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1. Resumen  

Introducción: La cardiomiopatía inducida por obesidad es una condición clínica que presenta efectos 

perjudiciales sobre la función cardiaca. Sin embargo, los mecanismos moleculares asociados a su 

desarrollo permanecen no completamente estudiados. La proteína de adhesión de la célula vascular 1 

(VCAM-1), es una molécula de adhesión canónicamente encontrada en el endotelio de vasos sanguíneos 

bajo contextos inflamatorios, donde la presencia de VCAM-1 en la membrana de células endoteliales 

permite la adhesión y transmigración de células inflamatorias a sitios de inflamación en los tejidos. Hasta 

la fecha,  se desconoce la participación de VCAM-1 cardiaca asociada con fenotipos de cardiomiopatía 

inducida por obesidad.  

Objetivos: Investigar los cambios en la función, morfología y marcadores moleculares asociados a 

VCAM-1 en un modelo experimental de cardiomiopatía inducida por obesidad en animales wild type y 

knock-out cardiomiocito específicos para VCAM-1 (c-VCAM-1-KO), con su respectivo control F/F. 

Métodos: Animales macho wild type, F/F y c-VCAM-1-KO cepa C57BL/6N de 10 semanas de edad 

fueron utilizados y aprobados para experimentación por el protocolo de bioética 20387-CYQ-UCH. Estos 

animales se alimentaron por 25 semanas con una dieta alta en grasas (HFD) (60% Kcal grasas) o dieta 

control (10% Kcal grasas). Se realizaron análisis morfométricos: peso corporal y de órganos como tejido 

adiposo e hígado para determinar obesidad. Para el análisis del corazón se determinó el peso del corazón 

y parámetros histológicos como: área de sección transversal y perímetro con la tinción con wheat germ 

agglutinin (WGA) y fibrosis por la tinción Picro-Sirius Red. Se realizaron ecocardiografías en animales 

despiertos en Modo M para determinar función sistólica (fracción de eyección y de acortamiento) y 

animales anestesiados mediante Doppler y Doppler tisular para evaluar las relaciones E/A y E/E’. Para 

evaluar el estado metabólico se realizaron test de tolerancia glucosa, ELISA kit para insulinemia, índice 

HOMA-IR y niveles de pAKT Ser 473 por Inmuno-blot para determinar resistencia a la insulina bajo un 

pulso de insulina. Se realizó test de tolerancia al ejercicio para determinar el estatus cardiovascular frente 

a esfuerzo. Se realizaron experimentos de RT-qPCR y Inmuno-blot para determinar la expresión génica 

y proteica, respectivamente, de VCAM-1, ANP, BNP, -MHC y FoxO1, como también la medición de 

niveles plasmáticos de VCAM-1 soluble mediante ELISA.  

Resultados: Los animales wild type alimentados con HFD presentaron obesidad, intolerancia a la glucosa, 

hiperinsulinemia, resistencia a la insulina e hipertrofia cardiaca, como también aumento de los niveles 

génicos y solubles de VCAM-1, estableciendo un modelo de cardiomiopatía inducida por obesidad. Los 
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animales c-VCAM-1-KO alimentados con dieta alta en grasas presentaron obesidad e intolerancia a la 

glucosa, sin embargo, la hiperinsulinemia y sensibilidad a la insulina mediante el aumento en la pAKT 

(Ser 473) bajo un pulso de insulina no fueron concluyentes. Además, presentaron disfunción diastólica 

con un aumento de la razón E/E`, disfunción sistólica con una disminución de la fracción de eyección y 

acortamiento, hipertrofia cardiaca con aumento del peso del corazón, área de sección transversal de los 

cardiomiocitos y marcadores patológicos como ANP y BNP, fibrosis e intolerancia al ejercicio, 

mostrando un fenotipo de cardiomiopatía inducida por obesidad acentuado y patológico, con 

insuficiencia cardiaca con fracción de eyección reducida. Los niveles circulantes de sVCAM-1 en los 

animales F/F HFD están aumentados, no así la condición c-VCAM-1-KO alimentados con HFD. 

Conclusión: Los resultados muestran que los animales c-VCAM-1-KO alimentados con HFD exacerban 

el fenotipo hipertrófico inducido por la HFD, induciendo insuficiencia cardiaca con disfunción sistólica 

y diastólica, sugiriendo que los niveles de sVCAM-1 y VCAM-1 en el corazón serían una respuesta 

compensatoria al daño inducido por la HFD. Por lo tanto, VCAM-1 tendría un papel protector en el 

modelo de cardiomiopatía inducido por la dieta alta en grasas.   
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2. Abstract 

 

Introduction: Obesity-induced cardiomyopathy is a clinical condition that has detrimental effects on 

cardiac function. However, the molecular mechanisms associated with its development have not been 

fully studied. Vascular cell adhesion protein 1 (VCAM-1), is an adhesion molecule canonically found in 

the endothelium of blood vessels under inflammatory contexts, the presence of VCAM-1 in the 

endothelial cell membrane allows adhesion and transmigration of inflammatory cells to sites of 

inflammation in tissues. To date, the role of cardiac VCAM-1 associated with obesity-induced 

cardiomyopathy phenotypes is unknown. 

 

Objectives: To investigate the changes in the function, morphology, and molecular markers associated 

with VCAM-1 in an experimental model of cardiomyopathy induced by obesity in wild-type and 

cardiomyocyte knockout animals specific for VCAM-1 (c-VCAM-1-KO) with its respective F/F control. 

 

Methods: Male wild type, F/F and c-VCAM-1-KO strain C57BL/6N animals of 10 weeks of age were 

used and approved for experimentation by bioethics protocol 20387-CYQ-UCH. These animals were fed 

for 25 weeks with a high-fat diet (HFD) (60% Kcal fat) or a control diet (10% Kcal fat). Morphometric 

analyzes were performed: body weight and organs such as adipose tissue and liver to determine obesity. 

For heart analysis, heart weight and histological parameters such as: cross-sectional area and perimeter 

were determined by wheat germ agglutinin (WGA) staining and fibrosis by Picro-Sirius Red staining. 

Echocardiography was performed in awake animals in M-Mode to determine the systolic function 

(ejection fraction and shortening); and in anesthetized animals using Doppler and tissue Doppler to 

evaluate the E/A and E/E' ratios. To evaluate the metabolic state, the glucose tolerance test, ELISA kit 

for insulinemia, determination of HOMA-IR index, and pAKT Ser 473 levels by Immuno-blot were 

performed to determine insulin resistance under an insulin pulse. An exercise tolerance test was 

performed to determine cardiovascular status against exertion. RT-qPCR and Immuno-blot experiments 

were performed to determine gene and protein expression, respectively, of VCAM-1, ANP, BNP, β-

MHC, and FoxO1, as well as the measurement of soluble plasma VCAM-1 levels by ELISA. 

 

Results: Wild-type animals fed with HFD presented obesity, glucose intolerance, hyperinsulinemia, 

insulin resistance and cardiac hypertrophy, as well an increase in soluble and gene levels of VCAM-1, 

providing a model of obesity-induced cardiomyopathy. c-VCAM-1-KO animals fed high-fat diet obesity 
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and glucose intolerance, however hyperinsulinemia and insulin sensitivity by an increase in pAKT (Ser 

473) under pulse insulin were inconclusive. Additionally, diastolic dysfunction with increased E/E` ratio, 

systolic dysfunction with decreased ejection fraction and shortening, cardiac hypertrophy with increased 

heart weight, cardiomyocyte cross-sectional area, and pathologic markers such as ANP and BNP, 

fibrosis, and exercise intolerance, showing a phenotype of marked and pathological obesity-induced 

cardiomyopathy, with heart failure with reduced ejection fraction. Circulating levels of sVCAM in F/F 

HFD animals are increased, but not in condition c-VCAM-1-KO HFD. 

 

Conclusion: The results show that c-VCAM-1-KO animals fed with HFD exacerbate the hypertrophic 

phenotype induced by HFD, inducing heart failure with systolic and diastolic dysfunction, suggesting 

that the levels of sVCAM-1 and VCAM-1 in the heart would be a compensatory response to the damage 

induced by HFD. Therefore, VCAM-1 has a protective role in a model of high-fat diet-induced 

cardiomyopathy. 
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3. Introducción 

 

El corazón es el órgano principal del sistema circulatorio, el cual actúa como una bomba mecánica para 

poder distribuir la sangre a todos los tejidos y células de los organismos vertebrados. Dentro de las células 

que conforman este órgano se encuentran: células musculares lisas vasculares, células endoteliales, 

células epicárdicas, células marcapasos, fibroblastos y cardiomiocitos. Estos últimos son las células que 

confieren la capacidad contráctil al corazón [1] presentan una alta diferenciación y baja tasa de 

proliferación en el estadio adulto del desarrollo [1], [2]. Debido a lo anterior, el tejido cardiaco frente a 

un daño no presenta regeneración del tejido, lo que desencadena el reemplazo del tejido cardiaco por una 

cicatriz fibrosa de colágeno, evento que produce una disfunción cardiaca y el desarrollo de patologías 

cardiovasculares.  

 

De todas las muertes anuales en nuestro planeta, el 30% corresponde a las enfermedades cardiovasculares 

[3], siendo también en Chile la principal causa de muerte. En el año 2014, las patologías 

cerebrovasculares e infarto del miocardio representaron el 28% del total de defunciones en el país [4]. 

Las enfermedades cardiovasculares más prevalentes son: la enfermedad coronaria, insuficiencia cardíaca 

y cardiomiopatía diabética. Sus principales factores de riesgo incluyen la inactividad física, obesidad, 

niveles plasmáticos de colesterol alto, tabaquismo, presión arterial elevada, niveles altos de glucosa y 

diabetes [5] . Las estadísticas muestran que las enfermedades cardiovasculares van en aumento [5] y un 

meta-análisis del 2016 en Estados unidos sugiere que uno de los principales riesgos de enfermedad 

cardiovascular es la obesidad, aumentando en 1,45 veces el riesgo relativo, mostrando la importancia de 

mantener un peso y consumir una dieta saludable como prevención [5].  

 

Descubrir nuevos blancos terapéuticos para el tratamiento de las enfermedades cardiovasculares es un 

desafío importante para la comunidad científica y el bienestar de la población mundial. Nuestro interés 

radica específicamente en buscar nuevos blancos terapéuticos que prevengan el desarrollo de la 

cardiomiopatía diabética asociada a obesidad, tomando en consideración la alta prevalencia de diabetes 

mellitus y obesidad tanto en Chile como el resto del mundo. Previamente en los laboratorios de los Dres. 

Sergio Lavandero y Joseph A. Hill descubrieron que la proteína VCAM-1 (Vascular adhesión molecule-

1) está expresada en el corazón [6], [7] y su función en modelos de dieta alta en grasas en el corazón no 

han sido estudiada.  
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4. Desarrollo 

 

4.1 Marco teórico 

 

4.1.1 Cardiomiopatía inducida por obesidad. 

 

La cardiomiopatía inducida por obesidad es una enfermedad multifactorial, que tiene como factores de 

riesgo la obesidad, hiperglicemia, resistencia a la insulina y disminución de la señalización de la insulina 

en el corazón. Estos factores conducen al desarrollo de desórdenes metabólicos y resistencia a la insulina 

en el tejido cardiaco, produciendo alteraciones celulares tales como hipertrofia y fibrosis, aumento del 

estrés oxidativo, inflamación crónica de bajo grado, estrés de retículo, señalización de insulina aberrante, 

lipotoxicidad y cambios en la bioenergética mitocondrial [8]. Si bien esta enfermedad está 

frecuentemente asociada a personas adultas, la prevalencia de DMT2 en jóvenes entre el año 2001 y 2009 

ha aumentado en un 30%, y de estos jóvenes, un 1% presenta sobrepeso y un 79% tiene obesidad [5]. 

Los mecanismos que relacionan DMT2 y obesidad en el desarrollo de cardiomiopatías son un blanco de 

investigación prioritario dado el aumento de la prevalencia de la DMT2  y obesidad en todo el mundo. 

En relación a los mecanismos moleculares, la cardiomiopatía inducida por obesidad presenta como una 

de sus características principales el desarrollo de resistencia a la insulina y la alteración del metabolismo 

lipídico. Dentro de este estado se incluye la presencia de una deficiente señalización de insulina en los 

cardiomiocitos, acompañado de disminución en la actividad del Insulin receptor substrate 1 (IRS-1) y 

proteína quinasa AKT, con la consecuente disminución de los transportadores de glucosa GLUT-4 en la 

membrana plasmática y de la captación de este sustrato en la membrana de los cardiomiocitos. Además, 

también se observa la acumulación de lípidos en diversos tejidos blanco, como también la reducción del 

metabolismo oxidativo mitocondrial [9]. 

 

Diferentes modelos experimentales se han usado para estudiar el desarrollo de la cardiomiopatía en 

contextos de obesidad, tales como: el modelo de ratones ob/ob, que tienen mutado el gen de la leptina; 

ratones db/db que tienen mutado el receptor de leptina en el hipotálamo; y ratones C57BL/6 alimentados 

con dieta alta en grasa (HFD, por sus siglas en inglés high-fat diet) [10]. En estos animales se encuentran 

las características que definen la patología, las que incluyen: disminución de la función diastólica, 

aumento de la masa del ventrículo izquierdo, disminución de la eficiencia cardiaca, aumento en la 

oxidación de ácidos grasos, acumulación de lípidos y disminución de la bioenergética mitocondrial en 

los cardiomiocitos. Los ratones alimentados con HFD por 2 semanas presentan un cambio en el sustrato 
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metabólico preferente del cardiomiocito para obtener energía, oxidando más glucosa que ácidos grasos. 

Posterior a las 20 semanas de tratamiento con HFD  se ha observado que hay una disminución en la 

función cardiaca por alteraciones en el metabolismo y cambio de sustrato metabólico [11], [12]. Otro 

estudio mostró que ratones alimentados con HFD por 25 semanas desarrollan cardiomiopatía diabética, 

en donde el factor transcripcional FoxO1 es uno de los blancos moleculares responsables de este fenotipo, 

observando que un aumento de la actividad de FoxO1 conduce a una mayor expresión de proteínas que 

favorecen la captación y acumulación de lípidos, favoreciendo el desarrollo de lipotoxicidad, como 

también una disminución en la sensibilidad a la insulina [12]. Para tener un acercamiento a los 

mecanismos por los que se desarrolla la cardiomiopatía inducido por obesidad, estamos interesados en 

el uso de la HFD para inducir este fenotipo, para tener un modelo que se correlacione a los altos índices 

de obesidad que presenta Chile [13] 

 

Uno de los blancos que se está estudiando para tratar la cardiomiopatía inducida por obesidad es la 

inflamación crónica de bajo grado generada por una producción anormal de las citoquinas inflamatorias 

tales como TNF-ɑ (factor de necrosis tumoral alfa) e IL-6 (interleuquina-6) en modelos de obesidad y 

DMT2 [14]. En el siguiente punto abordaremos la contribución de VCAM-1 en el corazón y su posible 

relación con la cardiomiopatía inducida por obesidad. 

