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RESUMEN 
La cardiomiopatía diabética (CMD) es una de las principales 

complicaciones de la diabetes. Actualmente no se disponen de 

biomarcadores específicos para su diagnóstico/pronóstico ni de un 

tratamiento dirigido. 

Objetivos 

En este trabajo se analizó la relación entre el perfil circulante de ceramidas 

y las alteraciones metabólicas y cardíacas de la CMD en modelos 

experimentales de obesidad e insulinoresistencia (ratones db/+ 

alimentados con una dieta rica en grasas) y de diabetes mellitus tipo 2 

DM2 (ratones db/db). También se estudió el metabolismo de LDL oxidadas 

(LDLox) en ratones db/db y su contribución en la acumulación de lípidos y 

la apoptosis en cardiomiocitos humanos (AC16) en condiciones de DM2. 

Por otro lado, se evaluó el efecto del tratamiento con FTY720/Fingolimod 

sobre signos de CMD en ratones db/db. 

Resultados 

Contribución del metabolismo de esfingolípidos a la CMD 

Los ratones obesos no presentaron signos de CMD tras 5 meses en una 

dieta rica en grasas. En este modelo los niveles plasmáticos de Cer 18:0 

se encontraron aumentados y directamente correlacionaron con los 

medidos en miocardio. Por otro lado, durante el seguimiento de ratones 

db/db (4 meses) un subgrupo desarrolló un fenotipo de DM2 más 

avanzado (ratones db/dbcat). Tanto en ratones db/db y db/dbcat, se 

detectaron signos de disfunción diastólica acompañada de las fracciones 

de eyección/acortamiento preservadas. El contenido de ceramidas 

miocárdicas en ratones db/db no difirió del de los no diabéticos, mientras 

que se encontraron disminuidas en miocardio de ratones db/dbcat. Ambos 
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modelos animales exhibieron niveles plasmáticos de Cer 18:0 

incrementados y directamente relacionados con sus niveles hepáticos. En 

cuanto a las LDLox, su captación se vio aumentada en miocardios de 

ratones db/db; posiblemente mediada a través de receptores CD36 y 

LDLR/LRP1 tal y como se observó en cultivos de cardiomiocitos AC16. La 

presencia de estas LDLox indujo apoptosis tardía y muerte celular in vitro. 

Efecto de FTY720/Fingolimod sobre la CMD 

La administración oral de FTY720/Fingolimod protegió contra el desarrollo 

de CMD en ambos grupos de ratones db/db. Esto se acompañó de una 

mejora en la inflamación sistémica. Sin embargo, y a diferencia de los 

ratones db/dbcat, la disfunción cardíaca en ratones db/db se acompañó de 

cambios en la expresión génica de marcadores involucrados en la 

dinámica mitocondrial miocárdica, mientras que los miocardios de ratones 

db/dbcat exhibieron unos niveles de inflamación, estrés de retículo 

endoplasmático (RE) y apoptosis aumentados. FTY720/Fingolimod 

previno del desarrollo de la CMD in vivo tras 3 meses de tratamiento en 

ambos grupos de ratones db/db. En el modelo db/db esta mejora se 

relacionó con una disminución de la expresión génica de marcadores 

involucrados en la dinámica mitocondrial, mientras que en ratones db/dbcat 

se relacionó con una disminución en la abundancia relativa de TNFα en 

miocardio y de Nf-kB p65 en núcleos celulares, así como de la forma activa 

de la caspasa 3. Además, se observó una reducción significativa en la 

expresión génica de marcadores de estrés de RE en miocardios de ratones 

tratados. Los efectos antiinflamatorio y anti-apoptótico de 

FTY720/Fingolimod se confirmaron en cardiomiocitos humanos AC16. 
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Conclusiones 

Los ratones db/db y db/dbcat presentaron signos de CMD. Este fenotipo se 

acompañó de unos niveles aumentados de Cer 18:0 circulantes. A 

diferencia de los ratones db/dbcat, la disfunción miocárdica en el modelo 

db/db no se acompañó de cambios en inflamación, estrés de RE y 

apoptosis, sino con signos de una dinámica mitocondrial alterada. La 

administración de FTY720/Fingolimod protegió contra el desarrollo de 

CMD. En ambos grupos de ratones db/db el tratamiento mostró un efecto 

antiinflamatorio sistémico, pero solo en ratones db/dbcat, esta mejora 

cardíaca se relacionó con un efecto antiinflamatorio y anti-apoptótico en 

miocardios de ratones tratados. 

  



29 
 

1. INTRODUCCIÓN 
Incidencia y prevalencia de la diabetes mellitus 

La diabetes mellitus (DM) es una condición metabólica crónica 

caracterizada por la presencia de unos niveles elevados de glucosa en la 

sangre, hay dos tipos principales de diabetes. La DM más común es la 

diabetes tipo 2 (DM2). Esta condición se da generalmente en sujetos 

adultos y representa al menos el 90% de todos los casos de diabetes 1, 2. 

La DM2 ocurre cuando el organismo se vuelve resistente a la acción de la 

insulina y/o no produce suficiente insulina para garantizar un metabolismo 

adecuado de la glucosa. Esta afección es progresiva y puede pasar 

desapercibida durante muchos años 2. Requiere control del estilo de vida 

(dieta y ejercicio) en todas las etapas. Con el tiempo, la mayoría de las 

personas con DM2 necesitarán medicamentos antidiabéticos orales o 

insulina. 

Además de la DM2, la DM tipo 1 (DM1), es una patología autoinmune 

crónica que afecta alrededor del 10% de las personas con DM 

diagnosticada y en la que se produce un daño de las células beta 

pancreáticas y son incapaces de producir suficiente insulina que garantice 

un manejo adecuado de la glucosa.  

Según datos de 2021 (Figura 1), se estima que en la actualidad hay 

alrededor de 537 millones de personas con DM en el mundo (en el rango 

de edades comprendido entre 20-79 años) 2. Se atribuyen a la DM 

alrededor de 6,5 millones de muertes anuales. A nivel poblacional, un dato 

muy relevante es que de la mayoría de las personas con DM, tres cuartas 

partes, vive en países de ingresos bajos y medios 2. Esto último es 

importante desde un punto de vista socioeconómico, ya que relaciona 

directamente el nivel de ingresos con el valor nutricional de los productos 

adquiridos para la alimentación. O lo que es lo mismo, las personas con 
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bajos ingresos económicos tienden en general a comprar productos con 

un coste más accesible. 

