated by both insulin and NF-κB. Therefore, we explored the 

cardioprotective action of insulin and the role of AKT, NF-κB and VCAM-1 on the 

protective role of this hormone during ischemia. To test this, cultured neonatal rat 

cardiomyocytes were exposed to simulated ischemia by 8 hours in the absence or 

presence of insulin in combination with different treatments (AKT inhibition by AKTi 

VIII, NF-κB inhibition by BAY 11-7082 and VCAM-1 reduction by siRNA 

transfection). Cytoprotective effects of insulin were measured by cell count, LDH 

release and DNA. We found that insulin protected against simulated ischemia. 

Moreover, insulin protected cardiomyocytes from simulated ischemia by reducing 

necrotic cell death. Protective effects of insulin were dependent of AKT and NFκB. 

Additionally, silence of VCAM-1 inhibited insulin protection against simulated 

ischemia. We found that VCAM-1 silencing resulted in an AKT overactivation and 

less insulin response. These results show that insulin reduces ischemia-induced 

cardiomyocyte necrosis through an AKT and NF-κB dependent mechanism. 

Moreover, VCAM-1 regulates this protective role of insulin during ischemia. These 

novel findings clarify the role of insulin during ischemia and propose a new function 

of VCAM-1 as an insulin signaling regulator. 
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3 INTRODUCCIÓN 

3.1 Generalidades 

El corazón es un órgano vital que actúa como una “bomba”, el cual es responsable 

de que la sangre llegue a los distintos tejidos y células del organismo. Está 

constituido principalmente, por células endoteliales, musculares lisas, fibroblastos 

y cardiomiocitos1. Estos últimos tienen capacidad contráctil y son los que otorgan 

la función contráctil. Los cardiomiocitos son células altamente diferenciadas2 y 

aunque se ha descrito proliferación, ésta es extremadamente baja, menos del 

0,1%3. Por lo tanto, su capacidad de regeneración es casi nula. Además, el 

corazón está constantemente sometido a eventos estresores que pueden inducir 

diferentes formas de muerte celular4, lo cual podría traducirse en una menor 

función contráctil y menos expectativas de vida5. De hecho, la principal causa de 

muerte, en Chile (http://www.deis.cl) y el mundo (http://www.who.int), corresponde 

a enfermedades cardiovasculares (ECV). En el año 2008 se estimaron 17,3 

millones de personas fallecidas por ECV en el mundo, y para el 2030 se estima 

que un total de 23,6 millones de personas fallecerán. Dentro de las ECV se 

encuentran: hipertensión arterial, insuficiencia cardiaca, enfermedad cardiaca 

reumática, arritmias, aterosclerosis (y en esta, la enfermedad coronaria cardiaca), 

enfermedad cardiaca congénita y cardiomiopatías. Todas estas enfermedades, 

pero principalmente hipertensión arterial, insuficiencia cardíaca y enfermedad 

coronaria cardíaca pueden producir isquemia, es decir, privación de nutrientes y 

oxígeno a las células del corazón, lo que podría reflejarse en un infarto y 

finalmente la muerte del paciente. Por lo tanto, es urgente desarrollar terapias para 

el tratamiento de las ECV, en especial la isquemia o infarto cardíaco. 

3.2 Isquemia/Reperfusión (I/R) 

Isquemia cardiaca corresponde a una disminución parcial o total del flujo 

sanguíneo de alguna arteria, no obstante, también puede producirse por aumento 

de la demanda energética del tejido o durante intervenciones quirúrgicas para 

corregir el problema, por ejemplo, un trasplante de corazón6. Durante la isquemia, 

debido a falta de nutrientes y oxígeno, se incrementa la glicólisis y la producción 
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de ácido láctico, lo cual lleva a una disminución del pH en los cardiomiocitos. Este 

incremento en la concentración de protones intracelulares estimula a los 

intercambiadores Na+/H+7.  Luego, producto de la disminución del ATP se reduce 

el funcionamiento de los diferentes mecanismos de transporte activo, aumentando 

la concentración intracelular de Na+, lo que estimula a los intercambiadores 

Na+/Ca2+, elevándose la concentración de Ca2+ intracelular8,9. Además, todo este 

movimiento de iones y acumulación de metabolitos, como el lactato, llevan a un 

incremento de la osmolaridad intracelular, y por lo tanto movimiento de agua hacia 

el medio intracelular generando hinchamiento de las células 10, y finalmente una 

posible ruptura de los compartimentos membranosos como mitocondrias y 

lisosomas (Figura 1). Por otro lado, el bajo pH puede disminuir la activación del 

poro de transición mitocondrial (MTP), un factor importante en la muerte celular. Si 

el episodio de isquemia no es muy prolongado, posiblemente los cardiomiocitos 

serán capaces de compensarla. Por ejemplo: la isquemia puede ser compensada 

mediante autofagia, mecanismo por el cual se reciclan diferentes componentes y 

sustratos celulares4. Además, si la reducción en los niveles de ATP no es tan 

drástica, distintas bombas transportadoras (Na+/K+ATPasa, H+ y SERCA) pueden 

amortiguar los cambios de osmolaridad. También, se ha descrito que los 

cardiomiocitos poseen transportadores de lactato, que funcionan en simporte con 

protones, presentando una alta capacidad para el transporte de este metabolito, 

esto es relevante ya que durante la isquemia el lactato debe ser rápidamente 

sacado de la célula para evitar cambios de pH y osmolaridad11. En resumen, 

mientras mayor sea el tiempo de isquemia mayor será el daño causado por esta 

condición. 
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Figura 1. Representación de los mecanismos moleculares que generan daño durante la 
isquemia. Debido a la disminución de los nutrientes se induce la formación de ácido 
láctico, lo cual disminuye el pH al interior del cardiomiocito. Producto del aumento de la 
concentración de protones, los intercambiadores Na+/H+ comienzan a trabajar en modo 
reverso, sacando protones e ingresando sodio. Luego, los intercambiadores Na+/Ca2+ 
sacan sodio e ingresan calcio. Este desbalance de iones, ingreso de calcio y falta de ATP, 
puede significar alteraciones en la permeabilidad de la membrana, activación de 
proteasas y finalmente la inducción de muerte celular12. 
 

Una vez que se restaura el flujo sanguíneo, en la reperfusión, las células 

nuevamente están en presencia de un ambiente rico en nutrientes y oxígeno, sin 

embargo, el pH en el medio extracelular ya no es tan ácido como en la situación 

de isquemia, por lo tanto la gradiente que estimula a los intercambiadores Na+/H+ 

se incrementa, y el desbalance de iones se hace aún mayor, generándose una 

entrada excesiva de Ca2+. Este incremento sostenido de las concentraciones de 

Ca2+ puede llevar a la activación de proteasas como caspasas y calpainas13,14, las 

cuales podrían degradar proteínas funcionales y estructurales del cardiomiocito15. 

De hecho, se ha reportado que el uso de inhibidores de intercambiadores Na+/H+ y 

Na+/Ca2+, disminuye el daño cardiaco7,8,16. Además, en la mitocondria se produce 

incremento del ingreso de Ca2+, y con la recuperación del metabolismo aeróbico, 
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se generan especies reactivas de oxígeno (ROS). Todo esto favorece la apertura 

del MTP17, luego disminuye el ATP y se genera una pérdida de la homeostasis de 

iones. Finalmente, se gatillan distintos mecanismos de muerte en el cardiomiocito4 

(Figura 2). 

Debido a que en un infarto al miocardio, en una intervención quirúrgica o en un  

trasplante, ocurre primero isquemia y luego reperfusión, gran parte de los estudios 

se han enfocado en estudiar lo que sucede en la reperfusión, y aunque los 

mecanismos moleculares de la isquemia y la reperfusión son diferentes, es claro 

que en ambos procesos hay daño y muerte celular. Por ende, es importante 

determinar los mecanismos celulares que reduzcan la muerte de los 

cardiomiocitos tanto en isquemia como en reperfusión. 

 
Figura 2. Mecanismos moleculares que generan daño durante la reperfusión. Luego 
de la isquemia cuando los nutrientes son restablecidos junto con el pH, en el interior del 
cardiomiocito los protones aún continúan elevados, esta gradiente favorece mucho más el 
juego de intercambiadores, gatillándose una excesiva entrada de calcio y desbalance de 
iones. Por otro lado, la restauración de los nutrientes induce un exceso en la producción 
de ROS mitocondriales. Todo esto se traduce en daño y muerte celular12. 

 

 

ROS 
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3.3 Cardioprotección de insulina 

En 1962 Sodi-Pallares et al realizaron infusiones intravenosas de Glucosa, 

Insulina y Potasio (GIK) a pacientes luego de un infarto agudo al miocardio, 

observando mejor recuperación18. Esta observación marcó el inicio de la 

descripción de los mecanismos por los cuales insulina sería un agente 

cardioprotector. En el corazón, la insulina regula diversos procesos: el 

metabolismo de la glucosa y los lípidos, el tamaño celular y la función contráctil, 

entre muchos otros19. En efecto, corazones de ratones mutantes carentes del 

receptor de insulina (RI) presentan una disminución en los siguientes parámetros: 

el tamaño, la incorporación de glucosa, las reservas de glicógeno, y la función 

cardiaca19. También se ha descrito que esta hormona incrementa la función 

contráctil en presencia de menor presión parcial de oxígeno, en un modelo de 

isquemia por baja perfusión del corazón en caninos20,21. En modelo de isquemia 

regional en perfusión por Langendorff se ha descrito que la presencia de la 

hormona insulina disminuye el tamaño del infarto22. Por otro lado, en el modelo de 

cultivo primario de cardiomiocitos neonatos se ha observado que insulina porduce 

los siguientes efectos: a) su ausencia incrementan ROS, produce daño del DNA 

mitocondrial y aumenta la apoptosis23; b) inhibe la apoptosis inducida por 

isquemia/reoxigenación24; c) inhibe el daño inducido por la estimulación β-

adrenérgica durante I/R25. En clínica, esta hormona se ha utilizado en 

intervenciones quirúrgicas de bypass coronario optativas, observándose 

disminución del daño cardiaco6. Por el contrario, en un meta análisis de ensayo 

clínico denominado CREATE-ECLA (The Clinical Trial of Metabolic Modulation in 

Acute Myocardial Infarction Treatment Evaluation-Estudios Cardiológicos 

Latinoamérica) no encontraron resultados positivos en la utilización de GIK26. Esta 

incongruencia en los efectos protectores de insulina, en el uso clínico frente a la 

isquemia cardíaca, se han atribuido a la temporalidad en la cual se ha 

administrado insulina, por lo cual se ha propuesto que utilizar insulina en etapas 

tempranas de la isquemia sería más efectivo27. 
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3.4 Señalización de insulina en corazón 

Insulina es una hormona peptídica de 51 aminoácidos formada por dos péptidos, A 

y B, de 21 y 30 aminoácidos respectivamente, unidos por dos puentes disúlfuro28. 

Esta hormona participa en la regulación de la homeostasis de la glucosa, a través 

de la estimulación del ingreso de glucosa a la célula, principalmente células 

musculares y adiposas. El RI corresponde a un tetrámero formado por dos 

subunidades α extracelulares y dos β transmembrana expuestas hacia el citosol, 

las cuales se unen por puentes disúlfuro. Este receptor presenta actividad tirosina 

quinasa intrínseca en las subunidades β, las cuales son inhibidas alostéricamente 

por las subunidades α. El RI, en presencia de insulina, sufre un cambio 

conformacional en las subunidades α, que dejan de inhibir, activando a las 

tirosinas quinasa intrínseca de las subunidades β29. Luego, el RI activado fosforila 

a IRS 1/2 (insulin receptor substrate protein 1/2)30,31, entre muchos otros, lo cual 

desencadena principalmente dos cascadas río abajo: a) Vía PI3K/AKT, que regula: 

glicogénesis32, síntesis de proteínas, autofagia, sobrevida celular33, ingreso de 

glucosa a la célula34 y transcripción de genes35. b) Vía MAPK ERK 1/2 

(extracelular signal-regulated kinases), que inhibe la apoptosis36, estimula la 

síntesis de proteínas37 y regula la transcripción de genes38,39.  Estas dos vías son 

claves en los efectos protectores de insulina. De hecho, el precondicionamiento de 

cultivos primarios de cardiomiocitos, con pequeños ciclos de 

hipoxia/reoxigenación, protege del daño que produce una hipoxia/reoxigenación 

más prolongada40. Esto debido a que el precondicionamiento activa a AKT, lo cual 

inhibe la apoptosis por fosforilación de BAD (Bcl-2-associated death promoter); 

menor liberación mitocondrial del citocromo c; y prevención de la activación de 

caspasas40. De manera similar, la inhibición de ERK 1/2 durante 

isquemia/reoxigenación en modelo de cultivo primario de cardiomiocitos neonatos 

y Langendorff incrementa la apoptosis y disminuye funcionalidad cardiaca41.   