 

4.1.2 VCAM-1 y sus efectos en el cardiomiocito 

 

4.1.2.1 Estructura molecular de VCAM-1 
 
VCAM-1 es una sialoglicoproteína de transmembrana, perteneciente a la familia de las inmunoglobulinas 

(Ig) de tipo 1 [15], [16], y que posee 7 dominios Ig hacia el extracelular. Los dominios 1 y 4 se unen a la 

integrina ɑ4β1, o también llamado VLA-4 por sus siglas en inglés Very Late Antigen-4 (VLA-4)[17]. 

Además, el dominio citoplasmático de la proteína, se encuentra el dominio carboxilo terminal que 

contiene 19 aminoácidos y es altamente conservado, ya que presenta un 100% de identidad entre 

especies, tales como: rata, ratón, humano y conejo [18]. Existen dos isoformas de VCAM-1 en humanos, 

una de ellas posee los 7 dominios de Ig, que es la isoforma completa y otra de 6 dominios transmembrana, 

la que tiene la escisión del dominio 4. En ratones, VCAM-1 está expresado en su forma completa y una 

isoforma con 3 dominios de Ig. Existe homología entre los dominios Ig 1-4, 2-5 y 3-6 de VCAM-1, en 

donde los dominios 1 y 4 son sitios que presentan sitios de unión a la ligando (Figura 1). La homología 

entre los dominios Ig es fundamental para la interacción de VCAM-1 con sus posibles ligandos, siendo 
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el blanco primario la integrina ɑ4β1, pero también puede interaccionar con α4β7, α9β1 αDβ2 con menos 

afinidad [19], [20]. El dominio extracelular de la proteína VCAM-1 es blanco de las metaloproteinasas 

ADAM 17, ADAM 8 y ADAM 9 (por sus siglas en inglés: A desintegrin and metalloprotease (ADAM), 

produciendo la liberación de VCAM-1 hacia el intersticio y/o sangre, denominado VCAM-1 soluble 

(sVCAM-1)[18], [21] y que puede señalizar mediante su unión a integrina ɑ4β1, por ejemplo, afectando 

la apoptosis en linfocitos T [22]. En humanos, los niveles de sVCAM-1 están aumentados en diferentes 

enfermedades tales como hipertensión arterial, diabetes mellitus, insuficiencia cardiaca, neumonía aguda 

eosinófila, etc. [19]. La porción transmembrana de VCAM-1 funciona como una proteína de andamio 

para la migración de leucocitos en el endotelio de los vasos sanguíneos y además promueve la activación 

de vías de señalización en el endotelio mediante la generación de ROS por la NADPH oxidasa [18]. 

 

Figura  1: Estructura molecular de VCAM-1 en humano y ratón. VCAM-1 en humanos es codificado 

por el cromosoma 1, presenta 9 exones y dos variantes de splicing, una de 7 y 6 dominios Ig. En ratones, 

VCAM-1 es codificado por el cromosoma 3, presenta los mismos 9 exones pero presenta dos variantes 

de splicing con 7 y 3 dominios Ig. Figura extraída de la referencia [19].  
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4.1.2.2 Participación de VCAM-1 en inflamación 
 
VCAM-1 es una proteína constitutivamente expresada en células dendríticas linfoides, fibroblastos de la 

médula ósea, algunos macrófagos tisulares y endotelio [15], [18]. Adicionalmente, su síntesis y expresión 

se puede inducir en diferentes tipos celulares. Clásicamente, durante inflamación aguda, las células 

inflamatorias liberan citoquinas tales como IL-1 o TNF-ɑ. Estas citoquinas inducen la expresión de 

VCAM-1 en diferentes tipos celulares. En el caso de TNF-ɑ, se activa la vía de TNFR1 y la cascada de 

señalización de IKK- NF𝜅B, promoviendo la transcripción de VCAM-1 y su consecuente traducción y 

expresión [23] (Figura 2).   

 

                      
 

Figura  2: VCAM-1 en contexto inflamatorio. Bajo estímulos pro-inflamatorios como TNF-ɑ y IL-1β, 

VCAM-1 se expresa canónicamente en el endotelio mediante la vía se señalización IKK/NF-kB, donde 

se induce su expresión transcripcional. Luego, el mRNA de VCAM-1 es traducido a proteína y se localiza 

en su mayoría en la membrana plasmática. Las células inflamatorias como leucocitos, presentan el 

ligando α4β1, que es reconocido por VCAM-1 y favorece la adhesión y migración de las células 

inflamatorios desde la sangre al tejido dañado. Además VCAM-1 es blanco de ADAM-17, produciendo 

el shedding y la liberación de sVCAM-1 al intersticio y plasma. Figura extraída de la referencia [19].  
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Tanto TNF-ɑ como IL-1 aumentan los niveles de VCAM-1 en las células endoteliales de cordón 

umbilical (HUVEC), siendo TNF-ɑ un inductor de la expresión de VCAM-1 más potente que IL-1 [15]. 

En contextos de inflamación crónica de bajo grado, tal como lo es la obesidad, se han observado 

aumentos en la expresión de VCAM-1 en conjunto con altos niveles de lipoproteínas, hiperglicemia e 

hiperinsulinemia [24], [25], los cuales se pueden deber al aumento de proteínas pro-inflamatorias como 

lo son TNF-, IL-6, PAI-1 and C-reactive protein (CRP)[26]. Además, mujeres con obesidad presentan 

niveles plasmáticos incrementados de sVCAM-1 al comparar con mujeres de peso normal [27]. 

 

4.1.2.3 Participación de VCAM-1 en el corazón 
 
En el corazón, VCAM-1 participa en varios estados de desarrollo, debido a que embriones knock-out 

completos para VCAM-1 presentan malformaciones en el desarrollo de la placenta, como también 

muestran células sanguíneas presentes en el saco pericárdico, impidiendo el correcto desarrollo del 

corazón y haciendo que estos animales no sean viables [28], [29]. En concordancia a estos resultados, 

los ratones knock-out para la integrina 4 muestra una negativa interacción célula-célula entre el 

epicardio y el miocardio, apareciendo sangrado alrededor del corazón en estadio E12,5 de los embriones 

[30]. Adicionalmente, Feudous et al. mostraron que embriones knock-out para FoxO1, un factor 

transcripcional altamente descrito en patologías como diabetes, presentaban un fenotipo similar al 

encontrado con el ratón knock-out para VCAM-1 e integrina 4, observando alteraciones en el desarrollo 

de la placenta de los embriones. Interesantemente, en este trabajo se encontró que los niveles proteicos 

de VCAM-1 estuvieran disminuidos en los corazones de los animales knock-out con respecto a los 

animales control. De esta forma, se sugiere que la expresión de VCAM-1 podría estar modulada por 

FoxO1 [7].  

 

Sumado a la evidencia descrita anteriormente, también se ha descrito la participación de VCAM-1 en 

patologías como la enfermedad isquémica, el infarto del miocardio y la insuficiencia cardiaca [19]. Los 

niveles de mRNA de VCAM-1 se encuentran aumentados en pacientes con cardiomiopatía isquémica 

[31], como también los niveles circulantes de sVCAM-1 luego de un infarto al miocardio[32], [33]. Por 

otra parte, los niveles de sVCAM-1 se encuentran relacionados a la incidencia de riesgo de la 

insuficiencia cardiaca, siendo el fenotipo de insuficiencia cardiaca con fracción de eyección preservada 

(HFpEF) el con mayor asociación [34]. El trabajo de Kolijn et al. muestra que animales con HFpEF 

presentan un aumento en los niveles de VCAM-1 y que estos niveles bajan con el tratamiento de los 

animales con empaglifozina, un inhibidor del cotransportador 2 de sodio-glucosa (SGTL2) [35]. 
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Adicionalmente, se ha propuesto al sVCAM-1 como marcador predictivo independiente en pacientes con 

eventos de fibrilación auricular postoperatorios (POAF por sus siglas en inglés) ante una cirugía de 

bypass de arterias coronarias [6]. Esta evidencia muestra que VCAM-1 está siendo descrito como una 

proteína contribuidora al desarrollo de enfermedades cardiovasculares, sin embargo, su papel en las 

enfermedades cardiovasculares aún no ha sido descrito.  

 

Hasta la fecha, no se ha precisado cuál es la función de VCAM-1 en el corazón, qué señales inducen su 

expresión y cuáles son sus mecanismos de señalización en el cardiomiocito. Debido a los antecedentes 

presentados anteriormente, nuestro objetivo consiste en estudiar el rol de VCAM-1 en el desarrollo de 

resistencia a la insulina en el cardiomiocito inducido por dieta alta en grasas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

23 

 

4.2.Hipótesis  

 

El aumento de los niveles de VCAM-1 en el cardiomiocito media el desarrollo de cardiomiopatía 

inducida por dieta alta en grasa, alterando la señalización de insulina en el cardiomiocito. 

 

 

4.3.Objetivo general 

 

“Estudiar el papel de VCAM-1 cardíaco en el desarrollo de cardiomiopatía inducida por la administración 

de dieta alta en grasa en el ratón” 

 

4.4.Objetivos específicos 

 

4.4.1. Evaluar si los niveles de expresión de VCAM-1 aumentan en el corazón de ratones con 

cardiomiopatía inducida por dieta alta en grasa. 

 

4.4.2. Determinar el papel de VCAM-1 en la función y estructura cardiaca en ratones knockout 

cardiomiocito específico de VCAM-1 alimentados con dieta alta en grasa. 

 

4.4.3. Evaluar blancos moleculares hipertróficos y metabólicos presentes en ratones knockout 

cardiomiocito específico de VCAM-1 alimentados con dieta alta en grasa. 
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4.5. Materiales y Métodos 

4.5.1 Animales y dietas: 

Se utilizaron ratones C57BL/6N macho de 10 semanas de edad. Los animales están aprobados por el 

comité de ética de la Universidad de Chile, bajo el código 20387-CYQ-UCH. Un grupo de animales 

fueron alimentados con dieta estandarizada de alto contenido calórico proveniente de grasa (Research 

Diet #D12492, HFD). En esta dieta un 60 % de kcal proviene de grasas (54% de kcal se obtienen de 

manteca de cerdo, y un 6% de kcal se obtienen de aceite de soya). Como control se utilizó una dieta de 

bajo contenido de grasas (Research Diet #D124505), de la cual un 10% de kcal son de origen graso. El 

tratamiento con ambas dietas se realizó por 25 semanas. La disposición del alimento y agua fue ad 

libitum. 

4.5.2 Test de tolerancia a la glucosa:  

Los animales fueron sometidos a ayuno por 6 h antes de realizar el experimento. Se les administró una 

carga intraperitoneal de glucosa disuelta en PBS 1x 0,1M , pH 7.4 a una concentración de 1 g de 

glucosa/kg de animal. Las mediciones se realizaron a los tiempos 0’, 15’, 30’, 60’, 90’ y 120’. Las 

mediciones se realizaron a las 0 semanas, 5 semanas, 15 semanas y 25 semanas de dieta para determinar 

curva de tolerancia a la glucosa, glucosa basal y área bajo la curva. 

4.5.3 ELISA:  

Los niveles de sVCAM-1 se determinaron utilizando el kit Quantikine ELISA Mouse VCAM-1/CD106 

Immunoassay de R&D Biosystem y los niveles de insulinemia a través del kit Mouse Insulin ELISA 10-

1247-01 - Mercodia. Se utilizó plasma sanguíneo obtenido de los animales en su sacrificio y su 

recolección fue acompañada del uso de EDTA como anticoagulante. Las muestras se centrifugaron por 

20 min a 2000 g para obtener el plasma. Las muestra se almacenaron a temperaturas -80°C y se 

descongelaron solo al momento de utilizar para el ensayo. 

4.5.4 Determinación HOMA-IR: 

Se utilizaron las mediciones realizadas en los puntos anteriores correspondientes a glucosa basal e 

insulinemia para aplicar la fórmula: (Insulina en ayuno*Glucosa en ayuno)/22.5. Este último valor sería 

el factor corrector utilizado en ratones [36]. 
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4.5.5 Evaluación ecocardiográfica: 

Los ecocardiogramas se realizaron en ratones despiertos, previamente entrenados durante una semana 

para tal fin o anestesiados con isofluorano 2% constante. Previamente, se depilaron en la zona torácica y 

fueron monitoreados por ECG a través de electrodos adheribles. Se utilizó el sistema de ultrasonido Vivid 

i de General Electric con el transductor iRL-RS que tiene una frecuencia de 5-13MHtz, profundidad de 

campo de 6 cm y campo de visión de 25 mm. Se evaluaron dos vistas durante el estudio cardíaco: 1. 

Mediciones en el eje largo de cuatro cámaras que corresponden a la evaluación de la función diastólica 

en modo Doppler donde se incluye la determinación de: Onda E, llenado ventricular rápido; onda A, 

contracción auricular, índice E/A para determinar la función diastólica y onda E` mediante Doppler 

tisular. 2. Mediciones realizadas en el eje corto a nivel de los músculos papilares en modo M para 

determinar el grosor de la pared anterior y posterior del corazón (mm); DVId: diámetro ventrículo 

izquierdo en diástole (mm); DVIs: diámetro ventrículo izquierdo en sístole (mm); FE: fracción de 

eyección (a través del Método de Teich); y FA: fracción de acortamiento (expresado en %) para 

determinar función sistólica. 