Figura 1. Diabetes: hallazgos globales en 2021.  
La 10ª edición del Atlas de Diabetes de la Federación Internacional de diabetes informa de 
un aumento global continuo en la prevalencia de la diabetes. Fuente: 10.ª edición del Atlas 
de la diabetes de la FID y otros recursos 2. 

Dado que la DM2 es una enfermedad incapacitante, directa o 

indirectamente a través de sus complicaciones, no sólo supone un lastre 

considerable a las personas afectadas, sino también a las familias y al 

sistema de salud de los estados. En este caso, se calcula que los gastos 

totales en sanidad, directos e indirectos, atribuibles a la diabetes en el 

mundo el año pasado (2021) ascendieron a ~$966 mil millones 2. 

Según consta en este reporte 2, las cifras de la DM en Europa son 

igualmente elevadas. En este continente 1 de cada 11 adultos (61 

millones) tuvo DM en 2021, alcanzándose la cifra de 1,1 millones de 

muertes por DM. Las previsiones son que el número de adultos con DM 

alcance los 67 millones para 2030 y los 69 millones para 2045. Otros datos 

relevantes de esta fuente indican que actualmente continúan sin 
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diagnosticarse más de 1 de cada 3 (36%) adultos que padecen DM. Por 

otro lado, los costes directos e indirectos de la DM fueron de 

aproximadamente $189 mil millones en 2021, representando casi una 

quinta parte de los fondos dedicados a escala mundial. 

Obesidad y diabetes mellitus 

En las últimas tres décadas, la prevalencia de la DM2 ha aumentado, junto 

con la de la obesidad, alcanzándose cifras pandémicas 3, 4. Esto último es 

en parte debido a la adopción de unas pautas de estilo de vida cada vez 

más sedentario y al consumo excesivo de alimentos con un valor 

nutricional deficiente, como los productos procesados e hipercalóricos 5. 

Consistentemente, diferentes estudios epidemiológicos sugieren que tanto 

la DM2 como la obesidad se encuentran estrechamente relacionadas entre 

sí 6. De hecho, se considera a la obesidad (y el sobrepeso) como uno de 

los factores de riesgo más importantes de la DM2, con casi el 80-90% de 

los pacientes con DM2 manifestando esta condición 6, 7. Ambas patologías 

tienen además un impacto multisistémico, y están asociadas con una 

mayor mortalidad y riesgo cardiovascular 8, compartiendo diferentes 

componentes de síndrome metabólico 9. 

En este contexto, y teniendo en cuenta que la obesidad es una condición 

en gran medida prevenible, la investigación de diferentes estrategias anti-

obesidad (farmacológicas y dietéticas) dirigidas a prevenir su desarrollo o 

reducirla es un campo de intensa actividad científica. Sin embargo, y hasta 

la fecha, los efectos de las diferentes estrategias solo han resultado ser 

moderados y en cualquier caso no sostenidos en el tiempo 10. No cabe 

duda de que se requiere de una mejor comprensión de la etiología de la 

obesidad, para conseguir desarrollar estrategias de prevención y 

tratamiento más exitosas y personalizadas. 
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Las complicaciones cardíacas suelen estar frecuentemente 
relacionadas con el desarrollo de DM 

La enfermedad cardiovascular sigue siendo la principal causa de muerte y 

discapacidad entre los pacientes con DM 8. La DM exacerba los 

mecanismos que conducen al desarrollo de arterosclerosis e insuficiencia 

cardíaca (IC). Desafortunadamente, no existen estrategias terapéuticas 

específicas más allá de proceder con la optimización del control glucémico 

con fármacos antidiabéticos o enfoques de adaptación dietética y ejercicio 

físico moderado. 

El contexto de la reducción multifactorial del riesgo cardiovascular se da 

en la actualidad con estatinas y otros agentes hipolipemiantes, terapias 

antihipertensivas y estrategias de tratamiento hipoglucemiante, 

reduciéndose de este modo las tasas de mortalidad relacionadas con las 

complicaciones cardiovasculares que desarrollan los pacientes con un 

riesgo elevado. A pesar de ello, la mortalidad por causas cardiovasculares 

sigue siendo más altas en los sujetos con DM en comparación con los no 

diabéticos. 

La incidencia de disfunción miocárdica e IC son una de las causas 

principales de morbilidad y mortalidad en sujetos con DM 11, 12. De hecho, 

el riesgo de IC aumenta tanto en sujetos con DM2 13 como en DM1 14., 

Consistentemente, la DM es muy prevalente entre los pacientes con IC 14, 

15, especialmente aquellos con IC y fracción de eyección preservada 16.  

A partir de estudios poblacionales se deduce que el riesgo de IC en sujetos 

con DM (particularmente la DM2) aumenta significativamente después de 

ajustar por factores de riesgo de IC bien establecidos 17 y que el 19% de 

los pacientes con IC tienen DM2 18. La forma específica resultante de 

cardiomiopatía se conoce como "cardiomiopatía diabética" (CMD) 19. 

Aunque el concepto de CMD a menudo se considera que sólo se refiere a 
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personas afectadas por DM2, al ser esta una cardiomiopatía inducida 

metabólicamente, independiente de la hipertensión, nefropatía o 

cardiomiopatía isquémica (de origen vascular) también se ha reportado en 

personas con DM1 20, 21 y en pacientes con obesidad 22-25. 

Patogénesis de la CMD 

Se han propuesto varios mecanismos fisiopatológicos que influyen 

directamente en el remodelado y disfunción cardíaca característicos de la 

CMD y probablemente son multifactoriales 17, 26 (Figura 2). Lo cierto es que 

no se conocen con exactitud. Entre los factores sistémicos que 

frecuentemente se relacionan con esta forma de cardiomiopatía se 

incluyen alteraciones metabólicas, relacionadas principalmente con una 

señalización deficiente de la insulina, como la hiperglucemia, la 

hiperinsulinemia, y el aumento de los niveles de ácidos grasos libres y 

triglicéridos circulantes 27-30. La inflamación sistémica también parece tener 

un papel en la etiopatogenia de la IC 31, 32. Es interesante destacar que la 

mayoría de las alteraciones mencionadas forman también parte del 

denominado síndrome metabólico, que acumula diferentes factores de 

riesgo cardiovascular 9.  

En el estudio de las bases metabólicas del remodelado y disfunción 

miocárdica relacionados con la CMD también se ha reportado la 

contribución de otras alteraciones en la función mitocondrial, el estrés del 

retículo endoplásmico (RE), autofagia y homeostasis del calcio miocárdico, 

aunque posiblemente sean consecuencia de una señalización deficiente a 

la insulina. También se han descrito otros mecanismos fisiopatológicos 

que potencialmente podrían contribuir en el desarrollo de la CMD, 

incluyendo alteraciones microvasculares, y de diferentes sistemas como el 

nervioso simpático, y renina-angiotensina-aldosterona, 26, 33. 
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En el contexto de la DM, podría hipotetizarse que todas estas alteraciones 

podrían contribuir en el remodelado y disfunción cardíacas en modelos 

experimentales y en pacientes26. 