Existen evidencias que insulina puede activar y modular al factor transcripcional 

NF-κB (nuclear factor kappa B)42–45. Por ejemplo, Iwasaki et al observaron que 
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insulina, en línea celular de hepatocito, incrementó la actividad transcripcional de 

NF-κB determinada mediante gen reportero luciferasa43. Mackesy et al mostraron 

que insulina incrementa translocación nuclear de NF-κB44. Además, previamente 

nuestro grupo describió, en cardiomiocitos, que la proteína mitocondrial OPA-1 q 

participa en la fusión mitocondrial, es regulada por la vía insulina/AKT/NF-κB46. 

También está descrito que señales río abajo de insulina, como PI3K/AKT y/o 

ERK1/2, también pueden activar  NF-κB42,47–50. Sin embargo, se desconoce si 

insulina puede inducir la activación de NF-κB en isquemia. 

3.5 NF-κB: potencial efector en la protección de insulina 

 En condiciones basales, sin estímulos como factores de crecimiento e 

interleuquinas, el dímero NF-κB se encuentra inactivo y secuestrado en el 

citoplasma por la proteína IκBα (inhibidor de kappa B alfa). En presencia de 

estímulo, se activa el complejo IKK (quinasa de IκB), que fosforila a IκBα, 

induciendo su ubiquitinación y degradación. Este evento libera al dímero NF-κB, 

exponiendo su señal de localización nuclear, lo cual permite su transporte al 

núcleo, donde se une a secuencias de DNA específicas (5’-GGGACTTTC-3’) para 

regular la expresión genes. Finalmente, esto se traduce en efectos celulares que 

influyen en la sobrevida, proliferación, inflamación y apoptosis, entre muchos 

otros51. 

 Respecto al rol de NF-κB durante I/R, se ha observado in vivo que ratones 

mutantes que expresan un súper-represor de NF-κB, presentan incremento en el 

tamaño de infarto y de células apoptóticas luego de ligación coronaria52. Así 

mismo, ex vivo en modelo Langendorff, el precondicionamiento con pequeños 

ciclos de I/R estaría protegiendo de isquemia prolongada mediante la activación 

de NF-κB53,54. Por lo tanto, estos antecedentes sugieren que NF-κB cumple un 

papel importante en la protección frente a I/R. No obstante, la regulación de NF-κB 

por insulina durante la isquemia y la función de esta señalización son 

desconocidos. NF-κB es un factor transcripcional que regula muchas funciones en 

la célula, entre ellas la adhesión celular a través de la transcripción de genes como 

ICAM-1 y VCAM-1.  
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3.6 VCAM-1 (molécula de adhesión celular vascular-1)/CD106/INCAM-110 

Las interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular cumplen 

importantes funciones como sobrevida y proliferación celular, mantención de la 

integridad de un tejido, organogénesis y respuesta inflamatoria, entre muchas 

otras55. Dentro de las proteínas que participan en estas interacciones, se 

encuentran las integrinas, cadherinas, selectinas y las moléculas de adhesión 

celular (CAMs)55. Estas últimas, que principalmente participan en interacciones 

célula-célula, pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas (Igs), las 

cuales se caracterizan por tener una región extracelular con repeticiones de 

dominios tipo Igs, una zona transmembrana y un carboxilo terminal bastante 

conservado56. Dentro de las CAMs se encuentran proteínas como PECAM, NCAM, 

ICAM-1/2/3 y VCAM-1, entre otras. 

 VCAM-1 se expresa en varios tejidos57, pero su función se ha estudiado 

principalmente en endotelio vascular. A rasgos generales, durante la inflamación 

se liberan citoquinas y otros factores que incrementan los niveles e inducen la 

exposición de VCAM-1 a la superficie de celular. Esto permite el reclutamiento y 

adhesión de células, principalmente leucocitos, por medio de la interacción con su 

ligando integrina α4β1 que se encuentra presente en la superficie de los leucocitos. 

Finalmente, VCAM-1 junto a otras moléculas de adhesión inducen el rearreglo del 

citoesqueleto y la disociación de las interacciones entre las células endoteliales, 

permitiendo la transmigración y extravasación de los leucocitos hacia la zona del 

daño58,59. 

 La síntesis de VCAM-1 puede ser inducido por varios factores, por ejemplo: 

agentes microbianos como lipopolisacárido (LPS)60 y citoquinas proinflamatorias 

como TNFα inducen su expresión  en células endoteliales57; hipoxia incrementa 

los niveles de VCAM-1 en la línea celular de cardiomiocitos HL-161; altos niveles 

de glucosa y lípidos inducen su expresión en vasos sanguíneos de retina de 

ratón62. Siendo la vía clásica de inducción de VCAM-1 a través de la activación de 

NF-κB57,63–66.   
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VCAM-1 cumple un rol el sistema cardiovascular, pues ratones que carecen del 

gen que codifica para VCAM-1 no son viables ya que no desarrollan 

correctamente el corazón y la placenta67. Además, la deleción de su ligando, 

integrina α4, genera un fenotipo similar68. VCAM-1 participa en el desarrollo 

muscular, permitiendo la organización y fusión de los mioblastos69. Asimismo, esta 

proteína promueve la fusión de células hematopoyéticas y línea celular HL-1 en 

respuesta a hipoxia 61. También,  la interacción VCAM-1/integrina α4β1, en modelo 

de rata, participa en la inervación simpática del corazón70. Interesantemente, dos 

trabajos propusieron a esta proteína como marcador de diferenciación de 

cardiomiocitos obtenidos a partir de células troncales y embrionarias inducidas71,72. 

VCAM-1, induce activación de PI3K y ERK1/2. En modelo de células musculares 

lisas humanas induce activación de ERK1/273. En modelo de cáncer activa la rama 

de señalización PI3K/AKT, estimulando la sobrevida de células de cáncer de 

mama que hacen metástasis hacia los pulmones74. También, nuestro grupo 

detectó altos niveles de VCAM-1 en cardiomiocitos presentes en biopsias de 

corazón humano75. Esta proteína, en células endoteliales presenta niveles muy 

bajos. Por el contrario, en células musculares y otros tipos celulares su expresión 

es constitutiva 57,75,76. Todos estos antecedentes sugieren que VCAM-1 podría 

tener una función clave en el corazón y los cardiomiocitos. Finalmente, se ha 

descrito que insulina incrementa los niveles de VCAM-1 en modelo de células 

endoteliales 44,45,77. Por lo tanto, los efectos cardioprotectores de insulina podrían 

estar regulados por NF-κB y/o VCAM-1. 
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4 HIPÓTESIS Y OBJETIVOS  

Los efectos cardioprotectores de insulina frente a I/R aún son controversiales. 

Insulina activa NF-κB46, en condiciones de normoxia, sin embargo, la activación y 

el rol de esta vía durante isquemia son desconocidos. En células endoteliales, 

lainsulina incrementa los niveles de VCAM-145,77. A esta proteína se le han 

atribuido otras funciones no relacionadas con inflamación, entre estas: es esencial 

para el desarrollo del corazón67,78; participa en la diferenciación muscular69; fue 

propuesta como marcador de diferenciación de cardiomiocitos a partir de células 

troncales inducidas71,72; en ratas, participa en la inervación simpática del 

corazón70; en células de cáncer transmite señales de sobrevida74; sus niveles se 

encuentran elevados en cardiomiocitos de biopsias auriculares humanas75. Por lo 

tanto, VCAM-1 podría regular alguna función importante en el cardiomiocito y/o 

participar en la función protectora de insulina frente a isquemia. En base a los 

antecedentes se propone que insulina podría proteger de la isquemia a través de 

la activación de NF-κB, y además esta cardioprotección sería afectada por la 

disminución de VCAM-1. 

4.1 HIPÓTESIS 

“VCAM-1 es necesario para la función protectora de insulina en un modelo 

de isquemia simulada en cardiomiocitos de rata neonata” 

4.2 OBJETIVO GENERAL: 

Demostrar que VCAM-1 participa en la función cardioprotectora de insulina en un 

modelo de isquemia simulada en cardiomiocitos de rata neonata. 

4.3 OBJETIVOS ESPECÍFICOS:  

1. Demostrar que insulina protege de la muerte en el modelo de isquemia 

simulada en cardiomiocitos de rata neonata. 

2. Evaluar el efecto de la disminución de VCAM-1 en la protección por insulina 

en isquemia simulada.  

3. Estudiar el efecto de la disminución de VCAM-1 en la señalización de 

insulina durante isquemia simulada. 
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5 METODOLOGÍA.  

5.1 Animales.  

Ratas Sprague-Dawley se obtubieron del bioterio de la Facultad de Cs. Químicas y 

Farmacéuticas de la Universidad de Chile. Los estudios se revisaron y aprobaron 

por el Comité de Bioética de la Facultad de Cs. Químicas y Farmacéuticas de la U. 

de Chile, en acuerdo con “National Institutes of Health Guide for the Care and Use 

of Laboratory Animals”. 

5.2 Cultivo de cardiomiocitos neonatos.  

Los cardiomiocitos se aislaron de corazones de ratas de 1 a 3 días de edad de 

acuerdo a un protocolo previamente descrito79. Brevemente, los corazones 

aislados se disgregaron mecánicamente mediante bisturí y se sometieron a 

sucesivas digestiones enzimáticas con colagenasa tipo II (0.2 mg/mL) y 

pancreatina (0.6 mg/mL). Luego, las células se preplaquearon para enriquecer el 

cultivo en cardiomiocitos y descartar otros tipos celulares. La fracción de 

cardiomiocitos se sembró a una densidad de 1x106/mm2 sobre placas de 35 mm 

precubiertas con gelatina y mantenidas con medio cultivo para cardiomiocitos, 

DMEM:M199 (4:1) suplementado con 10% SBF (Suero Bovino Fetal) y antibióticos 

por 24 horas en un incubador a 37 °C, 5% CO2 y 95% aire.  

5.3 Isquemia simulada (IS). 

1x106 cardiomiocitos se sembraron en placas de 35 mm, luego de 48 horas se 

sometieron a isquemia simulada [en mM]: HEPES [5], 2-deoxi-glucosa [10], NaCl 

[139], KCl [12], MgCl2 [0.5], CaCl2 [1.3], ácido láctico [20], pH 6.2. Luego, las 

células se colocaron al interior de una cámara sellada, a la cual se le desplazo el 

O2 mediante 100%  N2 (O2 <1%) inyectado durante 30 minutos. Finalemente, la 

cámara se dejó incubando a 37°C por 8 horas –excepto  figura 37, donde la 

isquemia fue efectuada durante 1 hora– en presencia o ausencia de insulina. La 

falta de glucosa y otros nutrientes, el bajo pH, las altas concentraciones de potasio 

y lactato simulan lo ocurrido durante isquemia cardiaca in vivo. Protocolo adaptado 

de Pedrozo et al15. Debido a disponibilidad técnica, para los objetivos 2 y 3, las IS 

se realizaron con una composición de gases 95% N2 y 5% CO2 (O2 <1%), los 
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porcentajes de muerte y protección fueron comparados mediante liberación de 

LDH al medio, se observaron niveles de muerte celular similares (Figura Anexa 

A1).    

5.4 PCR en tiempo real.  

El RNA total se extrajo mediante mini columnas de EZNA, luego se cuantificó por 

absorbancia a 260/280 nm mediante nanodrop. Después,  a partir de 1 μg de RNA 

se realizó transcripción inversa para generar el cDNA. El programa de PCR  en 

tiempo real (LightCycler® 480 Instrument, Roche) que se utilizó, fue el siguiente: 1 

ciclo (95°C por 10 minutos), 40 ciclos (95°C por 10 segundos, 60°C por 15 

segundos, y 72°C por 15 segundos), y  1 ciclo (95°C por 30 segundos, 60°C por 

30 segundos, y 95°C por 30 segundos). Se utilizaron partidores específicos para 

rata (Tabla 1).  Los partidores para Vcam-1 (número de acceso NM_012889.1) se 

diseñaron mediante la utilización de los softwares PerlPrimer 

(http://perlprimer.sourceforge.net/) y Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). 

Brevemente, el cDNA obtenido de células controles se diluyó en seriadamente en 

1:5, 1:50, 1:500, 1:5000 y 1:50000. Luego, se realizó la reacción de PCR en las 

condiciones descritas arriba. Se determinó eficiencia y curvas de disociación de 

los productos de PCR (Figuras Anexas A2). Como controles endógenos se 

utilizaron Gapdh y 18S46,80. 

Tabla 1. Secuencia partidores utilizados para la detección de mRNA específicos. 

Partidor Secuencia 

Vcam-1 sentido   5’-ACACCGGGAAAGCTCTTGTT-3’ 

Vcam-1 antisentido 5’-TTGAGCAGGTCAGGTTCACA-3’ 

Gapdh, sentido 5’-GACATGCCGCCTGGAGAAAC-3’ 

Gapdh, antisentido 5’-AGCCCAGGATGCCCTTTAGT-3 

18S rRNA, sentido 5’- GGATCCATTGGAGGGCAAGT-3’, 

18S rRNA, antisentido 5’-ACGAGCTTTTTAACTGCAGCAA-3’ 

5.5 Extractos celulares y cuantificación de proteínas.  

Las células obtenidas de las distintas condiciones experimentales se lisaron con 

amortiguador  RIPA (Tris-HCl pH 7,5 50 mM; NP-40 1%; deoxicolato de sodio 2,5 

mM, dodecil sulfato de sodio 0,1%; NaCl 150 mM; EDTA 2 mM; NaF 50 mM; 

suplementado con inhibidores de proteasa y fosfatasa), luego se sonicaron por 4 
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minutos y centrifugaron a 10000 rpm por 10 minutos a 4°C, los sobrenadantes se 

recuperaron y guardaron a -80°C hasta su uso. 