 

4.5.6 Evaluación histológica: 

Para observar los cambios histológicos en los animales, se extrajo el corazón luego de cumplir el tiempo 

de tratamiento. Los corazones fueron seccionados mediante un corte transversal (2-chamber view) para 

visualizar los ventrículos, como también un corte longitudinal (4-chamber view), para visualizar 

ventrículos y atrios. Luego, fueron fijados en paraformaldehído 4% p/v en PBS 1x a 0.1M, pH 7.4 por 

24 h a temperatura ambiente. Se realizó un procesamiento de rutina para estas muestras y se obtuvieron 

cortes de 3 µm de espesor. Se realizaron las técnicas de Hematoxilina-Eosina (H/E) para observar la 

morfología básica de los tejidos, Wheat Germ Agglutinin (WGA) para observar los límites de los 

cardiomiocitos y determinar área de sección transversal y perímetro. Se realizó la técnica de Picro-Sirius 

Red (PSR) para evaluar fibrosis cardiaca. Además, se realizó inmunohistoquímica mediante recuperación 

antigénica con buffer citrato 0,1M pH 6.0 utilizando el anticuerpo VCAM-1 (1:200). Se obtuvieron 

imágenes representativas de los campos de interés y se obtuvieron 10 fotos por muestra para realizar los 

análisis en el programa Image J. 
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4.5.7 Determinación de los niveles de proteínas por Inmuno-blot: 

Las proteínas se obtuvieron a partir de lisados totales de ventrículo izquierdo con RIPA e inhibidores de 

proteasa y fosfatasas. La cuantificación de proteínas se realizó con el método de BCA protein kit 

(Thermo). Las proteínas fueron separadas en geles de acrilamida al 10-15% v/v. Se realizaron 

electroforesis por 3 h a 80 V y transferencia en membrana de nitrocelulosa por 10 min en equipo de 

transferencia semiseca (BioRad). Posteriormente se realizó la tinción con Rojo Ponceau para visualizar 

las proteínas en la membrana. Luego, la membrana se bloqueó con leche descremada 5% p/v en TBS-

Tween-20 0.01% v/v por 1 h. Finalmente, se incubaron los anticuerpos durante toda la noche a 4°C. Al 

día siguiente las membranas se lavaron con TBS-Tween-20 0.01% v/v y se incubaron con un anticuerpo 

secundario conjugado a peroxidasa para posteriormente visualizar las proteínas con un sistema quimio 

luminiscente de revelado (EZ-ECL) en el equipo LICOR. Los análisis de densitometría de las imágenes 

se realizaron en el programa Image J. Las proteínas evaluadas y sus correspondientes diluciones en 

solución de bloqueo fueron: VCAM-1 (1:1000), pAKT (ser-473) (1:1000), AKT total (1:1000), ANP 

(1:5000), y beta-tubulina (1:5000). El anticuerpo de VCAM-1 utilizado reconoce los últimos 13 

aminoácidos del C-terminal de VCAM-1 (clon EPR5047, ab134047, Abcam). 

4.5.8 Determinación de los niveles de mRNA por RT-qPCR: 

Se determinaron los niveles de mRNA de los genes Vcam-1, FoxO1, Anp, Bnp, -Mhc (Tabla 1) 

utilizando como control de carga 18s. Para este fin, el mRNA fue extraído a partir de lisados totales de 

corazón mediante el uso de TRIzol (Invitrogen) y se procedió a extraer el RNA. Las muestras fueron 

cuantificadas en el equipo Nanodrop y luego se utilizó 1 µg de RNA para la síntesis de cDNA con el 

master mix SuperScript III (Invitrogen). La determinación de la cantidad de mRNA se realizó mediante 

el método 2ΔΔCT en el equipo Step One Plus (Applied Biosystem). 

Tabla 1: Secuencia de partidores utilizados. 

Partidor Sentido Anti-sentido 

Vcam-1 5'- CCCACCATTGAAGATACCGGGA -3' 
 

5'- TAGTATAGGAGAGGGGCTGACC -3' 
 

FoxO1 
 

5`-GCAGCCAGGCATCTCATAA-3` 5`-CCTACCATAGCCATTGCAGC-3` 

Anp 
 

5-TCGTCTTGGCCTTTTGGCT-3` 5`-TCCAGGTGGTCTAGCAGGTTCT-3` 

Bnp 
 

5`-CATGGATCTCCTGAAGGTC-3` 5`-CCTTCAAGAGCTGTCTCTGG-3´ 

-Mhc 5'-AAGCAGCAGTTGGATGAGCG-3' 
 

5'-CCTCGATGCGTGCCTGAAGC-3' 
 

18s 5`-CCCTGCCCTTTGTACACACC-3` 5`-CGATCCGAGGGCCTCACTA-3´ 
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4.5.9 Genotipificación de animales c-VCAM-1-KO: 

Para determinar si los animales a utilizar correspondían a animales F/F o VCAM-1-KO, se realizó 

genotipificación de la secuencia LOX-P asociada a VCAM-1, la cual debe estar presente en todos los 

animales, como también la secuencia CRE, correspondiente a la recombinasa presente bajo el promotor 

de la alpha-myosin heavy chain (-MHC) específicamente expresada en cardiomiocitos. Se realizó la 

extracción de DNA a partir de muestra de oreja de ratón con DNAzol (Invitrogen). La secuencia de los 

partidores se detalla en la Tabla 2. El PCR para la amplificación de las secuencias se realizó con el kit 

GoTaq Green Master Mix 2X bajo el protocolo en termociclador correspondiente a 95° x 5 min / 30 

ciclos de: 95° x 30”, 55° x 45”, 72° x 45”/ 72° x 10 min/ 4° mantención. Se realizaron electroforesis en 

geles de agarosa 1% p/v con 10 l de SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen) en buffer TAE 0,5X, a 80 

V por 40 min. 

 

Tabla 2: Secuencias de partidores para genotipificación de animales c-VCAM-1-KO. 

Partidor Sentido Anti-sentido 

LOXP-VCAM-1 5'-GGGACGGATTTTCTTTCCAC -3' 
 

5'-GACTTTGAAGCCCATTGCAC-3' 
 

-MHC CRE 5'- AGGTTCGTTCACTCATGG-3' 
 

5'- CGACCAGTTTAGTTACCC-3' 
 

 

4.5.10 Test de tolerancia al ejercicio: 

Los animales se aclimataron durante 4 días, 5 min diarios en una trotadora para roedores (Ugo Basile), 

con una inclinación de 20º y a velocidades crecientes (4-14 m/min). Se utilizaron estímulos eléctricos de 

1.5 mA y 3 Hz. El día de la prueba se midió la distancia recorrida hasta el agotamiento máximo del 

animal, determinada cuando el animal se mantenga durante 5 seg. entre la rejilla que genera los estímulos 

eléctricos y la primera porción de la cinta trotadora.  

4.5.11 Determinación de presión arterial: 

Los animales se aclimataron por 4 días, 5 min diarios en el equipo CODA® High Throughput System 

(Kent Scientific Corporation) con el restrictor en la cola de cada uno de los animales. El día del 

experimento se determinó la presión sistólica y diastólica de los animales realizando al menos 10 

mediciones por animal. 
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4.5.12 Análisis estadístico: 

Los resultados se expresaron promedio ± SD (desviación estándar). Se realizaron al menos 3 

experimentos independientes para cada condición experimental. Se realizaron comparaciones entre los 

distintos grupos experimentales mediante el uso del software GraphPad Prism 6 realizando t-Student no 

paramétrico para comprar entre los grupos control y HFD. También utilizamos ANOVA de dos vías para 

las condiciones experimentales F/F y c-VCAM-1-KO, comparado con las condiciones de dieta control y 

HFD, con test post hoc Dunnet o Tukey según corresponda cuando las muestras presentaros distribución 

normal. También realizamos ANOVA de una vía no paramétrico para experimentos con bajo n y que no 

cumplen distribución normal de los datos. Se consideró un valor de p ≤ 0,05 como nivel de significancia. 
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4.6. Resultados  

4.6.1 Objetivo 1: Evaluar si los niveles de expresión de VCAM-1 aumentan en el corazón de 

ratones con cardiomiopatía inducida por dieta alta en grasa.  

 

Este trabajo se inició realizando los experimentos correspondientes al desarrollo del modelo de 

cardiomiopatía inducida por obesidad. Para este fin, ratones macho wild type C57BL/6N, de 10-12 

semanas de edad, se alimentaron con dieta control (Research diet, 10% Kcal fat) o dieta alta en grasas 

(Research diet, 60% Kcal fat) por 25 semanas. Los animales se revisaron semanalmente para monitorear 

su peso. La Figura 3A muestra que los animales subieron de peso en forma progresiva en las semanas 

de tratamiento y al finalizar las 25 semanas de suministro de dieta, los animales HFD aumentaron su peso 

significativamente con respecto al control (Figura 3B). Al utilizar la dieta control pareada de la HFD, 

podemos decir que las diferencias encontradas entre ambas condiciones se deben solamente a la 

diferencia en grasas que poseen las dietas.   

 
 
 

 
Figura  3: Dieta alta en grasas por 25 semanas de tratamiento induce aumento de peso corporal. 

Animales C57BL/6N machos de 10 semanas de edad se alimentaron con dieta alta en grasas (HFD) por 

25 semanas. (A) Seguimiento semanal del peso de los animales. (B) Peso de los animales control y HFD 

al inicio y término del tratamiento. ****p<0,0001, ####p<0,001, &&&&p<0,001 analizado por 2-way 

ANOVA.  n=7/14 animales por grupo.  

 
 

Adicionalmente, se evaluaron parámetros como la morfología general y el peso de la grasa subcutánea 

(Figura 4A) y epididimal (Figura 4B), aumentando significativamente el peso en los animales con HFD 

con respecto al control solamente en el tejido adiposo subcutáneo. Además, como indicador de 

lipotoxicidad tisular se determinó la esteatosis hepática mediante morfología con H/E, donde se observó 
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un aumento significativo de los espacios ópticamente vacíos correspondiente a estructuras asociadas a 

lípidos en el parénquima hepático, como también un aumento del peso del hígado en comparación al 

control (Figura 4C). Estos resultados indican que los animales alimentados con HFD presentan un 

aumento significativo de peso corporal, adiposidad y esteatosis hepática comparado con la dieta control, 

indicando que estos animales presentan un fenotipo obeso (Figuras 3-4). 

     

 
 

Figura  4: Dieta alta en grasas (25 semanas de tratamiento) induce aumento del peso del tejido 

adiposo subcutáneo y esteatosis en hígado. Animales C57BL/6N machos de 10 semanas de edad fueron 

alimentados con dieta alta en grasas (HFD) por 25 semanas de tratamiento. TAS: tejido adiposo 

subcutáneo. TAE: tejido adiposo epididimal. Barra 100 m. ****p<0,0001 analizado por t-test no 

paramétrico. n=7/14 animales por grupo. 
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Adicionalmente, se realizaron pruebas de test de tolerancia a la glucosa para evaluar el estado metabólico 

general de los animales. Los animales al inicio del tratamiento no presentaron diferencias en los 

parámetros medidos, por lo que todos los animales iniciaron con un estatus normal en tolerancia a la 

glucosa (Figura suplementaria 1A). Luego de 5 semanas de tratamiento, los animales HFD presentaron 

un alza en la curva de glicemia, área bajo la curva y glucosa basal con respecto al control, pero al tiempo 

final, la glicemia alcanzó los niveles basales correspondientes a cada condición al final del experimento 

(Figura suplementaria 1B). A las 15 semanas, se observó un fenotipo intolerante a la glucosa en los 

HFD, en donde la glicemia aumentó a las 15 min post-inyección y permaneció alta hasta el final del 

experimento. Además, el área bajo la curva y glucosa basal permanecen aumentados significativamente 

en la condición HFD con respecto al control (Figura suplementaria 1C). En el tiempo final de 

experimentación, 25 semanas, los animales con dieta alta en grasa presentaron una mejora con respecto 

al tiempo de 15 semanas, ya que se observa una curva que regresa a los niveles basales en el tiempo final 

de medición, sin embargo, los parámetros de área bajo la curva y glucosa basal permanecen siendo 

significativamente altos en la condición HFD con respecto a la condición control (Figura 5), mostrando 

que a las 25 semanas de HFD los animales son intolerantes a la glucosa.  

 

 
Figura  5: Dieta alta en grasas por 25 semanas induce intolerancia a la glucosa. Animales C57BL/6N 

machos de 10 semanas de edad se alimentaron con dieta alta en grasas (HFD) durante 25 semanas para 

luego realizar test de tolerancia a la glucosa a las semanas correspondientes. Los animales se ayunaron 

por 6 h, se les midió la glicemia basal y luego se administró una carga de glucosa de 1 g/Kg intraperitoneal 

para medir la glicemia durante 120 min. (A) La curva de glicemia, (B) glicemia basal y (C) área bajo la 

curva (ABC) se presentan a las 25 semanas (D). *p<0,05,**p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 

analizado por t-test. n=9/15 animales por grupo. 
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Estas diferencias mostradas en la figura anterior, se podrían deber a una compensación de insulina por 

parte del páncreas para sobrellevar el aumento de la glicemia, por lo que al medir la insulinemia, 

observamos que los animales HFD presentan un aumento significativo de la insulina plasmática y el 

índice HOMA-IR comparado con la condición control (Figuras 6A y C). Para evidenciar el estado 

metabólico del tejido cardiaco se determinó la fosforilación de AKT en la serina 473, fosforilación que 

se ve afectada en resistencia a la insulina y diabetes mellitus, disminuyendo sus niveles de fosforilación 

en comparación a la condición control con un pulso de insulina [37]. Nuestros resultados muestran que 

bajo un pulso de insulina por 15 min, los niveles de pAKT aumentaron significativamente en los ratones 

controles, no así los alimentados con HFD (Figura 6D), indicando que los animales tratados con dieta 

alta en grasa presentan un fenotipo de intolerancia a la glucosa, hiperinsulinemia y resistencia a la 

insulina en el corazón, respectivamente. 

 

 
 

Figura  6: Dieta alta en grasas por 25 semanas induce hiperinsulinemia, aumento del índice 

HOMA-IR y resistencia a la insulina en corazón. Animales C57BL/6N machos de 10 semanas de edad 

se alimentaron con dieta alta en grasas (HFD) durante 25 semanas para luego realizar test de tolerancia 

a la glucosa a las semanas correspondientes. (A) Se obtuvo el plasma para la determinación de 

insulinemia mediante kit ELISA, (B) Glicemia basal en sangre completa y (C) HOMA-IR. (D) Se realizó 

un estímulo de insulina por 15 min antes del sacrificio de los animales previamente ayunados y se obtuvo 

un lisado de corazón completo para evaluar los niveles proteicos de pAKT Ser 473. *p<0,05, **p<0,01 

analizado por t-test no paramétrico. n=7/10 animales por grupo. 

 

Posteriormente, se evaluó la morfología del corazón en cortes histológicos mediante la tinción de H/E 

(Figura 7A), y evaluación del área y perímetro de los cardiomiocitos del ventrículo izquierdo mediante 

la tinción WGA (Figuras 7 B-D) aumentando significativamente con respecto a los animales con dieta 

control. Además, macroscópicamente y en las vistas 2-chamber view y 4-chamber view los corazones se 
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observan más grandes en las condiciones HFD (Figura 7E) y presentan un aumento del peso del corazón 

relativizado por el largo de la tibia (Figura 7F). Todos los parámetros muestran que los animales 

alimentados con dieta alta en grasas por 25 semanas presentan hipertrofia cardiaca. 