 

Figura 2. Mecanismos patogénicos de la CMD.  
Figura adaptada a partir de la publicada previamente 17. 

La lipotoxicidad y la acumulación de lípidos cardíacos son otros factores 

que se han relacionado con la etiopatogenia de la CMD 34 (ver también 

sección Mecanismos de CMD) (Figura 3). Los estudios de metabolismo 

miocárdico han mostrado una captación miocárdica de glucosa reducida 

combinada con una captación aumentada de ácidos grasos en sujetos con 

DM1 35. En este contexto, la deficiencia de insulina promueve la 

movilización de ácidos grasos de los depósitos de grasa, lo que da como 

resultado un exceso de biodisponibilidad de ácidos grasos en diferentes 

tejidos no adiposos. Cuando se excede la capacidad de almacenamiento 

y oxidación de los ácidos grasos movilizados en estos tejidos periféricos, 

la maquinaria enzimática celular también habilita su transformación en 

Cardiomiopatía 
diabética
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otras especies reactivas (como las ceramidas) contribuyendo aún más a 

la lipotoxicidad en muchos tejidos diana, incluyendo el miocardio. Esta 

causa de cardiomiopatía no isquémica y no hipertensiva a menudo se 

denomina cardiomiopatía diabética o “lipotóxica”. 

 
Figura 3. Mecanismos moleculares de la CMD.  
↑ aumentado/↓ disminuido en relación con las condiciones no patológicas. Abreviaturas: 
AGE, productos finales de glicación avanzada; AT1R, receptor de angiotensina II tipo 1; 
RE, retículo endoplásmico; FAT/CD36, translocasa de ácidos grasos; HBP, vía biosintética 
de hexosamina; IR, receptor de insulina; PDH, piruvato deshidrogenasa; PDK4, piruvato 
deshidrogenasa quinasa 4; PPARα, receptor activado por proliferador de peroxisomas α; 
RAAS, sistema renina-angiotensina-aldosterona; RAGE, receptor de AGE; ROS, especies 
reactivas de oxígeno; FT, factor de transcripción; UDP-GlcNAc, uridina difosfato-N-
acetilglucosamina. Figura adaptada a partir de la publicada previamente 33.  

La dislipidemia diabética también puede contribuir a la disfunción 

miocárdica en los diabéticos. En particular, el exceso de flujo de ácidos 

grasos movilizados hacia el hígado promueve la sobreproducción de 

lipoproteínas ricas en triglicéridos (TGRL) y sus remanentes. En la práctica 

clínica habitual las elevaciones en las concentraciones circulantes de 
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TGRL circulantes suelen fácilmente identificarse a través de la detección 

de concentraciones elevadas de la fracción de colesterol remanente 

(definido como la diferencia entre la concentración sérica de colesterol 

total, de LDL y HDL). Los niveles circulantes de colesterol remanente 

suelen presentarse además con concentraciones disminuidas de 

colesterol de lipoproteínas de alta densidad (HDL), lo que a su vez se 

relaciona con el desarrollo de cardiomiopatía de origen isquémico, i.e., 

macrovascular 36. Sin embargo, su contribución al desarrollo de 

cardiomiopatía no isquémica sigue poco explorada. 

Modelos animales de cardiomiopatía diabética 

A escala humana el desarrollo de obesidad y DM implica décadas de 

cambios fisiopatológicos en diferentes tejidos diana, incluyendo el 

miocárdico. Por esta y otras razones, incluyendo las éticas, el estudio a 

largo plazo de los mecanismos de acción y de las complicaciones 

relacionadas con estas condiciones es un objetivo difícil de alcanzar en 

seres humanos.  

Existen varios modelos experimentales para el abordaje de los efectos de 

la DM y obesidad en tejidos diana y de este modo eludir algunas de las 

limitaciones de los modelos humanos. En el contexto de las enfermedades 

cardíacas, se han generado numerosos modelos animales, 

potencialmente útiles para estudiar el impacto de la DM1 y DM2 sobre el 

miocardio. En esta sección trataremos de revisar los principales modelos 

animales existentes para el estudio de la CMD. 

Los roedores, especialmente ratones y ratas, son las dos especies más 

utilizadas para la investigación de los mecanismos involucrados en el 

desarrollo de CMD 33. Los genomas humano, de ratón y de rata tienen casi 

el mismo tamaño, cada uno contiene alrededor de 30.000 genes 

codificantes, con alrededor del 99% de los genes codificantes en el 
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genoma del ratón tienen un homólogo en humanos 37, 38. La disponibilidad 

tanto de cepas genéticamente definidas, como de técnicas de 

manipulación genética han permitido evaluar la contribución de algunas 

dianas moleculares en el desarrollo de la CMD. 

Además de las similitudes genómicas antes indicadas, otras ventajas de 

los modelos de roedores son su ciclo de reproducción corto y la 

disponibilidad de una variedad de modelos diseñados genéticamente, i.e., 

pérdida o ganancia de función de genes diana, disponibilidad de modelos 

monogénicos y poligénicos, y diferentes modelos de exposición ambiental 

(incluyendo tratamientos dietéticos y farmacológicos). 

Las principales características de los modelos de roedores de DM1 y DM2 

más comúnmente utilizados para estudiar los mecanismos 

fisiopatogénicos de la CMD se muestran en la  Tabla 1.
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Tabla 1. Fenotipo diabético en diferentes modelos animales de DM1 y DM2 frecuentemente utilizados para el estudio de cardiomiopatía 
diabética 

Modelo Especie Intervención Manipulación  
y diana 

Debut de DM y Fenotipo 

DM1 

STZ Mus 
musculus 

Farmacológica 
 

Inyección 
 
Célula β 

2 días  
 
Necrosis y producción deficiente de insulina, hiperlipidemia 

Aloxano Mus 
musculus 

Farmacológica 
 

Inyección 
 
Célula β 

5 días  
 
Necrosis y producción deficiente de insulina, triglicéridos 
elevados 

OVE26 Mus 
musculus 

Transgénico Sobreexpresión 
 
Calmodulina 

2-3 semanas  
 
Daño en células β y triglicéridos elevados 

NOD Mus 
musculus 

Genético Insulitis 
 
Célula β 

30 semanas  
 
Daño en células β y triglicéridos elevados 

Akita Mus 
musculus 

Genético Mutación 
espontánea no 
codificante 
 
Gen Ins2 

5-6 semanas  
 
Produce un plegamiento inadecuado de la insulina, facilita 
el estrés de retículo endoplasmático, daño en células β y 
triglicéridos elevados 