Para la obtención de los extractos citosólicos y pellets nucleares los cardiomiocitos 

fueron tripsinisados y centrifugados a 500 x g por 5 minutos, luego fueron lavados 

con PBS y centrifugados a 500 x g por 5 minutos. Luego, se realizó una lisis 

hipotónica de acuerdo a las instrucciones del kit NE-PER (ThermoFisher 

Scientific). Finalmente, se obtuvieron los extractos citosólicos y pellets nucleares, 

estos últimos fueron lavados con PBS con el fin de eliminar la contaminación 

citosólica.  Las proteínas se cuantificaron mediante Bradford (Sigma-Aldrich) y las 

diferentes muestras se guardaron a -80°C hasta su uso. 

5.6 Determinación de VCAM-1 soluble. 

Luego de realizar la IS en presencia o ausencia de insulina, se colectó el 

sobrenandate isquémico y se centrifugó a 15000 x g a fin de descartar los restos 

celulares. Luego, se recuperó el sobrenadante y fue concentrado 10 veces 

mediante columnas Microcon-10kDa según las instrucciones del fabricante    

(Merk MilliPore). Luego de sucesivas centrifugaciones, 1 mL fue concentrado a 

100 uL. Se invirtió la columna y se recuperó el volumen remanente de esta (~100 

uL). Se agregó tampón de carga y se realizó una electroforesis con 50 uL del 

sobrenante. Finalmente, las proteínas fueron detectadas por western blot. La 

forma soluble de VCAM-1 es cortada al final de la región transmembrena, 

generadose un producto de alrededor de los 100-110 kDa81,82. Estas columnas 

permiten filtrar todas las moléculas con tamaños menores a 10 kDa, por lo tanto, a 

medida que disminuye el volumen el medio, este se va enriequeciendo en 

moléculas de pesos moleculares mayores a 10 kDa, entre ellas, VCAM-1 soluble.       

5.7 Electroforesis de proteínas y electrotransferencia 

40 μg de proteínas fueron cargadas en geles SDS-PAGE en gradiente 20-5%, la 

electroforesis fue realizada a 120 V por 2 horas. Terminada la electroforesis, las 

proteínas fueron transferidas a una membrana de PVDF (polifluoruro de vinilideno) 

a 400 mA por 1,5 horas (obejtivo 1), o transferidas a nitrocelulosa a 25 Volts por 7 

minutos (Tans-Blot Turbo blotting system, Bio-Rad) (Objetivos 2 y 3). 
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5.8 Western blot.  

Las membranas de PVDF, utilizadas en objetivo 1; o nitrocelulosa, utilizadas en 

objetivos 2 y 3, se bloquearon por 30 minutos con 3% leche descremanda en TBS-

Tween 0,1% (tampón tris salino-tween), después se incubaron con los respectivos 

anticuerpos primarios toda la noche a 4 °C (Tabla 2). Luego, las membranas se 

incubaron por 1 hora a temperatura ambiente con anticuerpos secundarios 

conjugados con peroxidasa (objetivo 1) o conjugados con sondas fluorescentes 

(objetivo 2 y 3). Finalmente, las imágenes se adquirieron en un equipo de captura 

digital de luminiscencia (Syngene G:BOX, objetivo 1) o mediante captura digital de 

infrarrojo (ODYSSEY CLx imager, objetivos 2 y 3). 

Tabla 2. Anticuerpos utilizados. La dilución 1/50 fue utilizadas para las 
inmunofluorescencias. Todas las otras diluciones fueron utilizadas para los western blots. 
pS, fosforilación en residuo de serina; pT, fosforilación en residuo de treonina; pY, 
fosforilación en residuo de tirosina. CS, Cell Signalling. SC, Santa Cruz. 

Anticuerpo Código Dilución 

AKT ratón CS 2920 1/2000 

pS473 AKT conejo CS 4060 1/2000 

pT308 AKT conejo CS 2975 1/1000 

GSK3α/β conejo CS 5676 1/1000 

pS21/9 GSK3α/β conejo CS 9331 1/1000 

Caspasa 3 conejo CS 9665 1/1000 

PARP conejo CS 9532 1/1000 

p65 conejo CS 8242 1/1000 

pS536 p65 conejo CS 3033 1/1000 

IkBα ratón CS 4814 1/1000 

ERK1/2 conejo CS 9107 1/1000 

pT202/pY204 ERK1/2 conejo CS 4376 1/1000 

BAD conejo CS 9239 1/1000 

pS136 BAD conejo CS 4366 1/1000 

IRS1 conejo CS 3407 1/1000 

pS307 IRS1 conejo CS 2381 1/1000 

S6 ratón CS 2317 1/1000 

pS240/244 S6 conejo CS 5364 1/1000 

GAPDH conejo CS 2118 1/1000 

β-actina ratón CS 3700 1/1000 

VCAM-1 conejo C-19 SC 1504 1/50 1/200 1/1000 

VCAM-1 conejo H-276 SC 8304 1//50 1/200 

VCAM-1 ratón MR106 SC 53548 1/50 1/200 
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5.9 Transfección de cardiomiocitos.  

Los cardiomiocitos fueron transfectados con siRNA, para VCAM-1 y control 

scramble (Tabla 3), mediante RNAiMAX (Life Technologies) según las 

instrucciones del fabricante. Brevemente, al día siguiente del sembrado, los 

cardiomiocitos fueron lavados 3 veces con PBS, luego fueron incubados con 

lipofectamina RNAiMAX preparada en Opti-MEM durante toda la noche. Al día 

siguiente esta solución se cambió por medio de mantención de cardiomiocitos. 

Finalmente, todos los experimentos se realizaron 48 horas luego de realizar la 

transfección. El silenciamiento de VCAM-1 se denominó siVCAM-1 y el 

silenciamiento control como siControl. 

Tabla 3. siRNAs utilizados en los experimentos de transfección. Para los experimentos se 
escogió el mix de dos siVCAM-1 1+2 (Figura Anexa A3). 

siRNA Sigma-Aldrich código concentración 

siVCAM-1 1 SASI_Rn01_00066469 100 nM 

siVCAM-1 2 SASI_Rn01_00066470 100 nM 

Mezcla siVCAM-1 1+2  50 nM 1 + 50 nM 2 

siControl SIC001 100 nM 

5.10 Evaluación de la muerte celular.  

Los cardiomiocitos, se sometieron a IS en presencia o ausencia de insulina, se 

analizó la muerte celular por: a) viabilidad, mediante exclusión por azul de Tripán. 

Las células fueron lavadas con PBS y luego resuspendidas con tripsina por 2 

minutos, después rápidamente fueron teñidas con azul de Tripán, y se contaron 

células vivas (no teñidas azules); b) degradación de DNA por TUNEL, se 

determinó el número de células TUNEL positivias [mediante In Situ Cell Death 

Detection Kit Fluorescein (Roche)] del promedio de 3 campos al azar obtenidos 

por microscopía de epifluorescencia para cada experimento independiente; c) 

población subG1,  mediante citometría de flujo se detectaron los niveles de 

ioduro de propidio incorporado a las células15; c) Necrosis, se determinó la 

actividad de la enzima deshidrogenasa láctica (LDH) presente en el medio cultivo 

(Promega). Los resultados se expresaron como porcentaje de cambio respecto al 

control de normoxia.  
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5.11 Inmunofluorescencia.  

Los cardiomiocitos se sebraron sobre un cubreobjeto y expuestos a las diferentes 

condiciones experimentales. Las células se fijaron con paraformaldehído al 4% por 

10 minutos, se permeabilizaron con Tritón X-100 al 0.1% en PBS por 10 minutos 

(este paso fue omitido en las condiciones sin permeabilizar), luego se bloquearon 

con BSA 1% en PBS a temperatura ambiente por 1 hora. Luego,  se incubaron con 

anticuerpo primario a 4ºC toda la noche, se lavaron con PBS e incubaron con su 

respectivo anticuerpo secundario diluido en 1% BSA en PBS por 1 hora a 

temperatura ambiente. Los cubreobjetos con las células se colocaron en 

portaobjetos  mediante medio de montaje (Dako Denmark), y finalmente se 

observaron al microscopio de epifluorescencia y/o confocal (LSM510, Carl Zeiss). 

5.12 Análisis de imágenes.  

Las imágenes para densitometría se cuantificaron con el software UN-SCAN-IT gel 

(versión 6.1). Las imágenes obtenidas por inmunofluorescencia se procesaron 

mediante ImageJ (versión 1.48v).  

5.13 Expresión de resultados y análisis estadístico.  

Los resultados se expresaron como promedio ± SEM (error estándar medio). Se 

realizaron al menos 3 experimentos independientes para cada condición de 

trabajo y se presentó la figura representativa del experimento. Las comparaciones 

entre los distintos grupos experimentales se realizaron utilizando el software 

GraphPad Prism 6 realizando t-Student para 2 grupos o ANOVA para más de dos 

grupos (una vía o dos vías, para una o dos condiciones respectivamente). Se 

utilizó un Post test Tukey. Se estableció como nivel de significancia un p ≤ 0,05. 
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6 DISEÑO EXPERIMENTAL 

6.1 Demostrar que insulina protege de la muerte en el modelo de IS en 

cardiomiocitos de rata neonata. 

Raciocinio: Debido a que la función protectora de insulina frente a infarto cardiaco 

aún permanece en discusión, este trabajo de tesis evaluó si insulina es protectora 

frente a un modelo de IS en cardiomiocitos. Ya que previamente nuestro grupo 

demostró que la vía insulina/AKT/NF-κB regula el metabolismo del cardiomiocito 

en condiciones de normoxia83. Por lo tanto, se evaluó la participación de esta vía 

en la protección frente a IS.  

Diseño experimental: cultivos primarios de cardiomiocitos fueron incubados con y 

sin insulina 10 nM, luego fueron sometidos a IS. Se determinó el efecto protector 

de insulina frente a isquemia mediante muerte por: a) Viabilidad por exclusión por 

azul de Tripán. b) Apoptosis, por TUNEL y/o mediante ioduro de propidio para 

detectar población subG1 por citometría de flujo; c) Necrosis por LDH en el medio 

de cultivo. Para estudiar la activación de AKT se analizó la fosforilación de su 

“loop” de activación (pT308), la fosforilación regulatoria que permite a esta quinasa 

estar en una conformación activa (pS473), y se medió la fosforilación de uno de 

sus sustratos BAD (pS136)33,84. La activación de NF-κB se determinó mediante: 

translocación nuclear de la subunidad p65 por inmunofluorescencia, activación de 

NF-κB por fosforilación de la subunidad p65 (pS536) y niveles de IκB-α (total) por 

western blot. Para comprobar la participación de este factor se realizó IS por 8 

horas en presencia y ausencia de insulina, se intervinieron las vías de señalización 

mediante los inhibidores AKTi VIII (inhibidor competitivo del dominio de homología 

a pleckstrina de AKT) y BAY 11-7082 (inhibidor irreversible de la vía NF-κB, que 

actúa sobre el complejo IKK).  

6.2 Evaluar el rol de VCAM-1 en la protección por insulina en el modelo de 

IS. 

Raciocinio: VCAM-1 es esencial para el desarrollo del corazón67,68,78, se ha 

propuesto como marcador de diferenciación de cardiomiocitos a partir de células 
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troncales inducidas71,72 y diferenciación muscular69. Además, se ha descrito en 

células endoteliales que insulina incrementa los niveles de VCAM-145,77,85 y en 

modelo de resistencia a insulina, en este mismo tipo celular, los niveles de VCAM-

1 se encuentran elevados85,86. Por lo tanto, VCAM-1 podría ser un blanco río abajo 

de la señalización de insulina y/o un regulador de la señalización de insulina. 

Diseño experimental: cultivos primarios de cardiomiocitos fueron transfectados 

con siRNA para VCAM-1, luego cultivados con y sin insulina 10 nM y sometidos a 

IS. Mediante western blot y RT-PCR en tiempo real, se determinaron niveles 

proteicos y de mRNA, respectivamente, para VCAM-1. Se evaluó el efecto 

protector de insulina por LDH y TUNEL.  

6.3 Estudiar el efecto de la disminución de VCAM-1 en la señalización de 

insulina durante IS. 