 

 

Figura  7: Dieta alta en grasas (25 semanas de tratamiento) induce hipertrofia cardiaca. Animales 

C57BL/6N machos de 10 semanas de edad fueron alimentados con dieta alta en grasas (HFD) por 25 

semanas. (A) Imágenes representativas de la tinción H/E. (B) Imágenes representativas de la tinción 

WGA y la determinación de (C) área de sección transversal y (D) perímetro. (E) Imágenes macroscópicas 

del corazón completo, 2-chamber-view y 4-chamber-view. (F) Peso del corazón normalizado por el largo 

de la tibia. Barra negra 100 m, barra blanca 50 m. *p<0,05, *** p<0,001 analizado por t-test no 

paramétrico. n=7/14 animales por grupo. 

 

 
                    

Para evaluar la función cardiaca se realizaron ecocardiografías transtorácicas de los animales a las 25 

semanas de tratamiento. Se evaluó la función diastólica de los animales. Las imágenes muestran dos 
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peaks correspondiente a la onda E, producida por la velocidad de llenado isovolumétrico del ventrículo 

izquierdo; y la Onda A, producida por la velocidad de llenado del ventrículo izquierdo producto de la 

contracción auricular (Figura 8A). Se determinó velocidad de la onda E (Figura 8C) sin cambios entre 

las condiciones. No se observaron diferencias en la onda A ni relación E/A (Figura suplementaria 7). 

Además, se tomaron imágenes en el modo Doppler Tisular para obtener la velocidad de llenado 

isovolumétrico del corazón dependiente de la función tisular (Figura 8B), parámetro que se utiliza como 

indicador de disfunción diastólica en la relación E/E`[38]. Se cuantificó el peak obtenido correspondiente 

a la onda E` (Figura 8D) y se determinó el índice E/E` (Figura 8E), no obteniendo cambios significativos 

entre las condiciones experimentales. Basados en estos resultados nuestro modelo de cardiomiopatía 

inducida por obesidad no presenta disfunción diastólica. 

                    
Figura  8: Dieta alta en grasas por 25 semanas de tratamiento no produce disfunción diastólica. 

Animales C57BL/6N machos de 10 semanas de edad se alimentaron con dieta alta en grasas (HFD) por 

25 semanas de tratamiento para luego realizar ecocardiografía con animales anestesiados. (A) Imagen 

modo Doppler y (B) Doppler tisular para obtener curvas de velocidades de flujo sanguíneo como la onda 

E de llenado rápido (C), onda E’ (D) y la razón entre ambas E/E’ como indicador de disfunción diastólica 

(E). n=3 animales por grupo. No se realizó análisis estadístico por falta de experimentos independientes. 

 
 

Para la evaluación de la función sistólica se obtuvieron imágenes en Modo M (Figura 9A) y se determinó 

la fracción de acortamiento y fracción de eyección, donde los animales HFD no presentaron cambios con 

respecto al control (Figura 9B, C). Además, estos animales no presentaron cambios en el grosor de la 
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pared anterior (Figura 9D), ni grosor de la pared posterior de los animales HFD con respecto al control 

(Figura 9E), ni en el diámetro del ventrículo izquierdo en sístole y diástole (Figura suplementaria 8). 

Estos resultados indican que los animales alimentados con HFD por 25 semanas presentan un fenotipo 

hipertrófico con función sistólica preservada. 

 
 
 

 
 

Figura  9:Dieta alta en grasas por 25 semanas de tratamiento mantiene una función sistólica 

preservada. Animales C57BL/6N machos de 10 semanas de edad se alimentaron con dieta alta en grasas 

(HFD) por 25 semanas de tratamiento para luego realizar ecocardiografía con animales despiertos y 

previamente anestesiados para la medición. (A) Imágenes representativas de la ecocardiografía Modo M, 

(B) Fracción de eyección, (C) Fracción de acortamiento, (D) Grosor de la pared anterior, (E) grosor de 

la pared posterior. n=3 animales por grupo. No se realizó análisis estadístico por falta de experimentos 

independientes. 

          
A continuación, se determinaron los niveles de expresión génica y niveles proteicos de VCAM-1 en las 

muestras de tejido cardiaco total en los animales alimentados con dieta alta en grasas por 25 semanas. 

Los resultados muestran un aumento significativo de los niveles de mRNA de VCAM-1 en animales 

HFD con respecto al control (Figura 10A), sin cambios en los niveles proteicos de VCAM-1 (Figura 

10B). Los partidores utilizados para la determinación génica de VCAM-1 reconocen una secuencia 

correspondiente al exón 7 y exón 8 (Figura Suplementaria 2), por lo que estaría reconociendo la 

variante de splicing de 7 dominios de inmunoglobulina (Figura 1). La generación de pares de partidores 

de VCAM-1 específico para las variantes de splicing podría aportar información adicional sobre la 

síntesis de VCAM-1 por parte de las células presentes en el corazón y otros tejidos.  
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Por otro lado, el anticuerpo de VCAM-1 utilizado reconoce los últimos 13 aminoácidos del C-terminal 

de la proteína VCAM-1 (Figura suplementaria 3), reconociendo teóricamente ambas isoformas de 

VCAM-1 presente en ratón. Sin embargo, debido a la estandarización del anticuerpo por parte de la 

empresa y nuestro laboratorio, solamente podemos observar con certeza la banda de 100 kDa 

correspondiente a la isoforma completa de VCAM-1, pero también se observa una banda desconocida en 

37 kDa aproximadamente (Figuras Suplementarias 3 y 4). La empresa abcam validó el anticuerpo de 

VCAM-1, donde observa la especificidad de la banda de 100 kDa, ya que no se observa en células knock 

out. Sin embargo, las células knock out si presentan la banda en 37 kDa, mostrando que esta banda es 

inespecífica (Figura Suplementaria 5).  

 
 

 
 

Figura  10: Los niveles cardiacos de mRNA de Vcam-1 y sVCAM-1 plasmáticos aumentan en 

animales wild type alimentados con dieta alta en grasas por 25 semanas. Animales C57BL/6N 

machos de 10 semanas de edad se alimentaron con dieta alta en grasas (HFD) durante 25 semanas de 

tratamiento para luego obtener un lisado de corazón completo para evaluar los niveles cardiacos de 

mRNA de Vcam-1 mediante RT-qPCR (A), proteicos cardiacos de VCAM-1 por Inmuno-blot (B). Los 

niveles plasmáticos de la proteína de VCAM-1 soluble (sVCAM-1) se midieron mediante kit ELISA (C). 

n=4/16 animales por grupo. *p<0,05, **p<0,01 analizado por t-test no paramétrico. 

 
Además, se determinaron los niveles de sVCAM-1 en muestras de plasma, observando que animales 

HFD aumentan los niveles de la proteína sVCAM-1 respecto al control (Figura 10C). La utilización de 

anticuerpos VCAM-1 que reconozcan como antígeno secuencias específicas de las variantes de splicing 

podría complementar estos resultados, ya que no podemos concluir por completo acerca de los niveles 

de VCAM-1 en el corazón si no detectamos todas las isoformas. El kit ELISA utilizado en este trabajo 
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no informa el antígeno que reconoce, pero según la información recopilada con los fabricantes, se podría 

deber a la conformación de 7 dominios de inmunoglobulina, reconociendo el dominio N-terminal entre 

los aminoácidos Phe25-Glu698 (Figura Suplementaria 6). 

 

4.6.2. Objetivo 2: Determinar el papel de VCAM-1 en la función y estructura cardiaca en ratones 

knockout cardiomiocito específico de VCAM-1 alimentados con dieta alta en grasa.  

 

Para abordar este objetivo se utilizó como estrategia experimental el uso de ratones knockout 

cardiomiocito específicos para VCAM-1 (c-VCAM-1-KO). Estos animales presentan una sección del 

gen VCAM-1 floxeado con regiones Lox-P (F/F), sección que es removida por la proteína Cre que se 

encuentra bajo el promotor de -MHC (alpha-myosin heavy chain), proteína específica del corazón. Por 

lo tanto, los animales KO deben presentar en su genotipo tanto la región F/F como la recombinasa Cre. 

Los animales F/F utilizados como control deben presentar la región F/F y ausencia de la recombinasa 

Cre. Se realizaron genotipificaciones(Figura 11A) para determinar los grupos experimentales (Figura 

11B). Además, se evaluó la sobrevida de los animales durante las semanas de dieta, no observando 

diferencias significativas entre los grupos experimentales (Figuras 11C y D). 

 

                    
Figura  11: Generalidades animales alphaMHC-VCAM-1-KO. (A) Genotipificación por PCR 

convencional para la secuencia LOX-P y CRE. (B) Animales machos VCAM-1 F/F y c-VCAM-1-KO 

de 10 semanas de edad se alimentaron con dieta control y dieta alta en grasas (HFD) para realizar los 

futuros experimentos. (C) Curva de kaplan-meier para los animales en experimentación. (D) Porcentaje 

de sobrevida de animales en protocolo. n=16/18. No hay diferencia significativa entre grupos. 
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Para evaluar el papel de VCAM-1 en la cardiomiopatía inducida por obesidad, se determinaron los 

niveles de mRNA de VCAM-1 en muestras de corazón completo, no observando cambios significativos 

en su expresión (Figura 12A), resultado contrario a lo que observamos en los animales wild type HFD, 

donde si observamos un aumento del transcrito de VCAM-1. Además, se midieron los niveles proteicos 

de VCAM-1 en muestras de corazón mediante Inmuno-blot, observando que los animales F/F HFD y c-

VCAM-1-KO HFD presentan aumentos significativos con respecto a sus condiciones controles, sin 

embargo, no se observan cambios significativos entre las condiciones HFD (Figura 12B). Estos 

resultados no muestran la ausencia de VCAM-1 en los cardiomiocitos provenientes de animales c-

VCAM-1-KO, sin embargo, el corazón presenta además de los cardiomiocitos, fibroblastos, células 

endoteliales, células vasculares musculares lisas y células inflamatorias, las que podrían estar expresando 

VCAM-1 observados en estos lisados totales. Al realizar una inmunohistoquímica (IHQ) en los animales 

F/F HFD, logramos discriminar cardiomiocitos de otros tipos celulares, observando una marca positiva 

de VCAM-1, localizado en el citoplasma de los cardiomiocitos. Este inmuno-marcaje no se observa en 

las muestras de corazón provenientes de corazones con el genotipo c-VCAM-1 KO HFD (Figura 12C). 

Estos resultados muestran que VCAM-1 está expresado en condiciones de HFD en cardiomiocitos, pero 

está ausente en c-VCAM-1-KO HFD, validando nuestro modelo.  

 
 

Además, VCAM-1 es susceptible a shedding y liberación de sVCAM-1 al intersticio, por lo que se 

determinaron los niveles plasmáticos solubles de la proteína VCAM-1 (sVCAM-1) (Figura 13), 

observando un aumento de los niveles sVCAM-1 en los animales F/F HFD con respecto al control, no 

así en los animales c-VCAM-1-KO control y HFD. Además, los animales c-VCAM-1-KO HFD 

presentaron una disminución significativa de sVCAM-1 con respecto a la condición HFD F/F, indicando 

que los niveles de VCAM-1 aumentados en HFD dependen de la expresión de VCAM-1 en los 

cardiomiocitos. No se vieron afectadas las condiciones con dieta control en ambas condiciones 

experimentales (F/F y c-VCAM-1-KO).  
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Figura  12: Niveles cardiacos de VCAM-1 no aumentan en ratones c-VCAM-1-KO condiciones de 

HFD por 25 semanas. Animales machos C57BL/6N VCAM-1 F/F y c-VCAM-1-KO de 10 semanas de 

edad se alimentaron con dieta control y dieta alta en grasas (HFD). Niveles cardiacos de (A) mRNA para 

Vcam-1 mediante RT-qPCR. (B) Niveles cardiacos de proteína VCAM-1 mediante Inmuno-blot. (C) 

Inmunohistoquímica para VCAM-1 en cortes histológicos de corazón. n=6/13 animales por grupo. Los 

datos fueron analizados por 2 way-ANOVA. **p<0,01 comparado con F/F Control. ###p<0,001 

comparado con VCAM-1-KO Control. 
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Figura  13: Niveles plasmáticos de la proteína sVCAM-1 dependen de la expresión de VCAM-1 en 

el cardiomiocito. Animales machos C57BL/6N VCAM-1 F/F y c-VCAM-1-KO de 10 semanas de edad 

se alimentaron con dieta control y dieta alta en grasas (HFD) por 25 semanas. Se determinaron los niveles 

plasmáticos de sVCAM-1 a las 25 semanas de dieta en las 4 condiciones experimentales mediante kit 

ELISA. n=6/9animales por grupo. Los datos fueron analizados por 2way-ANOVA. **p<0,01 comparado 

con F/F Control, &p<0,05 comparando F/F HFD con VCAM-1-KO HFD. 

 

 

                                               
 

Figura  14: c-VCAM-1-KO incrementa el peso corporal en animales alimentados con HFD al igual 

que los  animal F/F HFD. Animales machos VCAM-1 F/F y c-VCAM-1-KO de 10 semanas de edad se 

alimentaron con dieta control y dieta alta en grasas (HFD). A las 25 semanas de dieta se registró el peso 

corporal. Los datos fueron analizados por 2way-ANOVA, ***p<0,001 comparado con el F/F control, 
###p<0,001 comparado con el VCAM-1-KO control. 
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Adicionalmente, los animales c-VCAM-1-KO aumentaron el peso corporal significativamente con 

respecto al control (Figura 14), pero sin diferencia entre las condiciones HFD. Además, ambas 

condiciones HFD aumentan el tamaño de los adipocitos y el peso del tejido adiposo subcutáneo (Figuras 

15 A y B). Sin embargo, hay un aumento significativo del peso del tejido epididimal solamente en la 

condición c-VCAM-1-KO HFD (Figuras 15 C y D), sugiriendo que este animal además de la obesidad 

subcutánea, presenta obesidad visceral, característica que se relaciona con resistencia a la insulina, 

hiperinsulinemia y riesgo cardiovascular [39].  Seguido a esto, evaluamos el hígado como principal tejido 

blanco de lipotoxicidad tisular, observando que ambas condiciones HFD presentan esteatosis (Figura 

16A) y aumento en el peso del hígado (Figura 16B), sin diferencias entre ellas.  