DM2 

Dieta rica en grasas y 
sacarosa 

Mus 
musculus 

Inducido por dieta Alimentación  1 semana  
 
Obesidad y triglicéridos elevados  

Dieta rica en grasas y 
STZ 

Mus 
musculus 

Dieta y 
farmacológico 

Alimentación + 
inyección 

2-10 semanas  
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Célula β Obesidad y resistencia a la insulina 
ob/ob Mus 

musculus 
Genético Deficiencia 

 
Leptina 

8-15 semanas  
 
Obesidad y resistencia a la insulina, triglicéridos y ácidos 
grasos elevados 

db/db Mus 
musculus 

Genético No funcional 
 
Receptor de la 
leptina 

4-8 semanas  
 
Obesidad y resistencia a la insulina; glucosa, triglicéridos y 
ácidos grasos elevados 

ZF/ZDF Rattus 
norvegicus 

Genético No funcional 
 
Receptor de la 
leptina 

14 semanas  
 
Obesidad y resistencia a la insulina; glucosa, triglicéridos y 
ácidos grasos elevados 

Goto-Kakizaki (GK) Rattus 
norvegicus 

Transgénico Sobreexpresión 
 
SREBP-1c 

3 semanas  
 
Resistencia a la insulina, triglicéridos y ácidos grasos 
elevados 

OLETF Rattus 
norvegicus 

Poligénico Defecto en el 
control de ingesta 
 
CCK-1R, Odb2 

18 semanas  
 
Obesidad, triglicéridos elevados 

KK-Ay Mus 
musculus 

Poligénico Espontáneo 
gen Agouti yellow 
obese (Ay/a) 

8-16 semanas  
 
Obesidad y resistencia a la insulina, triglicéridos elevados 

NZO/HiLt (machos) Mus 
musculus 

Poligénico Espontáneo 
 
Anticuerpos contra 
el transportador de 
la leptina 

12-24 semanas  
 
Obesidad y resistencia a la insulina, resistencia a la leptina 

TallyHo/JngJ 
(machos)  

Mus 
musculus 

Poligénico Espontáneo 
 
Tanidd1-3 

10-16 semanas  
 
Obesidad, hiperlipidemia, hiperinsulinemia 
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NONcNZO10/LtJ  Mus 
musculus 

Poligénico Espontáneo 
Homeostasis del 
metabolismo del 
Zinc y de la glucosa 

8-24 semanas  
 
Obesidad y resistencia a la insulina 

 

Abreviaturas: DM, diabetes mellitus; STZ, ratones inducidos con estreptozotocina; ratones diabéticos OVE26, OVE26; NOD, ratones diabéticos no 
obesos; Akita, ratón C57BL/6NSlc con una mutación espontánea en el gen Insulin‑2; ob/ob, ratones deficientes en leptina; db/db, ratones deficientes 
en el receptor de la leptina; ZF, ratas obesas Zucker; ZDF, ratas diabésicas Zucker; GK, ratas Goto-Kakizaki; CCK-1R, receptor de colecistoquinina-
1; Odb2, gen diabetogénico localizado en el cromosoma 14; SREBP-1c, proteína de unión a elementos reguladores de esteroles-1c; OLETF, ratas 
obesas Otsuka Long-Evans Tokushima; KK-Ay, ratones Kuo Kondo transgénicos del gen Agouti yellow obese (Ay/a); NZO, ratones obesos de Nueva 
Zelanda; Tanidd1, loci de rasgo cuantitativo del cromosoma 19 de ratón asociado con DM en ratones TALLYHO; NONcNZO10/LtJ, cepa congénica 
recombinante que comprende aproximadamente el 88% de la contribución del genoma de la cepa NON/LtJ (no obesa y no diabética) y el 12% de 
la cepa obesa de Nueva Zelanda. Tabla adaptada a partir de la publicada previamente 39, 40.  
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Dado que este trabajo se centró en el estudio del efecto de la DM2 sobre 

el desarrollo de CMD, en esta sección solo se abordaron aquellos modelos 

animales de CMD en un contexto de diabesidad. Los modelos 

transgénicos de obesidad, resistencia a la insulina y DM2 comúnmente 

utilizados son los ratones ob/ob 41 y db/db 42, que se basan en la deficiencia 

o la resistencia a la leptina, respectivamente. Del mismo modo, las ratas 

Zucker Fat (ZF) desarrollan obesidad como consecuencia de los 

receptores de leptina no funcionales 43. Las ratas diabésicas Zucker (ZDF) 

se generaron cruzando entre sí ratas ZF con concentraciones séricas 

elevadas de glucosa 44. Por otro lado, las ratas Goto-Kakizaki (GK) son 

una cepa endogámica, derivada de ratas Wistar, que desarrollan 

espontáneamente DM2 45.  

Además de estos modelos más directos de DM, se han generado otros 

modelos transgénicos que replican ciertas características de la CMD. Por 

ejemplo, los ratones con sobreexpresión específica en cardiomiocitos del 

MHC-PPARα (del inglés, Myosin Heavy Chain-Peroxisome proliferator-

activated receptor alpha) muestran un aumento de la oxidación de ácidos 

grasos cardíacos y un fenotipo similar a la CMD. La investigación de estos 

modelos ayuda a explorar los mecanismos por los cuales la oxidación 

alterada del sustrato cardíaco afecta la función contráctil, en ausencia de 

alteraciones metabólicas sistémicas asociadas con la DM 46-48. Los ratones 

deficientes para el receptor de insulina selectivo de cardiomiocitos 

(CIRKO) se utilizan para estudiar el efecto de la disminución de la 

señalización de insulina en los cardiomiocitos sin causar alteraciones 

metabólicas a nivel sistémico 49.  