Raciocinio: La disminución de VCAM-1 podía producir cuatro posibles resultados: 

a) VCAM-1 podría estar río abajo de la señalización de insulina, ya que se ha 

descrito que insulina induce exposición de VCAM-1 a la superficie celular45,77. Por 

lo tanto, su disminución reduciría o incrementaría los efectos protectores de 

insulina frente a isquemia. b) Que VCAM-1 regule la señalización de insulina, ya 

que los niveles de VCAM-1 están incrementados en modelo de resistencia a 

insulina en células endoteliales85,86. No obstante, a nuestro conocimiento no 

existen antecedentes que asocien estos fenómenos directamente. c) Que VCAM-1 

sea esencial para los cardiomiocitos, por lo tanto, se produciría incremente de la 

muerte solo con el silenciamiento.  d) Que el silenciamiento de esta proteína no 

produzca ningún efecto. Diseño experimental: cultivos primarios de 

cardiomiocitos fueron transfectados con siRNA para VCAM-1, luego cultivados con 

y sin insulina 10 nM y sometidos a IS. Mediante western blot se determinaron 

niveles proteicos de VCAM-1 y proteínas involucradas en la señalización de 

insulina (AKT, IRS-1, ERK y GSK3). Con el fin de describir la localización 

subcelular de VCAM-1 se realizaron estudios de microscopía confocal, en células 

permeabilizadas y no permeabilizadas. 
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7 RESULTADOS 

7.1 Objetivo 1: Demostrar que insulina protege de la muerte en el modelo 

de IS de cardiomiocitos de rata neonata.  

7.1.1 Insulina protege frente a isquemia 

Previamente, se describió que insulina protege del daño de la I/R24, por lo tanto, se 

corroboró esta observación en el modelo de trabajo. Se encontró que insulina 

efectivamente protegió y/o previno el daño generado por I/R simulada (Figura 3).  

    

Figura 3.  Efecto protector de insulina en isquemia reperfusión simulada (I/R). 

Cardiomiocitos fueron sometidos 8 horas de isquemia simulada y 16 horas de reperfusión 

en ausencia (-/-), presencia durante isquemia (+/-) o durante todo el proceso de I/R (+/+) 

de insulina 10 nM (Ins). Normoxia corresponde al control que contiene nutrientes y 

oxígeno. Se determinó viabilidad celular mediante conteo por azul de Tripán. Datos 

expresados en promedio ± SEM. Tamaño muestral de 4 repeticiones independientes,  

análisis estadístico ANOVA (p global < 0,0001)  y un post análisis de Tukey. Se consideró 

significativo un p≤0,05 (experimento realizado en colaboración con Claudio Humeres). 

 

El uso clínico de insulina ha tenido controversia, de si es protector o no frente al 

infarto18,26,27,87. Esto ha sido atribuido a que insulina podría tener mayores efectos 
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protectores al ser administrada antes del proceso isquémico27, como un pre-

condicionante. Al administrar insulina durante todo el proceso de I/R se recupera 

significativamente la viabilidad celular frente al control normoxia, no obstante, no 

se detectaron diferencias significativas entre insulina administrada en isquemia 

comparada con insulina durante todo el proceso de I/R simulada (Figura 3). Un 

efecto similar fue observado en modelo ex-vivo Langendorff (Memoria de Tesis 

Natalia Montt). Esto estaría indicando que insulina protege de I/R, principalmente 

inhibiendo la muerte celular durante la isquemia.  En base a esta observación se 

estudió el efecto protector de insulina solo en IS. Por lo cual, primero se 

estandarizó el tiempo de isquemia por 2, 4 y 8 horas, y se observó una 

disminución de la viabilidad celular aproximadamente en un 20, 35 y 50%, 

respectivamente (Figura 4). Se escogió el tiempo de 8 horas en el cual se detectó 

la menor viabilidad, ya que es un porcentaje de muerte en el que la protección por 

insulina podría ser más evidente. Luego, se titularon diferentes dosis de insulina 

(1, 10, 50 y 100 nM), y se encontró que la concentración 10 nM de insulina fue la 

óptima para prevenir y/o reducir la muerte inducida por IS (Figura 5). En este 

mismo experimento se observó que la concentración 1 nM de insulina tendió a 

disminuir la viabilidad durante IS (Figura 5). Además, se corroboró por otras 

técnicas, y se encontró que IS incrementó el porcentaje de LDH liberada al medio 

(Figura 6), así como también la población apoptótica subG1 (Figura 7) y células 

TUNEL positivas (Figura 8). Sin embargo, la presencia de insulina a una 

concentración de 10 nM redujo todos estos parámetros de muerte celular (Figuras 

5-8). Estos resultados sugieren que insulina protege y/o previene del daño por IS, 

inhibiendo la apoptosis y/o necrosis.  
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Figura 4.  Efecto del tiempo de IS sobre la viabilidad de los cardiomiocitos. 
Cardiomiocitos neonatos fueron sometidos a IS por 2, 4 y 8 horas. La viabilidad celular 
fue determinada por azul de Tripán. Datos expresados en promedio ± SEM. Tamaño 
muestral de al menos 4 repeticiones independientes,  análisis estadístico ANOVA de una 
vía (p global < 0,0001)  y un post análisis de Tukey. Se consideró significativo un p≤0,05 
(experimento realizado en colaboración con Claudio Humeres).  

 

 
Figura 5.  Efecto de diferentes concentraciones de insulina sobre la viabilidad en 
cardiomiocitos sometidos a IS. Cardiomiocitos fueron sometidos a IS por 8 horas en 
ausencia o presencia de diferentes concentraciones de insulina (Ins; 0, 1, 10, 50 y 100 
nM). La viabilidad celular fue determinada por azul de Tripán. Datos expresados en 
promedio ± SEM. Tamaño muestral de al menos 3 repeticiones independientes, análisis 
estadístico ANOVA de una vía (p global < 0,0001) y un post análisis de Tukey. Se 
consideró significativo un p≤0,05 (experimento realizado en colaboración con Claudio 
Humeres).  
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Figura 6.  Efecto de insulina sobre la necrosis en cardiomiocitos sometidos a IS. 
Cardiomiocitos fueron sometidos a IS por 8 horas en presencia o ausencia de insulina 
(Ins) 10 nM. La muerte celular fue cuantificada por presencia de actividad 
deshidrogenasa láctica libera en el medio. Datos expresados en promedio ± SEM. 
Tamaño muestral de 5 repeticiones independientes, análisis estadístico ANOVA de dos 
vía (p global = 0,0006) y un post análisis de Tukey. Se consideró significativo un p≤0,05 
(experimento realizado en colaboración con Claudio Humeres).  
 

 
Figura 7.  Efecto de insulina sobre el porcentaje de células apoptóticas en 

cardiomiocitos sometidos a IS. Cardiomiocitos fueron sometidos a IS por 8 horas en 

presencia o ausencia de insulina (Ins; 10 o 100 nM). Se determinó la población apoptótica 

subG1 mediante incorporación de yoduro de propidio detectado por citometría de flujo. 

Datos expresados en promedio ± SEM. Tamaño muestral de 3 repeticiones 

independientes, análisis estadístico ANOVA de una vía (p global = 0,0012) y un post 

análisis de Tukey. Se consideró significativo un p≤0,05 (experimento realizado en 

colaboración con Claudio Humeres).  
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Figura 8.  Efecto de insulina sobre el porcentaje de células apoptóticas en 
cardiomiocitos sometidos a IS. Cardiomiocitos sometidos 8 horas de IS en presencia o 
ausencia de insulina (Ins) 10 nM. Se determinaron células TUNEL positivas. Panel 
superior, imagen representativa de TUNEL. Panel inferior, porcentaje de células TUNEL 
positivas obtenidas del promedio de 3 campos al azar por experimento. Datos 
expresados en promedio ± SEM con un tamaño muestral de 3 repeticiones 
independientes,  análisis estadístico ANOVA de dos vías (p global = 0,0132) y un post 
análisis de Tukey. Se consideró significativo un p≤0,05.  
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7.1.2 Insulina activa a la quinasa AKT en isquemia 

Las caspasas son cisteinil-aspartato proteasas las cuales participan en la muerte 

celular, por lo tanto, se determinó la activación por proteólisis de una de las 

caspasas ejecutoras, caspasa 34. Tanto caspasa 3 activa (Figura 9) como su 

sustrato PARP (Poli ADP ribosa polimerasa)  (Figura 10) aumentaron luego de IS, 

pero insulina no produjo ningún efecto significativo sobre los niveles de estas 

proteínas (Figura 9 y 10).   

 

 
Figura 9.  Efecto de insulina sobre los niveles de caspasa 3 cortada durante IS. 
Cardiomiocitos sometidos a 8 horas de IS en presencia o ausencia de insulina (Ins) 10 
nM. Se determinó caspasa 3 cortada por western blot. Datos expresados en promedio ± 
SEM con un tamaño muestral de 4 repeticiones independientes,  análisis estadístico 
ANOVA de dos vías (p global = 0,0375) y un post análisis de Tukey. Se consideró 
significativo un p≤0,05.  
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Figura 10.  Efecto de insulina sobre los niveles de PARP durante IS. Cardiomiocitos 

sometidos a 8 horas de IS en presencia o ausencia de insulina (Ins) 10 nM. Se 

determinaron niveles de PARP cortada mediante western blot. Datos expresados en 

promedio ± SEM con un tamaño muestral de 4 repeticiones independientes,  análisis 

estadístico ANOVA de dos vías (p global = 0,0018) y un post análisis de Tukey. Se 

consideró significativo un p≤0,05.  

 

AKT es una proteína clave en la señalización de insulina88. AKT fue activada por la 

presencia de insulina durante IS, ya que se detectó incremento en la fosforilación 

de los residuos S473 y T308 de esta quinasa (Figura 11), interesantemente, se 

observó que la isquemia por si sola produjo aumento significativo en la activación 

de AKT. Al analizar la fosforilación en S136 de BAD, un sustrato de AKT33, se 

encontró un patrón similar inducido por la presencia insulina durante IS (Figura 

12). La activación de AKT disminuyó al utilizar diferentes dosis (5, 1, 0.1 y 0.01 

μM) del inhibidor específico de AKT (AKTi VIII) (Figura 13). Se encontró que la 

menor concentración para inhibir la activación de AKT inducida por insulina 

durante IS fue 0.1 μM de AKTi VIII. Los efectos protectores de insulina durante IS 

fueron inhibidos y/o prevenidos cuando se utilizó 0.1 μM de AKTi VIII. Este efecto 

se observó al cuantificar viabilidad celular (Figura 14) y necrosis por actividad 

LDH presente en el medio de cultivo (Figura 15).   
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Figura 11. Efecto de insulina sobre la activación de AKT en IS. Cardiomiocitos 
sometidos a 8 horas de IS en presencia o ausencia de insulina (Ins) 10 nM. Se 
determinaron niveles de fosforilación en los residuos S473 y T308 AKT. Datos 
expresados en promedio ± SEM con un tamaño muestral de 4 repeticiones 
independientes,  análisis estadístico ANOVA de dos vías (p global < 0,0056) y un post 
análisis de Tukey. Se consideró significativo un p≤0,05. 
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Figura 12.  Efecto de insulina sobre la fosforilación de BAD durante IS. 
Cardiomiocitos sometidos a 8 horas de IS en presencia o ausencia de insulina (Ins) 10 
nM. Se determinaron niveles de fosforilación en S136 de BAD y niveles BAD total. Datos 
expresados en promedio ± SEM con un tamaño muestral de 4 repeticiones 
independientes,  análisis estadístico ANOVA de dos vías (p global < 0,0001) y un post 
análisis de Tukey. Se consideró significativo un p≤0,05. 
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Figura 13.  Estandarización del inhibidor AKTi VIII en IS. Cardiomiocitos fueron 
preincubados 30 minutos con AKTi (5, 1, 0.1, 0.01 μM) y luego sometidos a 8 horas de IS 
en presencia o ausencia de insulina (Ins) 10 nM. Se determinaron niveles de fosforilación 
en S473. Datos expresados en promedio ± SEM con un tamaño muestral de 3 
repeticiones independientes,  análisis estadístico ANOVA de dos vías (p global < 0,0001) 

y un post análisis de Tukey. Se consideró significativo un p≤0,05. 
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Figura 14.  Efecto de la inhibición de AKT y NF-κB en la función protectora de 

insulina en IS. Cardiomiocitos fueron preincubados 30 minutos con AKTi VIII (0.1 μM) y 

BAY 11-7082 (0.05 μM) y luego sometidos a 8 horas de IS en presencia o ausencia de 

insulina (Ins) 10 nM. DMSO fue utilizado como vehículo y control en la misma condición 

que los respectivos inhibidores. El efecto citoprotector de insulina fue evaluado por conteo 

por azul de tripán. Datos expresados en promedio ± SEM con un tamaño muestral de 4 

repeticiones independientes,  análisis estadístico ANOVA de dos vías (p global < 0,0001) 

y un post análisis de Tukey. Se consideró significativo un p≤0,05. 