 

            
 

Figura  15: c-VCAM-1-KO HFD incrementa el peso del tejido epididimal. Animales machos 

VCAM-1 F/F y c-VCAM-1-KO de 10 semanas de edad se alimentaron con dieta control y dieta alta en 

grasas (HFD). A las 25 semanas de dieta se determinó la histología general por H/E y peso normalizado 

por el largo de la tibia de Tejido adiposo subcutáneo: TAS (A y B) y Tejido adiposo epididimal: TAE (C 

y D).  n=12/15 animales por grupo. Los datos fueron analizados por 2way-ANOVA.  ***p<0,001, 

****p<0,0001 comparado con F/F Control; ####p<0,0001 comparado con VCAM-1-KO Control. 
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Figura  16: c-VCAM-1-KO HFD presenta esteatosis hepática al igual que el F/F HFD. Animales 

machos VCAM-1 F/F y c-VCAM-1-KO de 10 semanas de edad se alimentaron con dieta control y dieta 

alta en grasas (HFD). A las 25 semanas de dieta se determinó la  (A) histología general por H/E y (B) 

peso del hígado normalizado por el largo de la tibia. n=12/15 animales por grupo. Los datos fueron 

analizados por 2way-ANOVA, ****p<0,0001 comparado con F/F Control; ####p<0,0001 comparado con 

VCAM-1-KO Control. 

 

 

 

 

Determinamos también el peso de órganos, tales como pulmón, bazo, riñón y páncreas para evidenciar 

si los c-VCAM-1-KO presentaban diferencias bajo el estímulo de dieta alta en grasas. 

Sorprendentemente, solo el pulmón presentó un aumento diferencial en el c-VCAM-1-KO HFD con 

respecto al c-VCAM-1-KO dieta control (Figura 17), sugiriendo la presencia de daño a nivel pulmonar 

debido a la función cardiovascular deteriorada de los c-VCAM-1-KO HFD. Los demás tejidos 

aumentaron el peso en ambas condiciones HFD, sin diferencias entre ellas (Figura 18), por lo que su 

efecto solo se debe a la dieta alta en grasas y no al genotipo.  
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Figura  17: c-VCAM-1-KO incrementa el peso del pulmón en condiciones de HFD. Animales 

machos C57BL/6N VCAM-1 F/F y c-VCAM-1-KO de 10 semanas de edad se alimentaron con dieta 

control y dieta alta en grasas (HFD). A las 25 semanas de edad se registró el peso del pulmón normalizado 

por la tibia. n=12/15 animales por grupo. Los datos fueron analizados por 2 way-ANOVA. ##p<0,01, 

comparado con VCAM-1-KO Control. 

 
 
 
 

 

 
Figura  18: c-VCAM-1-KO HFD no incrementa el peso de bazo, riñón y páncreas en comparación 

a los animales F/F HFD. Animales machos C57BL/6N VCAM-1 F/F y c-VCAM-1-KO de 10 semanas 

de edad se alimentaron con dieta control y dieta alta en grasas (HFD). A las 25 semanas de edad se 

registró el peso de los órganos incluyendo: (A) Bazo, (B) Riñón (C) Páncreas. n=12/15 animales por 

grupo. Los datos fueron analizados por 2way-ANOVA. *p<0,05, ****p<0,0001 comparado con F/F 

Control; ##p<0,01, ###p<0,001, ####p<0,0001 comparado con VCAM-1-KO Control. 
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Para determinar  la hipertrofia cardiaca en este modelo, se determinó mediante cortes histológicos la 

morfología general del corazón (Figura 19), observando que los animales c-VCAM-1-KO HFD 

presentan una gran desorganización del parénquima cardiaco, con células de distinto tamaño destacando 

las hipertrofiadas, estructuras fibrilares sugerentes de fibrosis, células muertas con pérdida de la 

integridad de membrana y morfología, como también la presencia de núcleos hipercromáticos entre los 

cardiomiocitos, los que podrían corresponder a células inflamatorias. Posteriormente, se determinó el 

área de la sección transversal de los cardiomiocitos ventriculares determinada por tinción de WGA 

(Figura 20) y la fibrosis por PSR (Figura 21), observando un aumento significativo de ambos 

parámetros en la condición c-VCAM-1-KO HFD con respecto a sus controles y un aumento significativo 

en la condición c-VCAM-1-KO HFD con respecto a F/F HFD. Estos datos sugieren que la ausencia de 

VCAM-1 en cardiomiocitos produce una hipertrofia y fibrosis exacerbada en condiciones HFD. Además, 

observamos imágenes macroscópicas, 2-chamber view y 4-chamber view con una clara hipertrofia en c-

VCAM-1-KO HFD (Figura 22A). Finalmente, la determinación del peso del corazón normalizado por 

la tibia demostró un aumento significativo en ambas condiciones HFD con respecto a sus controles, y un 

aumento significativo entre el peso del corazón del animal c-VCAM-1-KO HFD con respecto al animal 

F/F HFD (Figura 22B), mostrando que la ausencia de VCAM-1 en cardiomiocitos incrementa el tamaño 

del corazón en condiciones de HFD. Resultado contrario a lo planteado en la hipótesis, ya que la falta de 

VCAM-1 promueve el desarrollo de hipertrofia cardiaca. 

 
 

                                          
 

Figura  19: c-VCAM-1-KO altera la morfología normal del corazón en animales alimentados con 

HFD. Animales machos C57BL/6N VCAM-1 F/F y c-VCAM-1-KO de 10 semanas de edad se 

alimentaron con dieta control y dieta alta en grasas (HFD). A las 25 semanas de edad se realizaron 

tinciones de H/E para evaluar la morfología general.  
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Figura  20: c-VCAM-1-KO incrementa el área de sección transversal del cardiomiocito en animales 

alimentados con HFD. Animales machos C57BL/6N VCAM-1 F/F y c-VCAM-1-KO de 10 semanas 

de edad se alimentaron con dieta control y dieta alta en grasas (HFD). A las 25 semanas de edad se 

determinó el área de la sección transversal de los cardiomiocitos mediante la tinción WGA. Barra blanca 

50 m. n=6/9 animales por grupo. Los datos fueron analizados por 2way-ANOVA. #p<0,05 comparado 

con VCAM-1-KO Control.  

 

                   
 

Figura  21: c-VCAM-1-KO incrementa la fibrosis en animales alimentados con HFD. Animales 

machos C57BL/6N VCAM-1 F/F y c-VCAM-1-KO de 10 semanas de edad se alimentaron con dieta 

control y dieta alta en grasas (HFD). A las 25 semanas de edad se determinó el área de la sección 

transversal de los cardiomiocitos mediante la tinción WGA. Barra negra 50 m. n=6/9 animales por 

grupo. Los datos se analizaron por 2 way-ANOVA. ****p<0,0001 comparado con F/F Control, 
####p<0,0001 comparado con VCAM-1-KO Control, &&&&p<0,0001 comparando F/F HFD con VCAM-

1-KO HFD.                          
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Figura  22: c-VCAM-1-KO incrementa el peso del corazón en animales alimentados con HFD. 

Animales machos C57BL/6N VCAM-1 F/F y c-VCAM-1-KO de 10 semanas de edad se alimentaron 

con dieta control y dieta alta en grasas (HFD). A las 25 semanas de edad se presentan imágenes 

macroscópicas del corazón, cortes “2-chamber view” y cortes “4-chamber view”, barra 50 m (A). Se 

determinó el peso del corazón normalizado por el largo de la tibia (B). n=13/20 animales por grupo. Los 

datos fueron analizados por 2 way-ANOVA.  **p<0,01 comparado con F/F control, ####p<0,0001 

comparado con VCAM-1-KO Control, &p<0,05 comparado con el F/F HFD.  

 

 

 

Para evaluar la función cardiovascular se determinó la función diastólica y sistólica por ecocardiografía. 

Las imágenes tomadas en modo Doppler para evaluar disfunción diastólica no mostraron cambios en los 

parámetros: ondas E, A y relación E/A (Figura 23A, C; Figura suplementaria 9), pero si encontramos 

una disminución significativa de la onda E`(Figura 23B, D) y un aumento significativo en la E/E` en los 

animales c-VCAM-1-KO HFD con respecto al c-VCAM-1-KO con dieta control (Figura 23E), 

indicando que los animales c-VCAM-1-KO HFD presentan disfunción diastólica validada por el aumento 

de la relación E/E`.  
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Figura  23: c-VCAM-1-KO produce disfunción diastólica en animales alimentados con HFD. 

Animales machos C57BL/6N VCAM-1 F/F y c-VCAM-1-KO de 10 semanas de edad se alimentaron 

con dieta control y dieta alta en grasas (HFD). A las 25 semanas de edad se realizaron ecocardiografías 

en animales anestesiados con una frecuencia cardiaca entre 400-450 latidos por minuto. (A) Imágenes 

representativas de la ecocardiografía modo Doppler, (B) Imágenes representativas de la ecocardiografía 

modo Doppler Tisular, (C) Onda E, (D) Onda E’, (E) Relación E/E’. n=3/11 animales por grupo. Los 

datos fueron analizados por 2way-ANOVA. ###p<0,001, ####p<0,0001 comparado con VCAM-1-KO 

Control. 

 
Para evaluar la función sistólica se tomaron imágenes en modo M del ecógrafo para cuantificar los 

parámetros de función sistólica (Figura 24A). Los datos muestran que tanto la fracción de eyección 

(Figura 24B) y fracción de acortamiento (Figura 24C) están disminuidas en los ratones c-VCAM-1-KO 

HFD con respecto al c-VCAM-1-KO control. No encontramos diferencia significativa en el grosor de las 

paredes anterior y posterior del ventrículo izquierdo (Figura Suplementaria 10). Estos resultados 

indican que los animales c-VCAM-1-KO HFD presentan disfunción sistólica y podrían estar presentando 

insuficiencia cardiaca con fracción de eyección reducida (HFrEF, por sus siglas en inglés Heart Failure 

with Reduced Ejection Fraction). Esto se relaciona a los datos mostrados del peso de pulmón aumentado 

(Figura 17), que se podría correlacionar a un edema pulmonar producido por la congestión pulmonar 

generada por la alteración de la función diastólica y sistólica del corazón [40].  
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Figura  24: c-VCAM-1-KO produce disfunción sistólica en animales alimentados con HFD. 

Animales machos C57BL/6N VCAM-1 F/F y c-VCAM-1-KO de 10 semanas de edad se alimentaron 

con dieta control y dieta alta en grasas (HFD). A las 25 semanas de edad se realizaron ecocardiografías 

en animales despiertos previamente entrenados para realizar las mediciones. (A) Imágenes 

representativas de la ecocardiografía Modo M, (B) Fracción de eyección, (C) Fracción de acortamiento. 

n=3/11 animales por grupo. Los datos fueron analizados por 2way-ANOVA. #p<0,05, ##p<0,01 

comparado con VCAM-1-KO Control. 

 

                              
Figura  25: Los ratones c-VCAM-1-KO no presentan cambios en las presiones sistólica y diastólica 

por la administración de la HFD. Animales machos C57BL/6N VCAM-1 F/F y c-VCAM-1-KO de 10 

semanas de edad se alimentaron con dieta control y dieta alta en grasas (HFD). A las 25 semanas de edad 

se realizaron mediciones de presión arterial mediante restrictor y detector en la cola de los ratones. (A) 

Presión sistólica y (B) Presión diastólica. n=7/11 animales por grupo. Los datos fueron analizados por 

2way-ANOVA.  
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También realizamos experimentos para determinar la presión arterial de los animales, debido a que el 

fenotipo de cardiomiopatía inducida por obesidad/cardiomiopatía diabética debe ser independiente de 

presión arterial [41]. No observamos cambios significativos en la presión sistólica ni diastólica para las 

condiciones experimentales evaluadas (Figura 25). 

 

Además, para evaluar el comportamiento de los animales frente a un estrés de alta demanda de energía 

y función cardiovascular, realizamos los tests de tolerancia al ejercicio para determinar la distancia 

recorrida en metros, mostrando que amabas condiciones HFD presentan una disminución en la tolerancia 

al ejercicio con respecto a sus controles. Sin embargo, no hay diferencias significativas entre ambas HFD 

condiciones comparando todas las condiciones (Figura 26A). Al separar los datos y analizarlos por t-

test no paramétrico, observamos que las condiciones con dieta control no presentan cambios entre ellas 

(Figura 26B), pero si observamos una diferencia significativa entre las condiciones con dieta HFD, 

disminuyendo la distancia corrida en los animales c-VCAM-1-KO HFD con respecto a los F/F HFD 

(Figura 26C).  

 

 

 

              
 
Figura  26: c-VCAM-1-KO HFD presentan intolerancia al ejercicio. Animales machos C57BL/6N 

VCAM-1 F/F y c-VCAM-1-KO de 10 semanas de edad se alimentaron con dieta control y dieta alta en 

grasas (HFD). A las 25 semanas de edad se realizó el test de tolerancia al ejercicio. (A) Distancia corrida 

con todas las condiciones experimentales. Los datos se analizaron por 2way-ANOVA, ****p<0,0001 

comparado con F/F Control; ####p<0,0001 comparado con VCAM-1-KO Control, n=12/15. (B) Distancia 

corrida solo en condiciones control y análisis por t-test (C) Distancia corrida solo en condiciones HFD y 

análisis por t-test, &p<0,05 comparando F/F HFD con VCAM-1-KO HFD. 
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Con los resultados presentados desde la Figura 19 a la Figura 26 demostramos que los animales c-

VCAM-1-KO HFD presentan un fenotipo de insuficiencia cardiaca con fracción de eyección reducida, 

disfunción diastólica, fibrosis ventricular e hipertrofia cardiaca, independiente de hipertensión e 

intolerante al ejercicio, sugiriendo que VCAM-1 juega un papel fundamental en la homeostasis del 

corazón en condiciones de estrés, ya que al no estar presente en los cardiomiocitos de los animales c-

VCAM-1-KO sometidos a dieta alta en grasa, empeora el fenotipo en cuanto a función cardiovascular 

comparado con los animales F/F con dieta alta en grasa. De esta forma, rechazamos la hipótesis donde 

se propone a VCAM-1 como mediador de la cardiomiopatía inducida por obesidad, pero concluimos que 

el VCAM-1 proveniente de los cardiomiocitos tiene un papel protector en el desarrollo de hipertrofia 

inducido por dieta alta en grasas. 

 

4.6.3. Objetivo 3: Evaluar blancos moleculares hipertróficos y metabólicos presentes en ratones 

knockout cardiomiocito específico de VCAM-1 alimentados con dieta alta en grasa. 

 

Para la evaluación de los blancos moleculares hipertróficos se realizó la determinación de los niveles de 

expresión génica mediante RT-qPCR de Anp, Bnp y -Mhc, que son marcadores clásicos de hipertrofia 

(Figura 27). Los resultados muestran que el mRNA de Anp aumenta significativamente en las 

condiciones c-VCAM-1-KO, comparado con los animales F/F, independiente de la dieta (Figura 27A). 