En la Tabla 2 se muestran las principales características morfológicas y 

metabólicas en miocardio de diferentes modelos experimentales 

frecuentemente utilizados para el estudio de la CMD y se comparan con 

los hallazgos en pacientes con DM1 y DM2. A pesar de las limitaciones 
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específicas de los diferentes modelos generados, estos imitan varias de 

las características estructurales y funcionales observadas en el miocardio 

diabético por lo que aún hoy día continúan siendo modelos útiles para 

explorar con mayor profundidad el/los mecanismo/s de la patogenia 

subyacente a la CMD. 
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Tabla 2. Características cardíacas de modelos animales seleccionados de DM2 en comparación con los pacientes 

 DM2 
Pacientes Modelos animales 

Inducido con dieta  
+/- STZ 

Genético 

HFD/HSD HFD + low 
dose STZ 

ob/ob db/db ZF/ZDF GK 

Metabolismo de sustratos  
Oxidación de ácidos grasos ↑ ↑  ↑ ↑ ↑  
Oxidación de la glucosa =/↓ ↓  ↓ ↓ ↓  
Eficiencia cardíaca ↓ =  ↓ ↓ =  
Función mitocondrial ↓ =  ↓ ↓   
Contenido mitocondrial  =   ↑ ↑   
Mecanismos celulares  
Dinámica del Ca2+ ↓   ↓ ↓  ↓ 
Estrés oxidativo ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ =/↑ ↑ 
Inflamación  ↑    ↑  
Triglicéridos/lipotoxicidad ↑ =/↑  ↑ ↑ ↑  
Activación de RAAS ↑       
AGE ↑ ↑   ↑ ↑  
ER stress  ↑      
Autofagia =/↓ ↓/=/↑      
Muerte celular ↑   ↑ ↑ ↑  
Fibrosis ↑ ↑  =  ↑  
Morfología y función cardíacas        
Tamaño cardíaco ↑ =/↑ ↑ =/↑ = ↑ ↑ 
Función contráctil ↓ =/↓ ↓ ↓/=/↑ =/↓ ↓ ↓ 
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↑ aumentado; ↓ disminuido; = no se observa diferencia. Abreviaturas: AGE, productos finales de glicación avanzada; CIRKO, ratones con deleción 
del receptor de insulina selectiva de cardiomiocitos; RE, retículo endoplásmico; GK, ratas Goto-Kakizaki; HFD/HSD, dieta alta en grasas/alta en 
sacarosa; MHC-PPARα, ratones con sobreexpresión específica de cardiomiocitos del receptor activado por proliferador de peroxisomas α (PPARα); 
NOD, ratones diabéticos no obesos; ratones diabéticos OVE26, OVE26; SRAA, sistema renina-angiotensina-aldosterona; STZ, estreptozotocina; 
ZDF, ratas grasas diabéticas Zucker; ZF, ratas grasas Zucker. Tabla adaptada a partir de la publicada previamente 33.  
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Mecanismos de cardiomiopatía diabética 

Se han descrito diferentes mecanismos potencialmente involucrados en el 

desarrollo de CMD (Figura 3, Tabla 2) 33. Sin embargo, en este trabajo sólo 

se estudió la contribución de algunos de ellos. En los siguientes 

subapartados se describen aquellos considerados más relevantes para 

este trabajo. 

1. Alteraciones en el metabolismo de sustratos energéticos 

Como ya se ha avanzado previamente, el impacto de la DM en el miocardio 

se caracteriza por un aumento de la oxidación de ácidos grasos y una 

disminución concomitante en la oxidación de la glucosa (Figura 3). El 

cambio a favor de la metabolización de ácidos grasos en detrimento de la 

glucosa en miocardio es una de las características principales de esta 

cardiomiopatía en pacientes y modelos experimentales de DM 50-53. 

Desde un punto de vista mecanístico, este cambio podría deberse a una 

disminución en la captación y metabolización de glucosa en tejido cardíaco 

combinada con una disminución concomitante en la abundancia del 

transportador de glucosa 4 (GLUT4) en sujetos con obesidad y resistencia 

a la insulina 50, 54. Por otro lado, el aumento de la captación de ácidos 

grasos por parte de los miocardios diabéticos podría ser debido a un 

aumento de su transporte mediado por FAT/CD36 en la membrana 

plasmática de los cardiomiocitos 55. 

En condiciones de DM, el aumento de las concentraciones circulantes de 

ácidos grasos libres induce la actividad del factor de transcripción PPARα 
56, y de este modo la expresión de genes implicados en su captación, 

transporte y oxidación 57. En este sentido y entre otras acciones, PPARα 

aumenta la expresión de PDK4, y con ello disminuye la actividad de PDH 
58, lo que suprimiría aún más la oxidación de la glucosa en favor de la de 

ácidos grasos 50, 59. Consistentemente, los miocardios de ratones que 
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sobreexpresan PPARα (ratones MHC-PPARα) se caracterizan por 

presentar un aumento en la capacidad oxidativa de ácidos grasos y un 

fenotipo metabólico similar al encontrado en CMD 47, 60. A su vez, la 

activación dual del PPARα/PPARg inhibe además el eje SIRT1-PGC1α, 

contribuyendo aún más a la disfunción cardíaca en ratones tratados con 

agonistas de estos PPAR 61, y sugiriendo además un posible nuevo 

mecanismo de acción por parte de cantidades elevadas de ácidos grasos 

en el miocardio. 

La producción de ATP a partir de los ácidos grasos es menos eficiente que 

la resultante a partir de la utilización de glucosa como sustrato. La 

oxidación de ácidos grasos en el miocardio diabético se encuentra 

relacionada con un consumo de oxígeno más elevado; sin que ello resulte 

en un aumento proporcional de la función contráctil, lo que resulta en una 

mayor ineficiencia cardíaca (trabajo cardíaco/moléculas de oxígeno 

consumidas) en comparación con la que mostraría el mismo tejido en una 

condición no diabética o utilizando la glucosa como sustrato energético. 

Los ratones ob/ob y db/db son uno de los modelos elegidos para estudiar 

los efectos sobre el miocardio por parte del desacoplamiento mitocondrial 

combinado con una acumulación aumentada de ROS, debida a la 

oxidación de ácidos grasos por parte de ese tejido 62, 63 (Tabla 2). Aunque 

las ROS tienen una vida media muy corta, estas especies son 

especialmente reactivas, por lo que se considera que causan daño celular 

muy cerca de su sitio de origen, sugiriéndose que las mitocondrias, su 

principal lugar de producción, podrían ser su diana celular principal 64, 65. A 

su vez, la acumulación de ROS también se ha reportado que activa la 

función de las proteínas de desacoplamiento (UCP) 66, 67, resultando esto 

último en una disminución neta en la producción de ATP (desacoplamiento 

mitocondrial). No cabe duda de que a largo plazo esto último conduce a 

una disminución de la eficiencia cardíaca, en la medida en que continúa la 
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oxidación de cantidades elevadas de ácidos grasos en ese tejido. Los 

cambios en el desacoplamiento mitocondrial mediado por ácidos grasos y 

el aumento de los niveles de ROS miocárdicos, así como la disminución 

de la eficiencia cardíaca están presentes en ratones ob/ob y db/db con 

DM2 63, 68. 