 

Figura 15.  Efecto de la inhibición de AKT y NF-kB en la función anti-necrótica de 
insulina durante IS. Cardiomiocitos fueron preincubados 30 minutos con AKTi VIII (0.1 
μM) y BAY 11-7082 (0.05 μM) y luego sometidos a 8 horas de IS en presencia o ausencia 
de insulina (Ins) 10 nM. DMSO fue utilizado como vehículo y control en la misma 
condición que los respectivos inhibidores. El efecto citoprotector de insulina fue evaluado 
por actividad LDH libera al medio. Datos expresados en promedio ± SEM con un tamaño 
muestral de 6 repeticiones independientes,  análisis estadístico ANOVA de dos vías (p 
global < 0,0001) y un post análisis de Tukey. Se consideró significativo un p≤0,05. 
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7.1.3 Insulina activa a NF-κB en isquemia 

Previamente nuestro grupo reportó que insulina regula la dinámica mitocondrial a 

través del eje AKT/NF-κB en condiciones de normoxia83. Por lo tanto, se estudió el 

rol de insulina en la activación de NF-κB durante IS.  

En IS, insulina produjo una disminución significativa de IκBα, el represor NF-κB 

(Figura 16), y se observó incrementó de la marca nuclear de p65 (Figura 17). 

Interesantemente, los mayores cambios producidos sobre la activación de la vía 

de señalación de NF-κB se observaron con la IS por si sola, e insulina solo 

potenció estos efectos (Figura 16 y 17). Además, se detectó que durante IS la 

presencia de insulina aumentó los niveles de fosforilación de p65 en S536 (Figura 

18), modificación postraduccional que se relaciona con mayor activación de la vía 

NF-κB89. Esta fosforilación disminuyó al utilizar diferentes dosis (5, 0.5 y 0.05 μM) 

del inhibidor del complejo IKK (BAY-117082). Se observó que la menor dosis para 

inhibir la activación de NF-κB inducida por insulina durante IS fue 0.05 μM BAY-

117082 (Figura 18), dosis mayores que 0.5 μM produjeron efectos inespecíficos 

sobre las células. Finalmente, los efectos protectores de insulina durante IS fueron 

inhibidos cuando se utilizó 0.05 μM de BAY-117082. Este efecto se observó al 

cuantificar viabilidad celular (Figura 14) y necrosis por actividad LDH presente en 

el medio de cultivo (Figura 15). También se obervó que la presencia de este 

inhibidor, produjo una tendencia a potenciar los efectos de IS (Figura 14).  
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Figura 16.  Efecto de insulina sobre niveles de IκBα durante IS. Cardiomiocitos 
fueron  sometidos a IS en presencia o ausencia de insulina (Ins) 10 nM. Se determinaron 
niveles de IκBα. Datos expresados en promedio más error estándar con un tamaño 
muestral de 5 repeticiones independientes,  análisis estadístico ANOVA de dos vías (p 
global < 0,0001) y un post análisis de Tukey. Se consideró significativo un p≤0,05. 
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Ver pie de foto en la página siguiente. 
 

A 
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Figura 17.  Efecto de insulina sobre traslocación nuclear de p65 durante IS. 
Cardiomiocitos sometidos a IS en presencia o ausencia de insulina (Ins) 10 nM. Panel A, 
imagen representativa distribución subcelular de p65 determinada por 
inmunfluorescencia. Panel B, porcentaje de células p65 positivas en el núcleo 
determinada por el promedio de 3 campos al azar por experimento. Datos expresados 
en promedio ± SEM con un tamaño muestral de 3 repeticiones independientes,  análisis 
estadístico ANOVA de dos vías (p global < 0,0001) y un post análisis de Tukey. Se 
consideró significativo un p≤0,05. 
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Figura 18.  Estandarización de inhibidor BAY 11-7082 en IS. Cardiomiocitos fueron 
preincubados 30 minutos con BAY 11-7082 (5, 0.5 y 0.05 μM) y luego sometidos a IS en 
presencia o ausencia de insulina (Ins) 10 nM. Se determinaron niveles de fosforilación 
en S536 de p65. Datos expresados en promedio ± SEM con un tamaño muestral de 3 
repeticiones independientes. ANOVA de una vía (p global < 0,0001) y un post análisis de 
Tukey. Se consideró significativo un p≤0,05. 
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7.2 Objetivo 2: evaluar el efecto del silenciamiento de VCAM-1 en la 

protección por insulina durante IS. 

7.2.1 Insulina no altera los niveles de VCAM-1 en cardiomiocitos 

Está descrito que insulina incrementa los niveles de VCAM-1 en células 

endoteliales45,85. Sin embargo, en el modelo de cardiomiocito neonato esta 

hormona no produjo cambios en los niveles del mRNA (Figura 19) ni en los 

niveles proteicos de VCAM-1 (Figura 20), al menos hasta las 6 horas de 

tratamiento en condiciones de normoxia. Durante IS, la presencia de insulina 10 

nM tampoco produjo cambios significativos en los niveles del mRNA ni de la 

proteína, al menos hasta las 8 horas (Figuras 21-25). No obstante, la IS produjo 

una reducción significativa del mRNA y la proteína  de VCAM-1 (Figuras 21, 23-

25). Esta proteína puede ser cortada al final de la región transmembrena, 

generadose una forma soluble de alrededor de los 100-110 kDa81,82,90; sin 

embargo, no se detectó presencia de esta isoforma en el medio de cultivo después 

de isquemia (Figura 23).  Por lo tanto, estos resultados estarían indicando que IS 

reduce los niveles de VCAM-1 y la presencia de insulina no regula los niveles de 

esta proteína, al menos hasta 8 horas en condiciones de normoxia e IS en 

cardiomiocitos neonatos. 
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Figura 19. Efecto de insulina sobre los niveles de mRNA de VCAM-1 en 
cardiomiocito en condiciones de normoxia. Cardiomiocitos neonatos fueron 
estimulados con insulina (Ins) 10 nM a diferentes tiempos (0, 1, 3 y 6 horas). LPS (250 
ng/mL) por 6 horas se utilizó como control positivo. Se determinaron niveles de mRNA 
de VCAM-1 relativos a 18S. Datos expresados en promedio ± SEM con un tamaño 
muestral de 3 repeticiones independientes. 

 

 

Figura 20. Efecto de insulina sobre los niveles de proteicos de VCAM-1 en 
cardiomiocito en condiciones de normoxia. Cardiomiocitos neonatos fueron 
estimulados con insulina (Ins) 10 nM a diferentes tiempos (0, 1, 3 y 6 horas). LPS (250 
ng/mL) por 6 horas se utilizó como control positivo. Se determinaron niveles proteicos 
de VCAM-1 relativos a β-actina. Datos expresados en promedio ± SEM con un tamaño 
muestral de 3 repeticiones independientes. 
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Figura 21.  Efecto de insulina sobre los niveles de VCAM-1 durante IS. 
Cardiomiocitos sometidos a IS en presencia o ausencia de insulina 10 nM. Panel 
superior, se determinaron niveles de mRNA para VCAM-1 relativos a GAPDH y 18S.  
Datos expresados en promedio ± SEM con un tamaño muestral de 5 repeticiones 
independientes,  análisis estadístico ANOVA de dos vías y un post análisis de Tukey. 
Panel inferior, se determinaron niveles proteicos de VCAM-1 mediante western blot, 
se cuantificó banda inferior relativa a β-actina. Datos expresados en promedio ± SEM 
con un tamaño muestral de 4 repeticiones independientes,  análisis estadístico ANOVA 
de dos vías y un post análisis de Tukey. Se consideró significativo un p≤0,05. 
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Figura 22.  Efecto de insulina sobre los niveles de VCAM-1 soluble en IS. 
Cardiomiocitos sometidos a IS en presencia o ausencia de insulina 10 nM. Luego de la 
isquemia los medios fueron recolectados y concentrados 10 veces mediante columnas 
microcon 10 kDa (ver materiales y métodos), se detectaron niveles de VCAM-1 soluble 
mediante western blot. MC, medio mantención cardiodiomiocitos antes de realizar 
isquemia. GAPDH fue utilizado como control de lisis celular. Imagen representativa de 
3 repeticiones independientes. 
 

7.2.2 VCAM-1 participa en los efectos protectores de insulina frente a 

isquemia. 

Se estudió el efecto del silenciamiento de VCAM-1 sobre la función protectora de 

insulina frente a IS. Se utilizó una mezcla de dos siRNAs (siVCAM-1) dirigidos 

hacia dos regiones distintas del mRNA de VCAM-1 (Figuras anexas A2). Se 

detectaron por western blot, dos bandas cercanas al peso molecular esperado de 

VCAM-1, ~110 kDa. Aunque ambas marcas disminuyeron significativamente con 

el tratamiento siVCAM-1, el mayor efecto se observó en la banda de menor peso 

molecular (Figuras anexas A4). El tratamiento siVCAM-1 produjo una disminución 

significativa tanto del mRNA (Figuras 23 y 24) como de la proteína VCAM-1 
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comparda con la condición siControl (Figura 25). Esto fue efectivo en la condición 

de normoxia como en la condición de IS. Simillar a la condición sin transfectar 

(Figura 21), la isquemia per se disminuyó los niveles del mRNA y la proteína, e 

insulina no produjo ningún cambio significativo sobre estos (Figuras 23-25). Al 

estudiar los efectos del tratamiento siVCAM-1 sobre la función protectora de 

insulina (objetivo 1), se observó que el tratamiento siVCAM-1 inhibió y/o previno 

los efectos protectores de insulina frente a IS, esto fue detactado por LDH 

presente en el medio (Figura 27) y células TUNEL positivas (Figura 28). 

Interesantemente, en la condición siVCAM-1 tanto en normoxia como en IS, se 

observó una tendencia de incremento en los niveles de LDH en el medio (Figura 

27). Estos resultados sugieren que VCAM-1 sería necesario para función 

protectora de insulina frente a IS. 

 
Figura 23.  Efecto de siVCAM-1 en los niveles del mRNA de VCAM-1 relativos a 
GAPDH. Cardiomiocitos fueron transfectados con siRNA para VCAM-1 luego sometidos 
a IS en presencia o ausencia de insulina 10 nM. Se determinaron niveles de mRNA para 
VCAM-1 relativos a GAPDH. Datos expresados en promedio ± SEM con un tamaño 
muestral de 4 repeticiones independientes,  análisis estadístico ANOVA de dos vías (p 
global < 0,0001) y un post análisis de Tukey. Se consideró significativo un p≤0,05. 
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Figura 24.  Efecto de siVCAM-1 en los niveles del mRNA de VCAM-1 relativos a 
18S. Cardiomiocitos fueron transfectados con siRNA para VCAM-1 luego sometidos a IS 
en presencia o ausencia de insulina 10 nM. Se determinaron niveles de mRNA para 
VCAM-1 relativos a 18S. Datos expresados en promedio ± SEM con un tamaño muestral 
de 4 repeticiones independientes,  análisis estadístico ANOVA de dos vías (p global < 
0,0001) y un post análisis de Tukey. Se consideró significativo un p≤0,05. 
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Figura 25.  Efecto de siVCAM-1 en los niveles proteicos de VCAM-1. Cardiomiocitos 
fueron transfectados con siRNA para VCAM-1 luego sometidos a IS en presencia o 
ausencia de insulina (Ins) 10 nM. Se determinaron niveles proteicos de VCAM-1 
determinados por western blot, se cuantificó la banda inferior normalizada por β-actina. 
Datos expresados en promedio ± SEM con un tamaño muestral de 3 repeticiones 
independientes,  análisis estadístico ANOVA de dos vías (p global < 0,0001) y un post 
análisis de Tukey. Se consideró significativo un p≤0,05. 
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Figura 26.  VCAM-1 participa en los efectos protectores de insulina en IS. 
Cardiomiocitos fueron transfectados con siRNA para VCAM-1 luego sometidos a 8 horas 
de IS en presencia o ausencia de insulina (Ins) 10 nM. Se determinó porcentaje de 
actividad LDH presente en el medio. Datos expresados en promedio ± SEM con un 
tamaño muestral de 4 repeticiones independientes,  análisis estadístico ANOVA de dos 
vías (p global < 0,0001)  y un post análisis de Tukey. Se consideró significativo un p≤0,05. 
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Ver pie de foto en la página siguiente. 
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Figura 27.  VCAM-1 participa en la función anti-apoptótica de insulina en isquemia 
simulada. Cardiomiocitos fueron transfectados con siRNA para VCAM-1 luego 
sometidos a 8 horas a IS en presencia o ausencia de insulina (Ins) 10 nM. Se determinó 
apoptosis mediante TUNEL. Panel A, imagen representativa de TUNEL. Panel B, 
porcentaje de células TUNEL positivas obtenido del promedio de 3 campos al azar por 
experimento. Datos expresados en promedio ± SEM con un tamaño muestral de 3 
repeticiones independientes,  análisis estadístico ANOVA de dos vías (p global = 0,0015) 
y un post análisis de Tukey. Se consideró significativo un p≤0,05. 
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7.3 Objetivo 3: Estudiar el efecto de la disminución de VCAM-1 en la 

señalización de insulina durante IS. 