Los niveles de mRNA de Bnp presentan una diferencia significativa entre las condiciones HFD, 

aumentando en la condición c-VCAM-1-KO HFD con respecto a la condición F/F HFD (Figura 27B). 

No se observaron cambios significativos en los niveles de mRNA de -Mhc (Figura 27C). También se 

evaluaron los niveles proteicos de ANP por Inmuno-blot, encontrando que solo hay expresión en los 

animales c-VCAM-1-KO HFD (Figura 27D). Estos resultados nos muestran que los animales c-VCAM-

1-KO HFD presentan aumento en marcadores de hipertrofia cardiaca, complementando los resultados 

obtenidos por peso del corazón e histología (Figuras 19-22). 
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Figura  27: Ratones c-VCAM-1-KO alimentados con HFD presentan aumentos en los niveles de 

mRNA de Anp y Bnp, como también niveles proteicos de ANP. Animales machos C57BL/6N VCAM-

1 F/F y c-VCAM-1-KO de 10 semanas de edad se alimentaron con dieta control y dieta alta en grasas 

(HFD). A las 25 semanas de edad se realizó RT-qPCR de lisados totales de corazón. (A) Niveles de 

mRNA de Anp, (B) Bnp, (C) -Mhc, utilizando como control de carga 18s. Se muestran los niveles 

proteicos de ANP de dos experimentos independientes representativos (D). n=6/12. Los datos se 

analizaron por 2way-ANOVA, *p<0,05 comparado con F/F; #p<0,05 comparado con VCAM-1-KO 

control, &p<0,05 comparando F/F HFD con VCAM-1-KO HFD. 

 
 
 
Para determinar el estado metabólico de los animales c-VCAM-1-KO se realizaron test de tolerancia a 

la glucosa al inicio, 5  y 15 semanas, observando un fenotipo similar a los animales wild type (Figura 

suplementaria 7) con un avance progresivo y un fenotipo intolerante severo a las 15 semanas. A las 25 

semanas de tratamiento, sin cambios en la glucosa basal y con un aumento significativo del área bajo la 

curva en ambas condiciones HFD con sus respectivos controles, sin diferencias entre ellas (Figura 28).  
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Además, se evaluó la insulinemia, donde los animales F/F HFD presentan un aumento significativo de 

los niveles plasmáticos de insulina con respecto al F/F con dieta control (Figura 29A), sin embargo, no 

se obtuvieron diferencias en las condiciones c-VCAM-1-KO debido a la alta dispersión de los datos, por 

lo que se requerirán experimentos adicionales para tener una conclusión. Además, se determinó el índice 

HOMA-IR (observando que solo la condición F/F HFD tiene un aumento significativo con respecto al 

control (Figura 29C), correspondiente a condiciones de obesidad y resistencia a la insulina, sin cambios 

en las condiones c-VCAM-1-KO. Como blanco molecular de la respuesta a la insulina en el corazón, 

determinamos los niveles de fosforilación de AKT en la serina 473 en lisados de corazón completo 

observando  que los animales F/F con dieta control son sensibles a un pulso de insulina en cuanto a la 

fosforilación de AKT, no así los animales F/F HFD (Figura 30) , concluyendo que los animales F/F HFD 

presentan resistencia a la insulina. Sin embargo, esta resistencia no fue vista en la condición c-VCAM-

1-KO HFD, sino todo lo contrario, ya que en estos animales encontramos que la condición c-VCAM-1-

KO HFD presentan sensibilidad a la insulina en cuanto a la fosforilación de AKT. La condición c-

VCAM-1-KO con dieta control y pulso de insulina debería haber arrojado diferencias, ya que no 

esperamos que haya una alteración en la señalización, sin embargo, la desviación de los datos es alta y . 

será necesario realizar más experimentos para confirmar este hallazgo y evaluar nuevos blancos rio abajo 

a la señalización de insulina, tales como AS160 y la translocación de los transportadores GLUT-4 a la 

membrana de los cardiomiocitos. 

 

Estudios realizados en microarreglos de muestras de corazón bajo el modelo de cardiomiopatía diabética 

inducida por 25 semanas de dieta alta en grasa, mostraron que VCAM-1 era una de las moléculas que 

aumentaba su expresión en el corazón y que su expresión podría depender de la actividad transcripcional 

del factor de transcripción FoxO1 (datos no publicados, laboratorio Joseph Hill). A partir de estos 

antecedentes, realizamos una búsqueda de sitios de unión para FoxO1 en el promotor de VCAM-1, 

encontrando la secuencia de consenso 5’ TGTTTAC 3’. Por esto, se evaluó como otro blanco metabólico 

los niveles de expresión génica de FoxO1. Los resultados muestran que los niveles transcripcionales de 

FoxO1 no cambian entre las condiciones experimentales evaluadas (Figura 31), sin embargo, es 

necesario evaluar los niveles proteicos y actividad transcripcional de FoxO1 en nuestro modelo para 

determinar su participación en el modelo de cardiomiopatía diabética inducida por obesidad.  
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Finalmente, futuros experimentos deberán ser realizados para determinar el papel molecular de VCAM-

1 en la hipertrofia cardiaca y el metabolismo. Este trabajo nos muestra por primera vez que VCAM-1 

tendría un rol protector frente a estímulos crónicos como la dieta alta en grasas por 25 semanas, ya que 

al no tener VCAM-1 en los cardiomiocitos, los animales presentaron una disfunción sistólica y diastólica 

con un fenotipo de insuficiencia cardiaca. 

                 

 
  

Figura  28: c-VCAM-1-KO no presenta cambios significativos en test de tolerancia a la glucosa en 

condiciones de dieta alta en grasa. Animales machos C57BL/6N VCAM-1 F/F y c-VCAM-1-KO de 10 semanas 

de edad se alimentaron con dieta control y dieta alta en grasas (HFD). A las 25 semanas de edad se realizó el test 

de tolerancia a la glucosa (6 horas de ayuno, 1 g/kg de glucosa), en donde se muestra (A) la curva de glicemia, (B) 

glucosa basal y (C) área bajo a curva (ABC) a las 25 semanas (D). n=17/24 animales por grupo. Los datos se 

analizaron por 2way-ANOVA.  ***p<0,01, ****p<0,0001 comparado con F/F Control; #p<0,05, ##p<0,01, 
####p<0,0001 comparado con VCAM-1-KO Control. 

 
 

               
 

Figura  29: c-VCAM-1-KO HFD no presenta cambios en insulinemia ni HOMA-IR al compararlo con F/F 

HFD. Animales machos C57BL/6N VCAM-1 F/F y c-VCAM-1-KO de 10 semanas de edad se alimentaron con 

dieta control y dieta alta en grasas (HFD). A las 25 semanas de tratamiento se extrajo el corazón para obtener 

sangre y plasma. (A) Niveles plasmáticos de insulina en animales ayunados, (B) Glicemia basal de animales 

pareados con gráfico A. (C) Índice HOMA/-IR en animales ayunados. n=6/7. Los datos se analizaron por 2way-

ANOVA y t-test entre las condiciones F/F dieta control y F/F HFD. *p<0,05 comparado con el F/F dieta control. 
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Figura  30: c-VCAM-1-KO HFD aumenta la pAKT/AKT luego de un pulso de insulina en el corazón. 

Animales machos C57BL/6N VCAM-1 F/F y c-VCAM-1-KO de 10 semanas de edad se alimentaron con dieta 

control y dieta alta en grasas (HFD). A las 25 semanas de tratamiento se extrajo el corazón y se determinaron los 

niveles proteicos de pAKT(Ser-473)/AKT en tejido cardiaco de animales ayunados y con pulso de insulina 

(5U/Kg). n=6/7. Los datos se analizaron por 1way-ANOVA. *p<0,05 comparado con el F/F dieta control sin 

insulina, #p<0,05 comparado con el c-VCAM-1-KO dieta control sin insulina. 

 

 
 

                                                         
Figura  31: c-VCAM-1-KO no presenta cambios en los niveles de mRNA de FoxO1. Animales machos 

C57BL/6N VCAM-1 F/F y c-VCAM-1-KO de 10 semanas de edad se alimentaron con dieta control y dieta alta 

en grasas (HFD). A las 25 semanas de edad se realizó RT-qPCR de lisados totales de corazón para FoxO1 

normalizados con el gen 18s. n=6/12. Los datos se analizaron por 2way-ANOVA. 
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4.6. Discusión  

 

VCAM-1 es una sialoglicoproteína expresada canónicamente en el endotelio de los vasos sanguíneos 

para permitir la adhesión y transmigración de células inflamatorias a focos de inflamación en los tejidos 

[35, 42]. VCAM-1 presenta un dominio intracelular corto de 19 aminoácidos, altamente conservado entre 

las especies; un dominio de transmembrana y un dominio extracelular que está compuesto por 7 o 6 

dominios inmunoglobulina debido a las variantes de splicing. Además, VCAM-1 puede ser cortado 

proteolíticamente en un proceso llamado shedding por diferentes metaloproteinasas, obteniendo una 

versión soluble de VCAM-1 (sVCAM-1) [18], [19]. Actualmente, se ha relacionado a sVCAM-1 con 

enfermedades cardiovasculares, tales como infarto cerebro vascular, infarto al miocardio, aterosclerosis, 

hipertensión, fibrilación auricular e insuficiencia cardiaca con fracción de eyección preservada [19]. La 

mayoría de estos trabajos asocian la producción de sVCAM-1 al endotelio y su liberación en condiciones 

patológicas, sin embargo, la función de VCAM-1 en los cardiomiocitos permanece desconocida [19].  

 

VCAM-1 es una proteína que aumenta su expresión en condiciones inflamatorias inducidas por TNF, 

IL-1, LPS, etc., experimentos altamente descritos que estimulan la vía de señalización NF-B, 

estimulando la transcripción, traducción y expresión e VCAM-1 en la membrana de celular, 

predominantemente endoteliales o células musculares vasculares lisas. En esta tesis, el estímulo 

patológico utilizado fue la dieta alta en grasas, la cual indujo obesidad y resistencia a la insulina en 

nuestros animales. La literatura muestra que en individuos obesos y con cardiomiopatía diabética, la 

inflamación de bajo grado se encuentra presente, aumentando los niveles solubles de citoquinas 

proinflamatorias [42], por lo que el aumento en los niveles cardiacos de VCAM-1 en mRNA y proteína, 

como también el aumento de sVCAM-1 plasmático, lo atribuimos al contexto inflamatorio inducido por 

la dieta alta en grasas, sin embargo, experimentos que demuestren esta inflamación  crónica de bajo graso 

serán necesarios para conocer qué citoquinas proinflamatorias expresan los animales y si esto cambia en 

las condiciones c-VCAM-1-KO. Se ha reportado que una sobreexpresión de TNF en modelos de 

obesidad induce un remodelamiento patológico del corazón conduciendo a cardiomiopatía dilatada [43] 

y animales KO para TNF disminuyen la hipertrofia inducida por sobrecarga de presión [44], 

demostrando que estímulos proinflamatorios afectan la función cardiaca.  

 

Con estos antecedentes, hipotetizamos que VCAM-1 mediaría la hipertrofia cardiaca inducida por dieta 

alta en grasa en nuestro modelo y que al utilizar el animal c-VCAM-1-KO revertiríamos el efecto, sin 
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embargo, el c-VCAM-1-KO acentúa la patología, mostrando que la falta de VCAM-1 en condiciones de 

dieta alta en grasa produce hipertrofia cardiaca, desorganización del parénquima, fibrosis entre los 

cardiomiocitos, los cuales están altamente hipertrofiados y desorganizados, con presencia de disfunción 

sistólica y diastólica, pero independiente de hipertensión arterial. Es por lo anterior, que a pesar que 

VCAM-1 sea una molécula rio debajo de la señalización proinflamatoria, la pérdida de expresión de 

VCAM-1 en los cardiomiocitos es perjudicial en condiciones de HFD, no así en las condiciones con dieta 

control. Dentro de los trabajos publicados que relacionan a VCAM-1 en cardiomiocitos se encuentra el 

de Verdejo et al., donde muestra que pacientes con fibrilación auricular presentan niveles de expresión 

de VCAM-1 aumentados en tejido cardiaco, localizándose en los cardiomiocitos [6]. También se ha visto 

que cardiomiocitos derivados de células pluripotenciales de pacientes con distrofia muscular de 

Duchenne muestran que los cardiomiocitos atróficos, que presentan menor área celular tienen  bajos 

niveles de VCAM-1 [45], sin embargo, la función de VCAM-1 en los cardiomiocitos permanece no 

estudiada y a continuación discutiremos los efectos encontrados. 

 

La hipertrofia cardiaca se define como una respuesta adaptativa a un estímulo, ya sea fisiológico o 

patológico, en donde aumenta el tamaño del corazón y de los cardiomiocitos [46]. La hipertrofia cardiaca 

es un rasgo característico de la cardiomiopatía diabética inducida por comorbilidades como la obesidad 

y la diabetes mellitus tipo 2 [46]. Inicialmente los pacientes son asintomáticos y presentan hipertrofia 

cardiaca como mecanismo adaptativo al estímulo patológico. Al comparar con la literatura, nuestros 

animales estarían en un estadio previo a la disfunción diastólica del fenotipo reportado, solo presentando 

características de hipertrofia, sin alterar la función de relajación ni contráctil del corazón [41], [47], lo 

que se condice con lo encontrado en los animales wild type y F/F HFD. Luego, el fenotipo avanza 

desarrollando alteraciones en la función diastólica, afectando las velocidades de llenado sanguíneo del 

ventrículo izquierdo producto de una fibrosis en el tejido ventricular y aumento en las presiones de 

llenado del ventrículo [47]. Posteriormente pasan a una fase sintomática, en donde el corazón desarrolla 

disfunción sistólica por problemas en el acople excitación-contracción, manejo del calcio intracelular, 

etc., reduciendo la fracción de eyección del corazón y afectando el gasto cardiaco [41]. La hipertrofia 

patológica presenta un aumento concéntrico del tamaño del corazón que puede avanzar a una dilatación 

de la cámara del ventrículo izquierdo, adelgazamiento de las paredes, alargamiento de los cardiomiocitos, 

fibrosis intersticial y perivascular y muerte de los cardiomiocitos, desencadenando disfunción contráctil 

e insuficiencia cardiaca [46]. Dentro de los blancos moleculares más conservados y presentes en la 

hipertrofia cardiaca patológica encontramos: vías de señalización dependientes de calcio, como 
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Calmodulina-CAMKII-HDAC4 y Calcineurina-NFAT-MEF2/GATA4 [46], como también la expresión 

del programa fetal de genes, donde se promueve la expresión de ANP, BNP y beta-MHC [48], [49].  