2. Disfunción mitocondrial 

La disfunción mitocondrial es otra de las características de la CMD (Tabla 

2). En diferentes estudios experimentales, se ha relacionado una 

capacidad oxidativa mitocondrial disminuida 50, 62, 63, 69-79 con remodelado 

de las mitocondrias 63, 70, 78-80, cambios en el contenido de proteínas 

mitocondriales 73, 79, 81, 82 y daño oxidativo de proteínas y DNA 

mitocondriales 83. 

3. Estrés oxidativo 

El estrés oxidativo se manifiesta a través de una acumulación de los 

niveles de ROS, que es causado por el aumento de la generación 

mitocondrial de ROS o por la disminución de la eficiencia de los captadores 

de ROS, es decir, la glutatión peroxidasa (GPX), la catalasa y la 

superóxido dismutasa de manganeso (MnSOD).  

El estrés oxidativo promueve diferentes alteraciones bioquímicas, 

incluyendo la oxidación de proteínas, la generación de peróxidos de lípidos 

y la formación de especies nitrogenadas reactivas a partir del óxido nítrico, 

que contribuye a la nitrosilación intracelular, como la nitración de tirosina 

de proteínas 84. 

El estrés oxidativo juega un papel esencial en el desarrollo de la CMD en 

pacientes 69, 85-87 y en modelos experimentales de DM1 y DM2 (Tabla 2, 

Figura 3). En este contexto, un estrés oxidativo aumentado en tejido 

cardíaco de pacientes con DM2 se relacionó con cambios en los niveles 
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H2O2 mitocondrial y de proteínas modificadas con 3-nitrotirosina y 4-

hidroxinonenal (HNE) 85. Por contra, la sobreexpresión de MnSOD o 

catalasa se ha observado que atenúa el inicio de la disfunción mitocondrial 

y el deterioro de la contractilidad de los cardiomiocitos en ratones DM1 

OVE26 78, 88. 

4. Lipotoxicidad 

Como ya se ha indicado anteriormente, la captación de intermediarios 

lipídicos está generalmente aumentada en CMD (Tabla 2, Figura 3). La 

consiguiente acumulación de metabolitos lipídicos citotóxicos en 

cardiomiocitos acelera su muerte relacionándose con un empeoramiento 

de la función contráctil del miocardio. Esto último ha sido estudiado en 

ratones transgénicos especialmente diseñados para estudiar los efectos 

relacionados con una mayor captación de ácidos grasos por parte de los 

cardiomiocitos, es decir, sobreexpresión de la proteína de transporte de 

ácidos grasos 89, acil-CoA sintetasa 1 de cadena larga (ACS) 90 y 

lipoproteína lipasa con la proteína de unión anclaje de 

glicosilfosfatidilinositol de unión (ratones LPLGPI), las cuales precipitan el 

desarrollo de cardiomiopatía lipotóxica en esos modelos, incluso en 

ausencia de DM 91. Entre los mecanismos propuestos 92 se ha descrito una 

inducción en la generación de ROS, cambios en la composición de la 

membrana del RE que promueven el estrés del RE y una inducción de la 

apoptosis en respuesta a un aumento de la biosíntesis de novo de las 

ceramidas y remodelación de la membrana mitocondrial. 

En ratones transgénicos ACS se sugirió que el aumento de la fisión 

mitocondrial, como consecuencia de las modificaciones postraduccionales 

de las proteínas de fusión y fisión mitocondrial, podría también tener un 

papel en el desarrollo de cardiomiopatía lipotóxica 93. 
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Aunque la acumulación cardíaca de triglicéridos se ha relacionado con en 

pacientes diabéticos 94-97 y modelos genéticos de diabetes en roedores 59, 

97-100, este lípido neutro solo representa un marcador de la acumulación de 

metabolitos lipídicos tóxicos y lipotoxicidad, ya que su acumulación no 

promueve per se los efectos nocivos 92. 

5. Inflamación 

En modelos experimentales de DM1 y DM2 el aumento de la inflamación 

en el miocardio es uno de los mecanismos alterados durante la progresión 

de la CMD 101-106. La secreción de quimioquinas, citoquinas y de exosomas 

por parte de las células inflamatorias, podrían también contribuir en el 

desarrollo de la hipertrofia de los cardiomiocitos y al remodelado de la 

matriz extracelular del miocardio en DM. 

Los miocardios de ratones y ratas con DM1 muestran signos de una mayor 

infiltración de leucocitos, mayores niveles de citoquinas proinflamatorias 

(TNFα e IL-1β), y una actividad de la matriz degradante de colágeno 

metaloproteinasa disminuida, contribuyendo a un aumento de la 

inflamación y la fibrosis 101-103. Consistentemente, datos similares han sido 

también reportados en modelos experimentales de obesidad alimentados 

con una dieta rica en grasas y con DM2 104-106. 

6. Productos finales de glicación avanzada (AGE) 

En condiciones de hiperglucemia, los AGE se forman tanto intra- como 

extracelularmente a través de la reacción de Maillard 107. Los AGE son un 

grupo heterogéneo de compuestos que se forman tras la unión no 

enzimática de derivados del azúcar a proteínas, lípidos y ácidos nucleicos, 

lo que altera la función fisiológica de las moléculas unidas 108, 109. Por 

ejemplo, y entre otros procesos, los AGE promueven el entrecruzamiento 

de las moléculas de colágeno, lo que contribuye a aumentar la fibrosis y la 

disfunción contráctil 110. Además, la unión de los AGE a su receptor, RAGE 
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(Figura 3), contribuye a la activación de vías de señalización inflamatorias 

a través de la activación de la señalización de NF-κB, induciendo la 

expresión de β-MHC. Consistentemente, la disfunción contráctil se atenuó 

y la expresión de β-MHC disminuyó en ratones db/db tras el bloqueo de la 

señalización de RAGE 111. Efectos similares se han observado también en 

ratas con DM1 y DM2 después del tratamiento con el antioxidante 

dehidroepiandrosterona (DHEA), lo que sugiere también un papel 

importante por parte del estrés oxidativo en la activación de las vías 

mediadas por RAGE en condiciones diabéticas 112. 

Otros mecanismos mediados por RAGE son el aumento de la producción 

de ROS y de la señalización proinflamatoria 108. Por ejemplo, la 

sobreexpresión de la enzima glioxalasa-1 (GLO1) en ratones, que acelera 

la reacción de transformación de metilglioxal, promueve además la 

disminución de los niveles de AGE derivados del metilglioxal y atenúa la 

aparición de IC después de un infarto de miocardio 113. Se describió 

además que estos ratones exhibieron una densidad vascular aumentada 

y una apoptosis de cardiomiocitos disminuida en miocardios de estos 

ratones transgénicos en comparación con los ratones no transgénicos, lo 

que se relacionó con un mayor reclutamiento de células progenitoras c-

kit+ y su incorporación a la vasculatura 113. 