7.3.1 Localización de VCAM-1 en cardiomiocitos 

Se estudió la ubicación de VCAM-1 en condiciones de normoxia. Esto debido a 

que no existían antecedentes que describieran la ubicación celular de esta 

proteína en cardiomiocitos. Utilizando un anticuerpo dirigido contra la región N-

terminal y mediante microscopía confocal se detectó VCAM-1, principalmente, en 

la vecindad de la superficie celular, la región perinuclear y nuclear (Figura 28). Ya 

que el cardiomiocito presenta invaginaciones que protruyen al nucleo91, lo cual 

podría explicar este patrón en la zona perinuclear y nuclear. Por lo tanto, se 

realizaron inmunofluorescencias en condiones no permeabilizas. Se observó 

marca para VCAM-1, principalmente, en la zona perinuclear, este patrón fue 

similar tanto para el anticuerpo monoclonal como policlonal, ambos dirigidos a la 

región N-terminal extracelular (Figura 29). Además, en el fraccionamiento 

citosólico/nuclear se detectó VCAM-1 enriquecido en los precipitados 

nucleareares, lo cual disminuyó con el tratamiento siVCAM-1 (Figura 30). Al 

efectuar un análisis in silico mediante el alineamiento de diferentes secuencias 

peptídicas de VCAM-1 en diferentes especies, se detectó una posible señal de 

localización nuclear en el dominio tipo IgG 7 (residuos K636, R637, K638, K640, 

K647, K656, K657 y K671) (Figura 31). Estas señales corresponden a grupos de 

lisinas y argininas92. Anque los residuos se encontraban separados en la 

secuencia lineal, en el modelamiento computacional se encontró que estos 

estarían  expuestos hacia el mismo lugar en la superficie del dominio tipo IgG 

(Figura 32).   
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Figura 28. Localización de VCAM-1 mediante Inmunofluorescencia en 
cardiomiocitos neonatos en condiciones de células permeabilizadas. Detección de 
VCAM-1 mediante anticuerpo policlonal que reconoce región amino terminal extracelular 
en cardiomiocitos permeabilizados con Tritón X-100. Rojo (VCAM-1), azul (DAPI). Foto 
representativa de 5 experimentros independientes. Barra, 40 um. 
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Figura 29. Detección de VCAM-1 en cardiomicocitos neonatos mediante 
inmunofluorescencia en condiciones no permeabilizadas. Cardiomiocitos fueron 
fijados en normoxia, se detectó VCAM-1 en condiciones no permeabilizadas.  Panel de 
arriba, detección de VCAM-1 mediante anticuerpo monoclonal (MR106) que reconoce 
región amino terminal extracelular. Panel de abajo, detección de VCAM-1 mediante 
anticuerpo policlonal (H-276) que reconoce región amino terminal extracelular. Foto 
representativa de 4 experimentos independientes. Barra, 20 um. 
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Figura 30. VCAM-1 está enriquecido en precipitado nuclear. Cardiomiocitos fueron 
transfectados con siControl o siVCAM-1, luego se realizó una extracción citosólica 
nuclear (Ver materiales y metódos). Se determinaron niveles de VCAM-1 (anticuerpo C-
19) en los diferentes extractos. GAPDH, control citosol. Lamina A/C, control nuclear. M, 
membranas; C, extracto citosólico; N, pellets nucleares. Datos expresados en promedio 
± SEM con un tamaño muestral de 3 repeticiones independientes,  análisis estadístico t-
student de dos colas. Se consideró significativo un p≤0,05. 
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Figura 31. Secuencia putativa de localización nuclear de VCAM-1. Alineamiento 
secuencias peptídicas de VCAM-1 entre posición 539-739 en diferentes mamíferos. La 
región 539-595 es parte del dominio IgG 6 y la región 612-685 corresponde al dominio IgG 
7. Los últimos 19 residuos enmarcados corresponden a la región carboxilo terminal 
citósolica. Se utilizó el algoritmo de Clustal Omega. La secuencia de localización nuclear 
fue marcada con los rectángulos grises.  
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Figura 32. Modelamiento de secuencia putativa de localización nuclear de VCAM-1. 
La posible secuencia de nuclear de VCAM-1 fue marcada y luego modelada mediante 
PyMOL utilizando los modelos 3dmkA, 4eskA y 2rikA. Verde, residuos conservados en 
humano. Azul, residuos no conservados. Rojo, todos los residuos sin diferenciar 
conservación. 
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7.3.2 VCAM-1 y activación de AKT. 

VCAM-1 podría estar regulando la señalización de insulina, por lo tanto, se 

analizaron distintos blancos de la señalización de insulina en IS. Se observó que 

con el tratamiento siVCAM-1 aumentó significativamente la fosforilación en el 

residuo S473 de AKT comparada con el siControl. Esto tanto en la condición de 

normoxia como en IS por 8 horas; No obstante, con la presencia de insulina no se 

observó incremento en la activación de AKT (Figura 33). Un patrón similar se 

observó para el sustrato de AKT, GSK3α/β, el cual es fosforilado en los residuos 

S21 y S9 (Figura 34). Para ERK 1/2, no se detectaron cambios significativos 

(Figura 35). También se observó activación de AKT y vías río abajo, como 

pS240/244 S6, al transfectar cardiomiocitos en condiciones de normoxia; además, 

no se detectaron cambios en IRS-1 (Figuras Anexas A5). Debido a que no se 

observó incremento significativo de la fosforilación en S473 de AKT con la 

presencia de insulina a las 8 horas de IS (Figura 33), se efectuó IS por 1 hora. Se 

observó que insulina produjo un aumento significativo en la fosforilación del 

residuo S473 en las células siControl en normoxia e isquemia; sin embargo, en la 

condición siVCAM-1, la presencia de insulina produjo aumento significativo en solo 

en la condición de normoxia (Figura 36). Estos resultados sugieren que VCAM-1 

estaría regulando la activación de AKT, y que la activación crónica de esta quinasa 

sería responsable de la disminución de los efectos protectores de insulina durante 

IS.  
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Figura 33.  Efecto del silenciamiento de VCAM-1 en IS sobre la fosforilación de 
AKT en presencia de insulina. Cardiomiocitos fueron transfectados con siRNA para 
VCAM-1 luego sometidos a IS por 8 horas en presencia o ausencia de insulina (Ins) 10 
nM.  Se determinaron niveles de VCAM-1,  fosforilación en Ser473 AKT, AKT totales. β-
actina y GAPDH fueron usados como controles de carga. Datos expresados en 
promedio ± SEM con un tamaño muestral de 3 repeticiones independientes,  análisis 
estadístico ANOVA de dos vías (p global = 0,0466) y un post análisis de Tukey. Se 
consideró significativo un p≤0,05.  
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Figura 34.  Efecto del silenciamiento de VCAM-1 en IS sobre fosforilación en los 
residuos de serinas 21/9 de GSK3 en presencia de insulina. Cardiomiocitos fueron 
transfectados con siRNA para VCAM-1 luego sometidos a IS por 8 horas en presencia o 
ausencia de insulina (Ins) 10 nM.  Se determinaron niveles de niveles de VCAM-1, 
fosforilación de GSK3 (S21/9). β-actina y GAPDH fueron usados como controles de 

carga. Datos expresados en promedio ± SEM con un tamaño muestral de 3 repeticiones 
independientes,  análisis estadístico ANOVA de dos vías (p global = 0,0391) y un post 
análisis de Tukey. Se consideró significativo un p≤0,05.  
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Figura 35.  Efecto del silenciamiento de VCAM-1 en IS sobre fosforilación de ERK1/2 

en presencia de insulina. Cardiomiocitos fueron transfectados con siRNA para VCAM-1 

luego sometidos a IS por 8 horas en presencia o ausencia de insulina (Ins) 10 nM.  Se 

determinaron niveles de niveles de VCAM-1, fosforilación de ERK 1/2 (T202 y Y204). β-

actina y GAPDH fueron usados como controles de carga. Datos expresados en promedio 

± SEM con un tamaño muestral de 3 repeticiones independientes,  análisis estadístico 

ANOVA de dos vías (p global = < 0,0001) y un post análisis de Tukey. Se consideró 

significativo un p≤0,05.  
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Figura 36.  Efecto del silenciamiento de VCAM-1 en la activación de AKT por 

presencia de insulina durante en IS por 1 hora. Cardiomiocitos fueron transfectados 

con siRNA para VCAM-1 luego sometidos a IS por 1 hora en presencia o ausencia de 

insulina (Ins) 10 nM. Se determinaron niveles de VCAM-1, fosforilación de AKT en S473 y 

AKT total. β-actina fue usado como control de carga. Datos expresados en promedio ± 

SEM con un tamaño muestral de 3 repeticiones independientes,  análisis estadístico 

ANOVA de dos vías (p global 0,0001) y un post análisis de Tukey. Se consideró 

significativo un p≤0,05.  
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8 DISCUSIÓN 

En esta tesis se presentan dos grandes hallazgos: Primero, resultados que 

apuntan a clarificar el rol cardioprotector de insulina, encontrando que esta 

hormona protege los cardiomiocitos reduciendo la muerte por necrosis durante IS, 

rol protector que estaría mediado por AKT y NF-B. Segundo, nuestros resultados 

sugieren que VCAM-1 sería necesario para la función protectora de insulina, 

mecanismo que estaría mediado por la regulación de AKT.  

8.1 Insulina protege frente a isquemia 

Desde que Sodi-Pallares reportó que la infusión de GIK luego de un infarto agudo 

al miocardio produjo una mejor recuperación de los pacientes18, la literatura acerca 

del rol cardioprotector de insulina frente a I/R se ha extendido de manera 

signifcativa19,24,88,93–98. Estas evidencias han fortalecido la idea del uso de la 

infusión de GIK con un agente cardioprotector durante reperfusión en humanos. 

Sin embargo, en el ensayo clínico CREATE-ECLA usando GIK como agente 

cardioprotector no encontraron resultados positivos26. Por otro lado, Apstein et al 

propusieron que la efectividad de GIK estaría dada por su administración de forma 

temprana y antes de la reperfusión99. En esta tesis se describen resultados que 

sugieren que el principal efecto de insulina está asociado con la disminución de la 

necrosis durante la isquemia. Por lo tanto, en los trabajos que han descrito 

cardioprotección por insulina durante reperfusión18,24,97, este efecto se haya 

producido por la administración temprana de insulina, lo cual estaría reduciendo 

algún proceso necrótico iniciado en la isquemia. En conclusión, una vez que la 

reperfusión es iniciada los efectos de insulina sobre la apoptosis podrían ser 

insignificantes, lo cual explicaría los efectos nulos del ensayo clínico CREATE-

ECLA26. Pocos trabajos han estudiado los efectos cardioprotectores de insulina 

administrada antes o durante la isquemia 98,100,101.  Sin embargo, ninguno de ellos 

caracterizó el efecto sobre la muerte de los cardiomiocitos durante esta etapa. 

Xing et al y Maroko et al mostraron que el tratamiento con insulina durante 

isquemia disminuyó las actividades de creatina quinasa y LDH en el plasma 98,101. 

Xing et al describieron una disminución de la apoptosis después de la reperfusión, 
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sin embargo, los análisis histológicos101 y ensayos de actividades enzimáticas  

plasmáticas98,101 sugieren una acción de insulina anti-necrótica.  

Un observación que resulta interensante discutir, es la concentración de insulina. 

Debido a que se estudió el efecto de diferentes concentraciones de esta hormona 

(1, 10, 50 y 100 nM) y se observó que la mejor dosis para para proteger los 

cardiomiocitos correspondió a 10 nM. Al utilizar concentraciones mayores o 

menores que esta, la función protectora de insulina disminuyó. Iwasaki et al 

describieron efectos antagonistas de insulina en modelo de hepatocarcinoma 

HuH7. En este trabajo observaron que insulina 1 nM por 6 horas tiene efectos anti-

inflamatorios, pero al trabajar por tiempos mayores a 36 horas observaron un 

efecto contrario, pro-inflamatorio43. Por lo tanto, es posible que en el modelo de 

cardiomiocitos las diferentes dosis de insulina tengan roles antagónicos. Además, 

sólo se estudiaron los efectos protectores de insulina en rangos muy amplios de 

concentración, por lo tanto, sería interesante explorar si existen dosis más 

efectivas que 10 nM en el modelo de cardiomiocitos.    

8.2 Mecanismos de muerte celular en IS 

Está bien descrito que los cardiomiocitos pueden morir por autofagia, apoptosis y 

necrosis4; sin embargo, durante I/R la muerte se asocia cerca de un 70% a 

necrosis y el otro 30% con apoptosis102. Insulina puede participar en la inhibición 

de cada uno de estos mecanismos de muerte88,103. En nuestro modelo de IS se 

observó aumento de la muerte celular por necrosis y apoptosis, los cuales fueron 

inhibidos por la presencia de insulina; no obstante, no se observó disminución de 

los marcadores caspasa 3 activa y su sustrato PARP.  Caspasa 3, es una caspasa 

ejecutora activada por la vía extrínseca de la apoptosis, iniciada por caspasa 8, y/o 

por la vía intrínseca mediada por el complejo entre apaf-1, citocromo c y caspasa 

9 (conocido como apoptosoma)4. No obstante, caspasa 3 también puede ser 

cortada y activada por calpainas104, las cuales corresponden a cisteína proteasas 

dependientes de calcio que también han sido descritas en modelos de isquemia 

en cardiomiocitos15,105. Probablemente, en el modelo IS en cardiomiocitos las 

calpaínas sean la principal vía de activación de caspasa 3.  Otra vía de muerte no 
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estudiada en esta tesis, es la necroptosis, la cual corresponde a la muerte por 

necrosis programada106. La necroptosis y proteínas participantes en este proceso 

han sido descritas en modelo de isquemia en el corazón106,107. Sin embargo, los 

efectos de insulina sobre la necroptosis aún siguen siendo desconocidos. Más 

aún, la comunicación entre las diferentes rutas de muerte, y de cómo insulina 

podría estar regulando el flujo entre cada una durante I/R también son inciertos. 