En nuestro modelo, los animales c-VCAM-1-KO con HFD presenta aumento del peso del corazón, área 

de sección transversal, fibrosis, disfunción diastólica y sistólica, aumento de peso del pulmón, 

intolerancia al ejercicio y presencia de blancos moleculares clásicos de la expresión del programa fetal 

de genes como lo son ANP y BNP, mostrando un fenotipo de hipertrofia patológica significativa 

(Figuras 19-27). La literatura muestra que en condiciones de HFpEF los cardiomiocitos presentan 

hipertrofia concéntrica aumentando el ancho de los cardiomiocitos y en HFrEF los cardiomiocitos 

presentan hipertrofia excéntrica, aumentando el largo de los cardiomiocitos, como también presencia de 

muerte celular por apoptosis [46]. En esta tesis al determinamos que el peso del corazón aumenta 

aproximadamente un 22-25% en los animales wild type y F/F con HFD respectivamente (Figuras 7 y 

22), lo que se relaciona con lo encontrado a Tong et al [50], donde obtuvo un 37% cambio en este 

parámetro con 24 semanas de HFD, sin embargo, no menciona la edad de inicio de las dietas, lo que 

podría estar generando la diferencia encontrada. La hipertrofia encontrada en los c-VCAM-1-KO HFD 

comparado con el control aumenta en un 37%, mostrando un aumento en comparación a las condiciones 

F/F HFD y controles (Figura 22). Comparando el área de sección transversal, Battiprolu et al. [12]., en 

las condiciones HFD 25 semanas observó un aumento de 60% comparado con los controles, sin embargo, 

nuestras aproximaciones con este parámetro aumentan en un 20% en animales wild type y un 42% en los 

animales c-VCAM-1-KO HFD, mostrando que las diferencias que observamos son distintas en magnitud 

a las mostradas por Battiprolu, pero significativamente distintas comparadas con nuestras condiciones 

control. Además, se podrían determinar parámetros adicionales que complementen los hallazgos de 

disfunción sistólica e hipertrofia. Uno de ellos podría ser la medición de caspasa 3 clivada en los 

cardiomiocitos por inmunohistoquímica, ya que los modelos de HFrEF presentan de muerte celular por 

apoptosis  [46]. Estos resultados muestran que frente a condiciones de dieta alta en grasa, la falta de 

VCAM-1 empeora el fenotipo hipertrófico y promueve el fenotipo de insuficiencia cardiaca con fracción 

de eyección reducida, sugiriendo, por primera vez, que VCAM-1 podría tener un papel protector frente 

al daño inducido por HFD.  

 

Otros modelos que presentan disfunción sistólica similar a la encontrada en nuestros animales son los 

modelos de hipertensión arterial. Modelos de constricción aortica torácica (TAC, por sus siglas en ingles 

Transtoracic Aortic Constriction) muestran que a los 7, 14, y 30 días luego del TAC, los animales 

aumentan el tamaño del corazón, área transversal de los cardiomiocitos, presentan fibrosis cardiaca y una 
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disminución de la fracción de eyección luego de los 14 días de TAC. Además, al ocupar un KO 

cardiomiocito específico para Drp1, proteína participante en la fisión mitocondrial, los animales TAC 

presentan una disminución en la fracción de eyección luego de los 3 días de la TAC, mostrando que Drp1 

tiene un rol protector ante el daño inducido por sobrecarga de presión [51]. Resultados similares fueron 

encontrados por Arany et al, donde el animal KO cardiomiocito específico para PGC-1, coactivador 

transcripcional esencial para la función mitocondrial, acelera la patología inducida por TAC [52]. 

Adicionalmente, se ha mostrado que la angiotensina II induce hipertrofia y fibrosis en el corazón [53]. 

Recientemente, Ze-Yang Qiu et al. mostraron que la utilización de un anticuerpo neutralizante para 

VCAM-1, disminuye la infiltración de macrófagos VLA4+ al corazón, inhibiendo el remodelado 

cardiovascular inducido por angiotensina II y postulando el bloqueo de VCAM-1 como una nueva 

estrategia terapéutica para los efectos cardiacos de la hipertensión arterial [54]. Además, la literatura 

muestra que bajo dieta alta en grasas a las 24 semanas de tratamiento, los animales no presentan 

alteraciones en la fracción de acortamiento, pero cuando se utilizan animales KO cardiomiocito 

específico para atg7, proteína esencial para la autofagia, la fracción de acortamiento disminuye 

aproximadamente un 50% con respecto a la condición control, mostrando que bajo estímulos de dieta 

alta en grasas atg7 participa como un factor protector para este tipo de daño en el sistema cardiovascular 

[50]. Estos resultados son similares a lo que observamos en nuestros animales KO cardiomiocito 

específico para VCAM-1, ya que también utilizamos un estímulo de obesidad mediante dieta alta en 

grasas, encontrando un fenotipo de insuficiencia cardiaca. De los trabajos citados en este párrafo, todos 

tienen relación con la función mitocondrial en el desarrollo de la insuficiencia cardiaca, ya sea por 

sobrecarga de presión o por exceso de calorías en la dieta, por lo que evaluar blancos mitocondriales en 

nuestros animales nos podría entregar información del mecanismo por el cual estamos observando este 

fenotipo de insuficiencia cardiaca con fracción de eyección reducida en nuestros animales c-VCAM-1-

KO. 

 

Adicionalmente, la hipertrofia cardiaca presenta alteraciones metabólicas, ya que los cardiomiocitos 

presentan un “switch” metabólico donde pasan de oxidar ácidos grasos para la obtención de energía a 

utilizar glucosa [55]. En estadios avanzados de disfunción, la maladaptación del corazón lleva a una 

disminución de la oxidación de glucosa, con un aumento en la glicólisis, anaplerosis y acumulación de 

sustratos en los cardiomiocitos (lípidos y glicógeno) [55]. Clínicamente, la cardiomiopatía inducida por 

dieta alta en grasas y cardiomiopatía diabética, presentan características que incluyen la hiperglicemia, 

hiperlipidemia, resistencia a la insulina, condiciones que afectan sistémicamente a los pacientes 
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afectando la funcionalidad de órganos, donde destacamos el corazón [41], [56]. El estudio de 

Framingham muestra que la diabetes otorga 4 a 5 veces de aumento en el riesgo de padecer insuficiencia 

cardiaca [57], por lo que estudiar el estado metabólico nos aportaría información para complementar el 

fenotipo inducido por dieta alta en grasas. En este trabajo demostramos que la HFD induce intolerancia 

a la glucosa a las 25 semanas de dieta, con un máximo de intolerancia a las 15 semanas (Figuras 5 y 28). 

En la literatura se muestra que los niveles de glucosa en tratamientos con HFD aumentan 

significativamente a lo largo de las semanas de tratamiento [58]–[60], sin embargo, pocos trabajos 

muestran la progresión de la tolerancia a la insulina en el tiempo. Hong Soon Kang et al., muestran la 

progresión de la intolerancia a la glucosa a las 6, 12, 21 semanas de tratamiento, llegando a un máximo 

a las 21 semanas [61], resultado distinto al observado en nuestros animales que alcanzaron el máximo de 

intolerancia a la glucosa a las 15 semanas. Por otra parte, Battiprolu et al. muestran que los animales 

tratados con HFD a las 25 semanas de tratamiento presentan valores similares a los que encontramos en 

este trabajo, donde los animales vuelven a los niveles basales de glucosa luego de las 2 h de medición 

[12], similar a lo encontrado en nuestros animales. Otra de las características que observamos fue la 

hiperinsulinemia de los animales wild type HFD y F/F HFD (Figuras 6 y 25), mostrando que ambas 

condiciones estarían respondiendo a las alzas de hiperglicemia encontradas a las semanas previas de 

tratamiento. No encontramos diferencias en las condiciones c-VCAM-1-KO, probablemente por la alta 

dispersión de los datos. Battiprolu et al., muestra que los animales a las 25 semanas presentan niveles de 

insulinemia cercanos a los 13 ng/ml, con un aumento significativo con respecto al control [12]. Nuestros 

animales HFD alcanzan los 6 ug/l en wild type y 2 ug/ml en F/F, unidades menores pero equivalentes en 

el cambio con el experimento de Battiprolu et al., lo que se puede deber a la diferencia de cepas de los 

animales, siendo el animal C57BL/6J más susceptible a los estímulos HFD [62]. Además, realizamos la 

medición del índice HOMA-IR, el cual estima la sensibilidad a la insulina mediante la medición 

matemática del producto de la insulina y glucosa basal, dividido por un factor normalizador según los 

niveles ideales para un individuo. Si bien su uso en ratones presenta un factor predictivo positivo bajo, 

la utilización de un factor corrector 22,5 para ratones se ha estado realizando en condiciones de ayuno 

[36]. La literatura muestra que en condiciones de HFD el índice HOMA-IR aumenta significativamente 

con respecto a las condiciones control [36], [63]–[65]. Nuestros resultados muestran un aumento 

significativo en animales wild type y F/F con HFD (Figuras 6 y 25), sin embargo, no se observaron 

cambios en la condición c-VCAM-1-KO HFD, por lo que serán necesarios más experimentos para 

visualizar si es que existe un cambio, ya que el n utilizado en estas condiciones es bajo para la alta 

dispersión de los datos. Para complementar estos resultados, realizamos la determinación de la serina 
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473 de AKT, fosforilación que se induce cuando las células o tejidos son sometidos a un pulso de insulina 

y es reconocida por su receptor, proceso que desencadena la vía de señalización de la insulina [66], 

observando que los animales wild type y F/F HFD presentan una resistencia al estímulo de insulina en 

tejido cardiaco, no activando la fosforilación de la serina 473 de AKT como la condición control (Figuras 

6 y 30), situación que se ha descrito previamente en corazones de ratas diabéticas inducidas por 

estreptozotocina [66], sin embargo, los c-VCAM-1-KO presentan una sensibilidad a la insulina por este 

parámetro, medición que no va acorde a los resultados de test de tolerancia a la glucosa e insulinemia, 

donde hay una tendencia a que aumenten estos parámetros. La literatura muestra que para definir la 

resistencia a la insulina a nivel molecular es necesario incluir la evaluación de varias proteínas que 

participan en la vía se señalización, tales como mTOR, FoxO1, AS160 y la translocación de los 

transportadores GLUT-4 a la membrana de las células a evaluar [67], como también niveles de blancos 

moleculares integradores de vías de señalización proinflamatorias y de resistencia a la insulina, tales 

como JNK y fosforilación del IRS-1 en la serina 307 [68]. Por esta razón, no podemos concluir acerca 

de la resistencia a la insulina a nivel molecular en el tejido cardiaco del modelo c-VCAM-1-KO 

 

Se ha propuesto en la literatura que unos de los blancos rio abajo de VCAM-1 es Ezrin y AKT [18], 

como también se ha relacionado la expresión de VCAM-1 a la actividad transcripcional de FoxO1[7], 

factor de transcripción clave en el desarrollo de diabetes, ya que bajo un exceso de nutrientes, se 

promueve la permanencia de FoxO1 en el núcleo, fomentando la transcripción de genes relacionados con 

la acumulación de lípidos, lipotoxicidad  y disminución de la sensibilidad a la insulina [69]. Previamente 

se ha demostrado que FoxO1 tiene una relación con VCAM-1, donde un modelo KO para FoxO1 presenta 

disminución de los niveles de mRNA de VCAM-1 [7]. Con estos antecedentes, realizamos una 

evaluación del promotor de VCAM-1 encontrando secuencias de unión a FoxO1 (datos no mostrados), 

por lo que la expresión y actividad transcripcional de FoxO1 en contextos de obesidad y diabetes, podrían 

afectar los niveles de expresión de VCAM-1. Sin embargo, futuros experimentos deben ser realizados 

para establecer la participación de FoxO1 y VCAM-1 en contextos de diabetes e hipertrofia en 

cardiomiocitos.  
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Figura  32: Aumentos de los niveles circulantes de la proteína sVCAM-1 se asocian al desarrollo de 

enfermedades cardiovasculares. Niveles de sVCAM-1 están relacionados con aterosclerosis, infartos y 

enfermedad isquémica del miocardio, insuficiencia cardiaca, hipertensión arterial y fibrilación auricular. Figura 

extraída de la referencia [19].  

 

Otro aspecto importante a discutir es la asociación de los niveles de sVCAM-1 como biomarcador en 

enfermedades cardiovasculares, donde la literatura ha mostrado que los niveles de sVCAM-1 están 

aumentados en aterosclerosis, infarto cerebrovascular, infarto al miocardio, hipertensión, fibrilación 

auricular e insuficiencia cardiaca con fracción de eyección preservada (Figura 32) [19]. En esta tesis se 

midieron los niveles solubles de VCAM-1 en ratones C57BL/6N wild type alimentados por 25 semanas 

con dieta alta en grasas y el modelo c-VCAM-1-KO, observando por primera vez que los niveles de 

sVCAM-1 aumentados en condiciones de dieta alta en grasa, provienen del VCAM-1 secretado por 

cardiomiocitos. Los niveles de sVCAM-1 encontrados en nuestro modelo se relacionan con los niveles 

plasmáticos de VCAM-1 reportados para la literatura en condiciones patológicas, en donde en fibrilación 

auricular post operatoria (POAF, por sus siglas en inglés) se considera a VCAM-1 como factor predictor 

sobre los 763,5 ng/ml [70]. Sin embargo, otros trabajos muestran que sobre los 1000 ng/ml es el punto 

de corte para detectar POAF [6]. En este caso, los animales utilizados en este modelo alcanzan 

aproximadamente los 800 ng/ml como promedio máximo en las condiciones HFD, no cumpliendo con 

el punto de corte mencionado. Estos resultados abren varias interrogantes sobre la función de esta 

molécula soluble, preguntándonos si la restitución de los niveles plasmáticos de VCAM-1 serían 
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protectores frente a estas enfermedades o si la función cardiaca de VCAM-1 radica en el VCAM-1 

expresado en los cardiomiocitos y no solubilizándose en el intersticio. Futuros experimentos deberán ser 

realizados para responder a estas interrogantes. 

 

Basados en los presentes hallazgos, sugerimos que VCAM-1 es una molécula que aumenta su expresión 

como mecanismo de compensación/adaptación al daño inducido por la dieta alta en grasas, ya que al no 

estar presente, empeora el fenotipo. Así, podemos concluir que VCAM-1 es un factor protector frente al 

daño inducido por dieta alta en grasas en un modelo de cardiomiopatía inducida por obesidad (Figura 

33). 