En ratas con DM1 inducida por STZ, la administración de ALT-711, un 

agente que rompe los enlaces cruzados disminuyó los niveles cardíacos 

de AGE, restaurando la solubilidad del colágeno y disminuyendo su 

producción en DM1 114. De manera similar, la supresión de la acción de 

RAGE mediada por siRNA corrigió la disfunción del ventrículo izquierdo en 

ratones con DM1 115. 
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7. Estrés del retículo endoplasmático 

La principal función fisiológica del RE es el almacenamiento de Ca2+ y el 

plegamiento de proteínas. La acumulación de proteínas desplegadas 

dentro del RE provoca el denominado estrés de RE, que puede inducir la 

muerte celular apoptótica en modelos experimentales de DM1 y DM2 116, 

117.  

Numerosos estudios sugieren un papel causal por parte del estrés 

oxidativo en la inducción del estrés del RE en DM 117-119. 

Consistentemente, el estrés del RE se encuentra aumentado en diferentes 

tejidos en condiciones de DM e influye sobre otros procesos como la 

apoptosis y autofagia 120 y posiblemente pueda tener un papel en el 

desarrollo de CMD. 

8. Aumento de la muerte celular 

El aumento de la muerte de cardiomiocitos apoptóticos y necróticos se ha 

estudiado en pacientes 85, 121, 122 y modelos experimentales de DM1 y DM2 
98, 123-127. Entre los mecanismos propuestos que desencadenan la muerte 

celular constan una mayor activación de caspasa 121, producción de ROS 
125, estrés del RE 127, y de vías proapoptóticas dependientes de 

mitocondrias y receptores de muerte celular 124, activación de RAAS 126, y 

deficiencia de leptina 123. En este último caso, el desarrollo de apoptosis 

se redujo en ratones ob/ob tratados con leptina. 

Consecuencias estructurales y funcionales relacionadas con CMD 

La inflamación sistémica, la hiperglucemia y la dislipidemia asociadas con 

la DM aceleran el desarrollo de fibrosis e hipertrofia cardíacas, 

contribuyendo al remodelado y disfunción del ventrículo izquierdo 

característica de CMD 29. En condiciones diabéticas, los AGE creados por 

la exposición de proteínas y lípidos a niveles altos de glucosa se 

entrecruzan con las proteínas de la matriz extracelular, lo que altera el 
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recambio normal por parte de las metaloproteinasas de la matriz lo que 

resulta en un aumento de la rigidez cardíaca. Esto último habitualmente se 

manifiesta como una disfunción diastólica temprana del ventrículo 

izquierdo 29, 128, 129. Los signos de remodelado y disfunción cardíaca más 

característicos de CMD se describen a continuación. 

1. Aumento de fibrosis 

El desarrollo de fibrosis miocárdica es uno de los principales factores 

implicados en el remodelado y disfunción miocárdica en la CMD. La 

acumulación de colágeno es un signo de fibrosis, detectándose tanto en 

zonas miocárdicas perivasculares como en las miofibras de miocardios de 

sujetos con DM 130. Consistentemente, se han descrito elevaciones en los 

depósitos de colágeno de tipo III, pero no el de tipo I o IV, en las biopsias 

de miocardio de pacientes con DM2 sin antecedentes previos de 

hipertensión ni de arteriosclerosis en las arterias coronarias 131. Asimismo, 

las concentraciones séricas del propéptido carboxi-terminal del 

procolágeno tipo I, un marcador de fibrosis miocárdica, se encontraron 

aumentadas en pacientes con DM2 con disfunción diastólica 132.  

Los ratones son especialmente resistentes al desarrollo de fibrosis 

miocárdica. Aun así, se ha descrito un aumento de la fibrosis en algunos 

modelos animales de DM1 114, 133-135 y DM2 98, 136. En el caso de los ratones 

db/db aunque son muy resistentes esta se puede además inducir mediante 

ciertos tratamientos 137. 

Como posibles mecanismos responsables del aumento de la fibrosis y de 

tejido conjuntivo en miocardio, se incluyen la remodelación de la matriz 

extracelular mediada por la exposición a niveles aumentados de AGE, el 

aumento de la señalización mediada por el factor de crecimiento 

transformante β (TGFβ), el aumento de la expresión del factor de 

crecimiento del tejido conectivo y la disminución de la expresión de MMP2, 
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lo que da como resultado una degradación atenuada de la matriz 

extracelular 134. 

2. Disfunción diastólica 

Una característica clínica clave de la CMD es la disfunción diastólica con 

fracción de eyección preservada (HFpEF, del inglés Heart Failure with 

preserved Ejection Fraction), que puede preceder a la aparición tardía de 

disfunción sistólica, es decir, insuficiencia cardíaca con fracción de 

eyección reducida (HFrEF, del inglés Heart Failure with reduced Ejection 

Fraction).  

Existen varios mecanismos que contribuyen a la disfunción diastólica, 

incluyendo los AGE, el aumento de la fibrosis y la alteración de la 

homeostasis del Ca2+ (Figura 2). La disfunción diastólica puede estar 

presente en hasta el 60-75% de los pacientes diabéticos, y es aún más 

evidente en condiciones de cardiomiopatía con origen isquémico sumado 

a la presencia de hipertensión 138-140.  

La disfunción diastólica del ventrículo izquierdo puede aparecer en 

condiciones de resistencia a la insulina incluso antes del inicio de la DM2, 

independientemente de la edad, la presión arterial y el índice de masa 

corporal 141. Se ha reportado que un 24% de los pacientes con DM2 

presentan disfunción sistólica, después de excluir a los pacientes con 

arteriopatía coronaria 142. También se ha descrito disfunción diastólica en 

pacientes con DM1 143-145; sin embargo, los hallazgos sobre la función 

sistólica en DM1 son inconsistentes, reportándose en función del estudio 

signos de función sistólica preservada 144, 146 o aumentada 147. Las 

diferencias entre pacientes con DM1 y DM2 pueden ser una consecuencia 

de la selección de pacientes o también deberse al efecto del tratamiento 

de los pacientes con DM1 con insulina exógena, lo que puede normalizar 

el entorno sistémico. 
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La función contráctil cardíaca también se ha analizado en diferentes 

modelos animales de DM1 y DM2, observándose disfunción tanto 

diastólica como sistólica en algunos de los modelos investigados (Tabla 

1). Los ratones genéticamente obesos db/db y ob/ob exhibieron una 

disfunción diastólica severa, como lo demuestra la disminución de la 

relación entre las velocidades temprana (E) y tardía (A) (E/A) 99, 148, 149. Las 

propiedades contráctiles solo se vieron ligeramente afectadas en los 

ratones ob/ob 150, mientras que estas mostraron un mayor grado de 

afectación en ratones db/db a las 12 semanas de edad 149. Es importante 

destacar que la mayoría de los estudios con modelos animales no 

utilizaron tratamientos para normalizar las concentraciones séricas de 

glucosa, lo que seguramente agrave aún más el impacto de la 

hiperglucemia y las alteraciones metabólicas en el desarrollo de la 

disfunción contráctil. 