8.3 Insulina activa AKT en isquemia 

Varios trabajos han involucrado a la vía PI-3K/AKT para explicar los efectos 

protectores de la solución GIK22,97,108–110. AKT fosforila e inactiva varias proteínas 

pro-apoptóticas incluyendo BAD33,111. En esta tesis se encontró que con la 

presencia de insulina en isquemia aumentaron las fosforilaciones de AKT que se 

asocian con su activación, es decir tanto en el loop de activación (T308) y como en 

la región regulatoria (S473). Interesantemente, también observamos que la IS, per 

se, produjo activación de AKT. Está reportado que esta quinasa de salvataje es 

activada en modelos de I/R112,113. Sin embargo, a nuestro conocimiento sólo un 

trabajo ha descrito la activación de esta quinasa en modelo de IS113. Mockridge et 

al utilizaron una solución isquemia de composición similar a la nuestra, pero sin 

hipoxia, y  observaron que la IS, hasta 60 minutos, no producía activación de AKT 

en cardiomiocitos neonatos de rata113. Esta diferencia podría ser atribuida a 

principalmente a los niveles de oxígeno, ya que Alvarez-Tejado et al describieron 

que la hipoxia induce activación de la vía PI-3K/AKT en modelo celular PC12114. 

Además, los niveles fosforilación de los residuos T308 y S473 de AKT se 

asociaron con un aumento en la fosforilación del residuo S136 de la proteína BAD, 

salvo en la condición de normoxia, lo cual podría ser atribuido a un efecto de 

temporalidad o posiblemente a otra quinasa que fosforile el mismo residuo, como 

PAK1 (P21-activated kinase 1)115. Esta es una proteína proapoptótica que 

pertenece a la familia Bcl-2, y ejerce su función uniéndose a Bcl-2 y Bcl-XL116,117. 

Cuando AKT fosforila a BAD en S136 crea sitio de reconocimiento e interacción 

con la proteína 14-3-3, esta interacción libera a Bcl-2 o Bcl-XL promoviendo la 

sobrevida celular116,117.  Bcl-2 se asocia con prevención de la apertura del poro de 
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transición mitocondrial, evento que resulta en apoptosis o necrosis118,119. De 

hecho, Bcl-2 o Bcl-XL por si solos pueden inhibir al poro de transición 

mitocondrial120. El posible mecanismo involucra la inhibición de VDAC y ANT por 

Bcl-2121,122. Por lo tanto, la fosforilación de BAD inducida por insulina por un lado 

estaría protegiendo de la IS, por un lado a través de la inhibición de la apoptosis 

por eje BAD/Bcl-2, y por otro lado a través de la inhibición de la necrosis mediante 

regulación la apertura del poro de transición mitocondrial. 

8.4 Insulina activa NF-κB en isquemia 

Nuestros resultados mostraron que insulina estimula la activación de NF-κB, lo 

que fue evidenciado por una disminución de los niveles proteicos del represor de 

NF-κB, IB, y se asoció con mayor traslocación nuclear de p65 e incremento de 

los niveles en la fosforilación en S536 de p65. Dan et al describieron activación de 

IKK dependiente de AKT/mTOR, lo cual lleva a una disminución de IBα y 

activación de NF-κB50. Además, previamente nuestro grupo mostro que insulina 

activa NF-κB en cardiomiocitos, mecanismo dependiente de AKT46. En esta tesis 

mostramos que insulina activa NF-κB durante IS. Más aún, la inhibición tanto de 

AKT como NF-κB usando AKTi VIII y BAY 11-7082, respectivamente, redujo los 

efectos protectores de insulina frente a IS. Sin embargo, los datos muestran 

claramente que el principal efecto en la activación de esta ruta de señalización fue 

inducido la IS, por lo tanto, es posible que insulina este potenciando y/o 

cambiando flujo de señalización de la vía NF-κB. Esta posibilidad no se descarta, 

ya que durante la isquemia se generan citoquinas proinflamatorias y ligandos 

endógenos de los receptores tipo Toll los cuales inducen activación de vía NF-κB, 

induciendo la expresión de proteínas proinflamatorias123. La inflamación puede 

gatillar daño cardíaco, de hecho la inhibición de NF-κB, en modelos animales, 

reduce el infarto cardíaco123–125. Por el contrario, nuestros resultados sugieren que 

la intervención de NF-κB debe ser analizada con detalle, ya que NF-κB regula 

necrosis durante la isquemia. En este sentido, Misra et al  observaron que la 

activación de NF-κB es requerida para disminuir la muerte celular inducida por 

isquemia, esto a través de la inducción de las proteínas antiapoptóticas c-IAP1 



66 
 

and Bcl-252. Además, Baetz et al mostraron que NF-κB participaba en la protección 

frente a hipoxia, esto a través de la inhibición de la apertura de poro de transición 

mitocondrial126. 

NF-B es un factor transcripcional anti-apoptótico52,127. Sin embargo, NF-B 

también puede inhibir la necrosis126,127. NF-B ejerce su rol protector mediante la 

inducción de la expresión de varios genes. Tales como A1/Bfl-1, Bcl-XL, FLIPL, c-

IAP1, c-IAP2, XIAP, TRAF1, TRAF2, SPI2a128. Por otro lado, NF-B también 

puede reprimir la expresión de ciertos genes, Baetz et al mostraron que NF-κB 

participa en la protección frente a hipoxia reprimiendo la expresión de la proteína 

BNIP3, proteína que induce de muerte a través de la apertura del poro de 

transición mitocondrial126. Por lo tanto,  la activación de NF-κB dependiente de 

insulina podría ser considerada como un mecanismo para disminuir la necrosis 

durante isquemia. 

En conclusión, con estos resultados proponemos que insulina estaría 

protegiendo de la isquemia inhibiendo la necrosis, mecanismo que estaría 

dado a través de la activación AKT y NF-B (Figura 39). De esta manera, 

estos resultados ayudan a clarificar el rol de insulina durante isquemia y 

soportan la literatura que apoya el uso de GIK durante el infarto cardiaco y 

otras situaciones de isquemia como los trasplantes. 
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Figura 37. Modelo protección de insulina en IS. Durante IS (baja de oxígeno, pH y 
nutrientes), se produce muerte de los cardiomiocitos por apoptosis y necrosis. Sin 
embargo, con la presencia de insulina este daño fue reducido, mecanismo dependiente de 

las vía de señalización AKT y NF-B.  
 
 

8.5 VCAM-1 en isquemia y los efectos protectores de insulina 

La primera parte de esta tesis describe los efectos protectores de insulina frente a 

IS, sin embargo estos efectos protectores fueron inhibidos por el silenciamiento de 

VCAM-1. Por lo tanto, nuestros datos sugieren que VCAM-1 sería necesario para 

la función protectora de insulina durante isquemia. 

Durante la isquemia se generan mediadores proinflamatorias que inducen la 

expresión de proteínas de adhesión123. La inflamación puede gatillar daño 

cardíaco, por lo que su intervención, en modelos animales, reduce el infarto 

cardíaco123–125,129,130. Debido a que VCAM-1, durante inflamación, participa en la 

adhesión de los leucocitos a la superficie endotelial131, por lo tanto sus niveles han 

sido asociado con daño cardiaco75,132,133. No obstante, existen una serie de 

antecedentes que estarían sugiriendo una función diferente en el corazón, entre 

estos: a) ratones nulos para VCAM-1 no son viables ya que no se desarrollan 

correctamente el corazón y la placenta67; b) la deleción de su ligando, integrina α4, 

genera un fenotipo similar68; c) VCAM-1 participa en el desarrollo muscular, 
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permitiendo la organización y fusión de los miotubos69; d) se ha observado que 

esta proteína promueve la fusión celular, en modelo de células hematopoyéticas y 

líneas celulares HL-1 en respuesta a hipoxia 61; e) la interacción VCAM-1/integrina 

α4β1 participa en la inervación simpática del corazón, en modelo de rata70; f) esta 

proteína fue propuesta como marcador de diferenciación de cardiomiocitos 

obtenidos a partir de células troncales y embrionarias inducidas71,72; g) nuestro 

grupo detectó altos niveles de VCAM-1 en cardiomiocitos presentes en biopsias de 

corazón humano75. Siguiendo con esta línea, los resultados obtenidos en esta 

tesis sugieren un rol cardioprotector de VCAM-1, mediante la regulación la función 

protectora de insulina y/o factores de crecimiento, esto debido a tres razones: 

Primero, con la disminución de VCAM-1, la función protectora de insulina frente a 

IS es inhibida. Segundo, la disminución de VCAM-1 en modelo de I/R simulada 

incrementa el daño celular (datos no publicados, colaboración internacional). 

Tercero, la deleción del gen de VCAM-1 en cardiomiocitos en modelo de I/R in 

vivo en ratones incrementa el tamaño del infarto cardiaco (datos no publicados, 

colaboración internacional). En la literatura solo existe un antecedente que 

relaciona VCAM-1 con una función protectora74. Chen et al demostraron, en 

modelo de cáncer mama, que VCAM-1 participaba en la protección de esta línea 

de cáncer cuando realiza metástasis al pulmón, esto a través de la interacción con 

los macrófagos residentes de este tejido74. En células endoteliales, insulina 

incrementa los niveles de VCAM-177,85. Sin embargo, en cardiomiocito no 

detectamos cambios con la presencia de insulina, ni en condiciones de normoxia 

ni IS. En nuestras condiciones insulina no induce cambios, al menos hasta las 8 

horas, en los niveles de esta proteína. En el cardiomiocito se expresan dos 

factores transcripcionales que reconocen elementos de respuesta en el promotor 

de VCAM-1 y que además son regulados por insulina, estos son NF-B65 y 

FoxO1134. Un vez que AKT es activado puede estimular la vía NF-B46,50, por lo 

tanto, aumentar los niveles de VCAM-145,77,85; por otro lado, insulina puede inhibir 

a FoxO1 y reducir los niveles de VCAM-185,134,135. En nuestro modelo se detectó 

que la vía NF-κB estaba activada en isquemia, pero tanto el mRNA como la 

proteína de VCAM-1 disminuyeron luego IS e in vivo (datos no publicados, 
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colaboración internacional). Además, Ferdous et al propusieron al eje 

FoxO1/VCAM-1 como una vía importante para el funcionamiento y desarrollo del 

corazón67,78,134. Interesantemente, al igual que VCAM-1, los niveles de FoxO1 se 

encontraban reducidos en isquemia (datos no publicados, colaboración 

internacional). Todo esto sugiere que el principal regulador de VCAM-1 en 

cardiomiocitos, durante IS, sería el factor transcripcional FoxO1. Por otro lado, no 

existen antecedentes que relacionen a VCAM-1 y la adhesión de células del 

sistema inmune en el sitio del daño, por ejemplo interacción cardiomiocito 

macrófago. Aurora et al demostraron que los macrófagos son necesarios para la 

regeneración del corazón, en modelo de ratones neonatos136. Por lo tanto, no se 

descartaría la participación de esta proteína de adhesión en la regeneración 

mediada por macrófagos. Sin embargo, en nuestro modelo, el cual está 

enriquecido en cardiomiocitos, siendo los otros tipos celulares menores al 5%137, 

esto sugiere descartar la participación de macrófagos, y por lo tanto VCAM-1 

podría estar participando mayormente en interacciones cardiomiocito-

cardiomiocito y/o interacciones independiente de ligando. En resumen, todos estos 

antecedentes sugieren, y ya que no se observaron efectos de insulina, que VCAM-

1 no sería un blanco río abajo de la señalización de insulina, por el contrario, 

estaría río arriba y/o en paralelo a la señalización de insulina participando en la 

cardioprotección frente al daño por isquemia. 

8.6 Localización de VCAM-1 en cardiomiocitos. 

VCAM-1 es una proteína que se localiza en vesículas para luego ser expuesta a la 

superficie celular y permitir la adhesión celular138138–141. Los resultados obtenidos, 

sugieren que VCAM-1, detectado con diferentes anticuerpos, estaría localizado en 

la superficie celular, en la región perinuclear y nuclear. Esto fue corroborado 

mediante extracción citosólica nuclear, encontrando a VCAM-1 enriquecido en los 

pellets nucleares. Este patrón es muy similar al del receptor de IGF-1 y al canal 

calcio tipo L que fue reportado por Ibarra et al, en este trabajo se describió que el 

receptor de IGF-1 estaría en invaginaciones membranosas que se proyectan 

desde la membrana celular hacia el núcleo, denominadas tubulos-T91. Sin 
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embargo, esta hipótesis debe ser probada con mayor rigurosidad, ya que se utilizó 

paraformaldehido como medio de fijación en las condiciones no permeabilizadas, 

por lo tanto, es problable que este reactivo haya seguido reaccionando para 

formar poros en la superficie celular. Interesantemente, mediante alineamiento de 

secuencias se encontró una secuencia de localización nuclear que podría explicar 

este patrón nuclear y perinuclear de VCAM-1. Aún desconocemos la relación entre 

la ubicación de VCAM-1 y la regulación de los efectos protectores de insulina. 