 

 
 

Figura  33: VCAM-1 es un factor protector frente al daño inducido por dieta alta en grasas. Definiciones: 

MHC: alpha-myosin heavy chain, HFD: dieta alta en grasas por sus siglas en inglés High Fat Diet. sVCAM-1: 

VCAM-1 soluble. IHQ: inmunohistoquímica. Signo?: conclusión con falta de experimentos independientes para 

determinar cambios. Figura realizada en Biorender. 

 

Discutiendo la implementación del modelo de cardiomiopatía inducida por obesidad, tenemos como 

antecedente que la mayoría de los pacientes diagnosticados con diabetes mellitus tipo 2 son obesos o 

presentan un aumento en el porcentaje del tejido adiposo abdominal. La dislipidemia diabética es el factor 

de riesgo cardiovascular predominante en estos pacientes, donde hay un aumento de los niveles de ácidos 

grasos libres en la circulación y resistencia a la insulina en adipocitos, aumentando el flujo de triglicéridos 

y lipoproteínas de baja y alta densidad [8].  Debido a los múltiples factores presentes en esta enfermedad 

y los variados modelos de estudio, se han desarrollado modelos murinos que imitan esta condición tanto 

en fenotipos de diabetes tipo 1 o diabetes tipo 2 tardía, con disminución de la función pancreática y 
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disminución de la insulinemia como lo son los modelos que utilizan estreptozotocina, fármaco que causa 

citotoxicidad pancreática. Por otro lado, existen los modelos murinos relacionados a la diabetes mellitus 

tipo 2, causada por la secreción anormal de insulina por las células  pancreáticas y la resistencia a la 

insulina a nivel tisular, tales como los modelos ob/ob, db/db, que al tener mutado el gen o el receptor de 

leptina, respectivamente, generan fenotipos obesos y diabéticos de forma espontánea [10]. Sin embargo, 

estas características no igualan a lo que ocurre en los seres humanos, por lo que se desarrollaron modelos 

de inducción de obesidad y diabetes mediante dietas calóricas, donde se cree el exceso de calorías sería 

suficiente para inducir los estímulos patológicos asociados a diabetes [10], [71], [72]. Es por estos 

antecedentes que nos enfocamos en un modelo de cardiomiopatía inducida por obesidad [73]. 

 

La literatura muestra que para establecer modelos de cardiomiopatía por obesidad y/o diabetes es 

importante tener las siguientes consideraciones generales en los animales tales como: cepa, edad y sexo 

de los animales, como también la formulación y duración de la dieta [74]. Para esta tesis se utilizaron 

machos de la cepa C57BL/6N, los cuales difieren de los animales C57BL/6J ampliamente utilizados en 

modelos de obesidad, ya que no presentan mutación en la nicotinamina nucleótido transhidrogenasa 

(NNT) [62]. La NNT es una de las enzimas que contribuye en la producción de NADPH, molécula 

utilizada en biosíntesis y detoxificación de radicales libres en las células. Los animales C57BL/6J 

presentan una mutación espontánea en esta proteína, produciendo una mayor cantidad de radicales libres, 

reducción de los niveles de glutatión reducido/oxidado, aumento de la liberación de peróxido de 

hidrógeno, entre otras [62], condición que exacerba condiciones patológicas presentadas en modelos de 

dieta alta en grasa [43,45]. En cuanto al sexo, utilizamos animales machos para evitar las fluctuaciones 

producidas por el ciclo menstrual de las hembras en la obtención de resultados y comenzamos las dietas 

a las 10-12 semanas de edad, debido a que los animales presentan un estadio adulto de desarrollo. Se ha 

discutido ampliamente la edad para inicios de tratamiento en roedores ya que aún no está totalmente claro 

cuál sería la equivalencia de los procesos de desarrollo con la vida humana, pero se menciona que es 

importante informar el rango ocupado para poder comparar los experimentos y obtener reproducibilidad 

de los resultados [76].  

 

Los animales utilizados en este trabajo son de la cepa C57BL/6N. Si bien los animales wild type y los F/F 

utilizados son de la misma cepa, observamos diferencias en nuestros resultados con el mismo tratamiento 

de dieta y realizados los experimentos en la misma Unidad de Mantención Animal, observamos fenotipos 

distintos frente al tratamiento con dieta alta en grasas, ya que los animales F/F presentan aumentos en 
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los niveles proteicos de VCAM-1, no así el mRNA, contrario a lo encontrado en los animales wild type, 

que aumenta el mRNA y no la proteína. En cuanto a parámetros hipertróficos, los animales F/F HFD no 

presentan aumentos significativos en el área de sección transversal de los cardiomiocitos, cambios que 

sí se observaron en los animales wild type HFD comparados con la condición control. Es por estas razones 

que creemos que la procedencia de los animales puede estar generando las diferencias encontradas, 

siendo los F/F VCAM-1 donados del laboratorio de Joseph Hill, UT Southwestern Medical Center; y los 

wild type utilizados provienen directamente de los proveedores Charles River Laboratories a nuestro 

país. Otro de los factores que puede influir es el F de las generaciones de los animales, sin embargo, 

desconocemos el de ambos tipos de animales, solo sabemos que están en cruzas inbred bajo el F10. 

Solicitar esta información a los veterinarios correspondiente ayudaría a saber si puede ser un factor 

considerable. Finalmente, solicitar la información de la posición de las secuencias LOXP nos ayudaría a 

saber cuál es la parte del gen de VCAM-1 que se deleciona y si esto podría influir en el fenotipo de los 

animales. La literatura muestra que los factores que influyen las camadas y resultados de las crías se ven 

afectadas por el ambiente, como también por el background genético de los animales [77], sin embargo, 

el sistema Cre-LOXP tiene una manipulación simple y no requiere de factores adicionales a las 

estrategias de cruza y mantenimiento para una recombinación eficiente [78].  

 

Por otro lado, en esta tesis se utilizó la dieta control pareada de la HFD, en donde ambas se encuentran 

equiparadas en sacarosa y solo difiere en ellas las calorías aportadas por los componentes grasos, 

permitiéndonos obtener resultados que solo tienen como variable el porcentaje de grasa (Control 10% 

grasa, HFD 60% grasa). Un artículo reciente muestra que la grasa presente en las dietas es el mayor 

contribuyente al aumento de peso y obesidad en animales murinos, sin tener efectos significativos la 

cantidad de proteínas e hidratos de carbono [79], por lo que reafirma que la diferencia encontrada en 

nuestros animales se debe solamente a la cantidad de grasa suministrada en las dietas. Debido a estos 

antecedentes, los datos generados en este trabajo son importantes como implementación del modelo de 

cardiomiopatía diabética en animales C57BL/6N inducido por dieta alta en grasa con una dieta pareada 

en azúcares.   
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5. Conclusiones 

 Los animales wild type sometidos a dieta alta en grasas por 25 semanas desarrollaron obesidad,  

esteatosis hepática, intolerancia a la glucosa, resistencia a la insulina e hipertrofia cardiaca, sin 

cambios en la función cardiaca respecto a los animales con dieta control. Estos antecedentes 

sugieren que bajo estas condiciones experimentales se alcanza un estadio inicial del desarrollo 

de la cardiomiopatía diabética (cardiomiopatía inducida por obesidad). Respecto a VCAM-1, 

los ratones wild type sometidos a dieta alta grasa presentan aumentos de los niveles cardiacos 

de mRNA de VCAM-1 y de los niveles séricos de la proteína VCAM-1 soluble. 

 Los animales carentes genéticamente de VCAM1 en el cardiomiocito (knockout cardiomiocito 

específico para VCAM-1,c-VCAM-1-KO) alimentados con dieta alta en grasas presentaron 

un fenotipo obeso similar al animal F/F HFD, pero presentan un aumento del tejido adiposo 

epididimal. Estos animales KO presentan un fenotipo intolerante a la glucosa, con 

hiperinsulinemia, sin aumento en el HOMA-IR y con sensibilidad a la insulina en el tejido 

cardiaco. 

 Dado que los animales knock out cardiomiocito específico para VCAM-1 (c-VCAM-1-KO) 

alimentados con dieta alta en grasas presentaron un aumento de los niveles proteicos de 

VCAM-1 en el corazón, es posible que otros tipos celulares contribuyan a este aumento 

(fibroblastos cardiacos, células endoteliales y células vasculares musculares lisas). 

 Los animales c-VCAM-KO VCAM-1, alimentados con HFD, a diferencia de los ratones wild 

type y controles F/F alimentados con dieta alta en grasa mostraron una disminución de los 

niveles plasmáticos de la proteína VCAM-1 soluble, sugiriendo que este aumento de VCAM-

1 soluble en condiciones de HFD podrían provenir del cardiomiocito. 

 El hallazgo más relevante de la tesis fue el desarrollo de disfunción sistólica y diastólica y 

remodelado cardiaco ( hipertrofia y fibrosis cardiaca) en los ratones knockout cardiomiocito 

específico para VCAM-1 (c-VCAM-1-KO) en respuesta a la dieta alta en grasas, resultados 

que rechazan la hipótesis planteada. 

 Colectivamente estos resultados permiten concluir que VCAM-1 del cardiomiocito cumple un 

papel protector en el modelo de cardiomiopatía inducida por obesidad. 
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7. Anexos 

 

7.1 Figuras suplementarias. 

 

 

Figura Suplementaria 1: Dieta alta en grasas por 25 semanas induce intolerancia a la glucosa. 

Animales C57BL/6N machos de 10 semanas de edad se alimentaron con dieta alta en grasas (HFD) 

durante 25 semanas para luego realizar test de tolerancia a la glucosa a las semanas correspondientes. 

Los animales se ayunaron por 6 h, se les midió la glicemia basal y luego se administró una carga de 

glucosa de 1 g/Kg intraperitoneal para medir la glicemia durante 120 min. La curva de glicemia, glicemia 

basal y área bajo la curva (ABC) se presentan al (A) inicio del tratamiento, (B) 5 semanas, (C) 15 

semanas.*p<0,05,**p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 analizado por t-test. n=9/15 animales por 

grupo. 
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Figura Suplementaria 2: PARTIDORES PARA VCAM-1. Los partidores utilizados en esta tesis están 

validados para reconocer el mRNA de VCAM-1. La secuencia del mRNA que se amplifica corresponde 

a un secuencia entre el exón 7 y el exón 8. 
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Figura Suplementaria 3: ANTICUERPO VCAM-1 ABCAM EPR5047 Ab134047. Búsqueda de 

antígeno inmunógeno para el anticuerpo utilizado en este trabajo de tesis para los experimentos de 

Inmuno-Blot. El antígeno utilizado corresponde a un péptido sintético basado en el péptido ab156177 

con una secuencia informada correspondiente a los 13 últimos aminoácidos de la proteína en el dominio 

C-terminal. 
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Figura Suplementaria 4: ANTICUERPO VCAM-1 ABCAM EPR5047 Ab134047 y 

estandarización con muestras de ratón de la tesis de Mayarling Troncoso. (A) Inmuno-Blot de 

VCAM-1 informado por el fabricante. (B) Inmuno-blot realizado en muestras de corazón de ratón 

obtenidas por Mayarling Troncoso. Las muestras fueron corridas en concentraciones ascendentes de 10-

50 g de proteína. En ambos casos se observa la banda esperada de 100 kDa, sin embargo, existe la 

presencia de una banda de 37 kDa no específica ni  de secuencia conocida.  
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Figura Suplementaria 5: ANTICUERPO VCAM-1 ABCAM EPR5047 Ab134047 validación con 

células KO por abcam. Inmuno-Blot de VCAM-1 informado por el fabricante en muestras humanas. 

Se observa la banda esperada de 100 kDa aproximadamente y el bandeo inespecífico en los 37 kDa. Las 

muestras KO presentan la banda a 37 kDa, por lo que sería una marca inespecífica del anticuerpo.  
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Figura Suplementaria 6: ELISA MOUSE VCAM-1 R&D SYSTEM. (A) ELISA KIT utilizado para 

la determinación de VCAM-1 soluble en plasma de los animales utilizados en la tesis. El kit no especifica 

los aminoácidos que reconoce el anticuerpo. (B) Se encuentra en la misma página de R&D System. un 

péptido recombinante para VCAM-1 el cual está compuesto por Phe25-Glu698. (C) También se 

encuentra el anticuerpo creado a base del péptido recombinante mencionado, por lo que se estima que el 

kit ELISA podría contener este anticuerpo. 
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Figura Suplementaria 7: Parámetros ecocardiografía diastólica 25 semanas. (A) Onda A 

(contracción auricular). (B) Relación E/A. No se observaron cambios significativos. 

 

 

 

         

                                                

Figura Suplementaria 8: Parámetros ecocardiografía sistólica 25 semanas. (A) Diámetro del 

ventrículo izquierdo en diástole (dVID). (B) Diámetro del ventrículo izquierdo en sístole (dVIS). No se 

observaron cambios significativos.  
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Figura Suplementaria 9: Parámetros ecocardiografía diastólica 25 semanas. (A) Onda A 

(contracción auricular). (B) Relación E/A. n=3/11 animales por grupo. Los datos fueron analizados por 

2way-ANOVA. No se observaron cambios significativos.  

 

                              

Figura Suplementaria 10: Parámetros ecocardiografía sistólica 25 semanas. (A) Diámetro del 

ventrículo izquierdo en diástole (dVID), (B) Diámetro del ventrículo izquierdo en sístole (dVIS), (C) 

Pared Anterior, (D) Pared posterior. n=3/11 animales por grupo. Los datos fueron analizados por 2way-

ANOVA. #p<0,05, ##p<0,01 comparado con VCAM-1-KO Control. 
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Figura Suplementaria 11: c-VCAM-1-KO no presenta cambios significativos en test de tolerancia 

a la glucosa en condiciones de dieta alta en grasa. Animales machos C57BL/6N VCAM-1 F/F y c-

VCAM-1-KO de 10 semanas de edad se alimentaron con dieta control y dieta alta en grasas (HFD). A 

las 25 semanas de edad se realizó el test de tolerancia a la glucosa (6 horas de ayuno, 1 g/kg de glucosa), 

en donde se muestra la curva de glicemia, glucosa basal y área bajo a curva (ABC) para cada tiempo 

evaluado: (A)  0 semanas, (B) 5 semanas, (C) 15 semanas. n=17/24 animales por grupo. Los datos se 

analizaron por 2way-ANOVA.  ***p<0,01, ****p<0,0001 comparado con F/F Control; #p<0,05, 

##p<0,01, ####p<0,0001 comparado con VCAM-1-KO Control. 
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