Posiblemente el receptor de insulina, al igual que el de IGF-1, se encuentre en los 

tubulos-T en donde VCAM-1 controlaría su señalización de manera estructural y/o 

funcional. En resumen, la localización debe ser explorada en profundidad. 

8.7 VCAM-1 y la regulación de AKT. 

VCAM-1 señaliza a través de ezrina, PI3K, AKT, RhoA, entre otros58,74. En esta 

tesis se presentan resultado que sugieren a VCAM-1 como un regulador de AKT. 

En la literatura solo existe un antecedente que relaciona mecanísticamente VCAM-

1 y activación de AKT, en aquel trabajo Chen et al observaron que el 

agrupamiento de VCAM-1 reclutaba a ezrina la que a su vez interactua con PI3K, 

llevando a la activación de AKT, y esta señalización estaría protegiendo a las 

células cancerígenas, sin embargo, este trabajo tiene un serie de falencias e 

incongruencias que debilitan la idea de que VCAM-1 podría activar AKT. Por 

ejemplo, el estudio de quinasas de este trabajo muestra que la aglomeración de 

VCAM-1 activa AKT, sin embargo, también observaron una disminución en la 

fosforilación de los residuos S21/9 de GSK3, que es un sustrato de AKT 74, lo cual 

estaría sugiriendo que VCAM-1 podría inhibir a esta quinasa. Los resultados 

obtenidos en esta tesis sugieren que la disminución de VCAM-1 favorece la 

activación de AKT, por lo tanto esta proteína sería “un regulador negativo o freno” 

de AKT. Aunque está descrito que esta quinasa participa activamente en 

protección88,108, sin embargo su activación prolongada podría producir los efectos 

contrarios142. Fullmer et al observaron que tanto el precondicionamiento, pequeños 

ciclos de I/R, como insulina disminuyeron el tamaño del infarto, en modelo ex vivo 

de perfusión langendorff en ratones, sin embargo el tratamiento combinado de 
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insulina y precondicionamiento no produjo efectos protectores, sin embargo, al 

delecionar el gen que codifica para el receptor de insulina los efectos protectores 

del precondicionamiento combinado con insulina fueron recuperados, sugiriendo 

que estas vías protectoras se anulan entre sí. Un efecto similar fue observado al 

combinar el precondicionamiento o insulina con la sobrexpresión de AKT, 

mediante ratones transgénicos, en base a esto Fullmer et al propusieron que los 

efectos cardioprotectores del precondicionamiento e insulina frente al infarto 

serían anulados por una sobreactivación de AKT142. Por lo tanto, al igual que los 

resultado reportados por Fullmer et al, la sobreactivación y/o activación sostenida 

de AKT inducida por la disminución de VCAM-1 estaría inhibiendo la función 

protectora de insulina frente a IS. Sin embargo, la interrogante más importante que 

surge de esto es cómo la disminución de VCAM-1 activa a AKT. Posiblemente, en 

nuestro modelo, VCAM-1 actua como un inhibidor en cis de la señalización de 

integrina α4β1. Hipótesis se sustenta en los siguientes antecedentes: a) Se ha 

descrito que los receptores tipo IgG pueden interactuar en cis, actuando de 

manera inhibitoria en la señalización del contra receptor y/o ligando143; b) VCAM-1 

disminuye luego de IS e I/R (in vitro e in vivo, datos no publicados); c) siVCAM-1 

activa AKT; d) integrinas α4 (datos no publicados) y β1
144 se encuentran 

expresadas en cardiomiocitos; e) Integrina β1 se encuentra sobreactivada en tejido 

cardiaco infartado145; f) β1 señaliza a través de la proteína ezrina146;y g) ezrina 

incrementa en SI, siVCAM-1 incrementa ezrina y el el silenciamiento de ezrina 

reduce el daño en modelo I/R (datos no publicados). Por lo tanto, queda el camino 

abierto a futuras investigaciones para explorar esta posible interacción VCAM-

1/Integrina en cis en células musculares. 

Con la segunda parte de esta tesis (Objetivos 2 y 3), se obtuvo resultados 

que sugieren que VCAM-1 participa en el rol protector de insulina. Esta  

función estaría dada a través de la regulación de AKT (Figura 40). Respecto 

al eje VCAM-1/AKT en cardiomiocitos y su rol durante I/R, no existe ningún 

antecedente. Por lo tanto, estos resultados corresponden a una completa 

novedad acerca de VCAM-1, su función, localización y señalización. Sin 

embargo, queda mucho por estudiar sobre el mecanismo por el cual VCAM-1 
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regula AKT y la señalización de insulina, además de entender cómo se 

produce la activación de VCAM-1. 

 

 

Figura 38. Modelo participación de VCAM-1 protección de insulina en IS. Durante IS 
(baja de oxígeno, pH y nutrientes), se produce muerte de los cardiomiocitos por apoptosis 
y necrosis. Sin embargo, con el tratamiento de insulina este daño es reducido, en parte, 
por la activación de AKT que es regulada de alguna manera por la presencia de VCAM-1. 
Por otro lado, con la disminución de VCAM-1, mediante un mecanismo aún desconocido, 
se produce una activación sostenida de AKT que sería responsable de la perdida de los 
efectos protectores de insulina frente a IS.   
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9 CONCLUSIONES 

 IS incrementa los parámetros de muerte celular asociados a necrosis (LDH y 

exclusión por azul de tripán) y apoptosis (células TUNEL positvas y población 

subG1) en modelo de cardiomiocitos neonatos de rata. La presencia de 

insulina reduce estos parámetros, principalmente la concentración 10 nM. Por 

lo tanto, insulina protege de IS, inhibiendo la necrosis y apoptosis. 

 La presencia de insulina se correlacionó con mayor activación de AKT y NF-B 

durante IS, los inhibidores AKTi VIIII y BAY 11-7082 redujeron los efectos 

protectores de esta hormona. Por lo tanto, AKT y NF-B estarían participando 

de los efectos protectores de insulina en el modelo de IS. 

 La presencia de insulina no relacionó con cambios en los niveles de VCAM-1 

en normoxia ni en IS, al menos hasta las 8 horas. Por lo tanto, insulina no 

regula los niveles de VCAM-1 en cardiomiocitos neonatos. 

 La activación de NF-B no se correlacionó la disminuición del mRNA y la 

proteína VCAM-1. Por lo tanto, NF-B no estaría regulando los niveles de 

VCAM-1 en el modelo de cardiomiocitos neonatos.  

 IS se asoció con reducción del mRNA y proteína de VCAM-1 en comparación 

con la condición de normoxia. Por lo tanto, SI reduce los niveles de VCAM-1 

posiblemente, inhibiendo la transcripción de este gen.  

 siVCAM-1 redujo los efectos protectores de insulina frente a IS. Por lo tanto, 

VCAM-1 sería necerio para la función cardioprotectora de insulina frente a IS. 

 siVCAM-1 se relacionó con mayor fosforilación de S473 de AKT a las 8 horas 

de IS. Por lo tanto, VCAM-1 estaría regulando la activación de AKT. 

 En la IS por 1 hora, la condición siControl produjo mayor fosforilación en S473 

de AKT con la presencia de insulina, sin embargo, el tratamiento siVCAM-1 no 

produjo incremento en esta fosforilación con la administracipon de insulina. Por 

lo tanto, VCAM-1 sería necesario para la función protectora de insulina frente a 

IS, a través de la regulación de AKT. 
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10 PROYECCIONES 

Más de 50 años ha pasado desde la primera vez que se utilizó insulina como 

agente cardioprotector frente a infarto18, sin embargo se ha generado bastante 

controversia acerca de si realmente puede proteger27,87,147,148. Por definición 

isquemia es un proceso que ocurre por la reducción total o parcial del flujo 

sanguíneo, lo que puede ocurrir durante infarto, aumento de la demanda 

energética o durante un trasplante de órgano. Esto último, es un tremendo campo 

para la aplicación de insulina como agente cardioprotector, ya que durante la 

cirugía de trasplante el corazón saludable es sometido a isquemia sin haber 

oclusión de una arteria, y la utilización de insulina durante el trasplante podría 

tener grandes beneficios para reducir el daño en el paciente y el órgano a 

trasplantar. Varias soluciones de preservación han sido utilizadas durante 

trasplante de corazón:  solución de Wisconsin, histidina-triptofano-cetoglutarato, 

St. Thomas Hospital, solución de cardioplegia y sangre149–151. Insulina ha sido 

agregada en algunos casos para mantener el estado metabólico ex vivo152,153. Sin 

embargo, ningún trabajo ha evaluado el rol cardioprotector de insulina en estas 

soluciones. Por lo tanto, son necesarias futuras investigaciones para clarificar la 

contribución de insulina como agente cardioprotector en la preservación de 

órganos.  

Finalmente, sacar a la luz resultados que proponen a VCAM-1 como un regulador 

de la señalización de insulina, podría ser el eslabón faltante para relacionar 

inflamación y señalización de insulina. Aunque la idea de la comunicación entre 

adhesión y factores de crecimiento ha sido propuesta antes154. Sin embargo, el rol 

de VCAM-1 en las fisiopatologías del corazón y cómo podría estar regulado la 

señalización de los factores de crecimientos, como insulina, aún son 

desconocidos. Además, deben realizarse muchos estudios para comprender el 

mecanismo por el cual VCAM-1 está regulando la señalización, posiblemente la 

agrupación de VCAM-1 y/o la comunicación en cis sea una plataforma de 

señalización que recluta diferentes mediadores como proteínas adaptadoras y 

fosfatasas que regulan la señalización de insulina. 
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12 FIGURAS ANEXAS 

 
Figura A1. Comparación Isquemias y protección de insulina entre Chile y USA. 
Cardiomiocitos fueron sometidos a isquemia en presencia o ausencia de insulina 10 nM. 
Se determinó liberación de LDH luego de 8 horas de IS. Gráfico derecha, isquemia con 
N2 100% (Chile) N = 5 ANOVA de dos vías. Gráfico izquierda, isquemia con N2 95% + 5 
CO2 (USA).  N = 3 ANOVA de dos vías. Valores expresados en promedios + SEM. 
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Figura A2.  Estandarización partidores para VCAM-1. RNA de cardiomiocitos sin 
tratamiento fue extraído y copiado a cDNA. Se realizaron diluciones seriadas del 
cDNA (5, 50, 500, 5000 y 50000 veces), líneas azules. Como controles se utilizaron 
RNA sin transcriptasa y reacción sin cDNA, líneas verde y amarilla respectivamente. 
Panel A, curva de amplificado, tamaño amplicón 180 pb (1484 a 1644, NM_012889.1). 
Panel B, segunda derivada de las curvas de disociación. Panel C, gráfico de 
linealidad y eficiencia de los partidores para VCAM-1, se obtuvo una eficiencia de 
103%.    
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Figura A3.  Estandarización siRNA VCAM-1. Cardiomiocitos fueron transfectados 
con siControl, con dos siVCAM-1 de manera independiente o mezclados a 100 y 200 
nM por 48 horas. Finalmente, la inmunodetección fue realizada mediante el anticuerpo 
policlonal VCAM-1 C-19, dilución 1:200 (detección mediante Syngene G:BOX). Los 
valores obtenidos de las densitometrías se normalizaron con su respectiva 
transfección con siControl. Valores expresados en promedios más error estándar. n=3. 
El análisis estadístico se realizó mediante ANOVA one-way y un postest de Dunnett 
comparado con siControl. p<0.05 fue considerado significativo. 
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Figura A4.  Isoformas de VCAM-1 en cardiomiocito. Las células fueron transfectadas 

con siControl o siVCAM-1, luego se determinaron niveles de VCAM-1. Panel superior, 

detección de VCAM-1 con anticuerpo policlonal conejo (VCAM-1 C-19), dilución 1:200 o 

1:1000 (detección con infrarrojo mediante ODYSSEY CLx imager). A y B corresponde a 

diferentes estados de glicosilaciones de VCAM-1. Panel inferior, cuantificación de las 

bandas A y B. Tamaño muestral de 3 repeticiones independientes. Análisis estadístico t-

student de dos colas. p<0.05 
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Figura A5. Efecto del silenciamiento de VCAM-1 en la activación de AKT. 
Cardiomiocitos fueron transfectados con siControl o siVCAM-1, luego se determinaron 
niveles de VCAM-1, pS307 IRS-1, pSer473 AKT, pT202/pY204 ERK1/2, pS21/9 GSK3, 
pS240/244 S6. N = 3, t-student de dos colas. p<0.05 fue considerado significativo. 