3. Hipertrofia cardíaca 

Otra característica clínica de la CMD es la hipertrofia del ventrículo 

izquierdo, especialmente en DM2. En estudios epidemiológicos se ha 

descrito una asociación entre la DM, el grosor de la pared y la masa del 

ventrículo izquierdo pero solo en mujeres, no en hombres 151 (Framingham 

Heart Study y Framingham Offspring Study); sin embargo, en otro estudio, 

Strong Heart Study se observó un aumento de la masa del ventrículo 

izquierdo y el grosor de la pared en ambos sexos 152.  

Otras evidencias relacionan la hipertrofia cardíaca con la CMD. Por 

ejemplo, la prevalencia de signos de remodelado y disfunción cardíaca se 

encuentra aumentada en sujetos con DM2 con obesidad 153, lo que 

sugeriría que el exceso de peso corporal constituye un factor de riesgo 

añadido en el remodelado cardíaco. Por otro lado, la hipertrofia del 

ventrículo izquierdo aumenta el riesgo futuro de padecer IC, especialmente 

en presencia de hipertensión 151. Aunque la hipertrofia del ventrículo 
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izquierdo no se ha relacionado con los niveles de glucosa alterados en 

ayunas 152, no se descartaría que el remodelado cardíaco pudiera 

atribuirse a otros cambios metabólicos asociados con tiempos de duración 

de la DM más prolongados.  

La hiperactivación de la cascada de señalización de la insulina en 

pacientes obesos y con DM2 y un aumento de los niveles de citoquinas 

proinflamatorias circulantes se han relacionado con hipertrofia del 

ventrículo izquierdo 54, 154. Es interesante destacar que no hay signos de 

hipertrofia miocárdica en sujetos con DM1 144, 146, 147 y modelos animales 

de DM1 (Tabla 2). Asimismo, la eliminación genética del receptor de 

insulina disminuye el tamaño cardíaco 49. En conjunto, las diferencias entre 

ambos contextos diabéticos posiblemente sugieran el papel de la 

resistencia a la insulina como mecanismo patológico de la hipertrofia del 

ventrículo izquierdo en la obesidad y la DM2. 

Contribución del metabolismo de esfingolípidos a la CMD 

Las enfermedades cardiometabólicas promueven cambios en el 

metabolismo, la distribución y los perfiles de los esfingolípidos en múltiples 

órganos y tejidos 155. El metabolismo y la señalización de los 

esfingolípidos, así como su rol como posibles candidatos a biomarcadores 

de riesgo de enfermedad cardiovascular o dianas terapéuticas han sido 

estudiados exhaustivamente 156, 157. 

Como tales, se ha descrito que los esfingolípidos presentan una misión 

estructural, como componentes de las membranas biológicas, pero 

también son moléculas de señalización e intervienen en la regulación de 

diversas funciones celulares 158. En cuanto a la estructura molecular, los 

esfingolípidos constan de un ácido graso unido a una esfingosina unida 

mediante un enlace amida 159. Existe una gran variedad en función de si 
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presentan un grupo fosfato, i.e., fosfoesfingolípidos, o si tienen hidratos de 

carbono como partes de su estructura, i.e., glucoesfingolípidos. 

En los últimos años, en múltiples estudios se han relacionado moléculas 

como las ceramidas, un subgrupo de esta clase de moléculas, con 

condiciones metabólicas adversas como la obesidad y la diabetes 156, 160, 

161, así como con el desarrollo de arteriosclerosis 162-164 y enfermedad 

cardiovascular 165, 166. A nivel del miocardio, esta clase de esfingolípidos 

bioactivos ejercen un papel dinámico en funciones esenciales en el 

remodelado cardíaco y funcionalidad cardíacas. Consistentemente, su 

concentración circulante también se ha encontrado elevada en diferentes 

afecciones relacionadas con daño miocárdico 167. 

Por otro lado, la acción de otro esfingolípido, la esfingosina 1-fosfato (S1P), 

también se ha estudiado en los mismos contextos cardiometabólicos 157, 

168-171, aunque a diferencia de las ceramidas, se le atribuye un papel en 

general cardioprotector 168, 172. 

1. Biosíntesis de esfingolípidos  

La biosíntesis de esfingolípidos comienza con la condensación de un 

aminoácido con acil-CoA para producir un aminoalcohol, también 

denominada base esfingoide, que es el componente estructural que define 

la clase de esfingolípidos 159. La base esfingoide puede modificarse 

posteriormente mediante acilación, fosforilación, glicosilación y/o adición 

de otros grupos funcionales 159, 173. Estas modificaciones estructurales 

generan cientos de subespecies de esfingolípidos involucradas en la 

mayoría, si no en todos, los aspectos principales de la regulación celular, 

incluida la división celular y la senescencia, la migración, la diferenciación, 

la apoptosis, la autofagia, la absorción de nutrientes, el metabolismo y la 

síntesis de proteínas 159. 
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Las ceramidas son una clase de moléculas derivadas de la vía metabólica 
de los esfingolípidos 159. Como resultado de su metabolización se obtienen 

otros esfingolípidos también con propiedades biológicas asociadas, como 

la ceramida 1-fosfato, la esfingosina (Sph, del inglés Sphingosine) y la S1P 

(esfingosina 1-fosfato) (Figura 3). 

El contenido celular de S1P está controlado principalmente por enzimas 

necesarias para la síntesis y degradación de ceramidas, que están 

presentes en la mayoría de las células de mamíferos, incluidos los 

cardiomiocitos 174. Las ceramidas son los principales precursores 

sintéticos de S1P y otros esfingolípidos intracelulares, como la esfingosina 

y la esfingomielina 175. Las ceramidasas neutras pueden convertir las 

ceramidas en esfingosina, que posteriormente pueden ser fosforiladas por 

dos esfingosina quinasas diferentes (SphKs; isoformas 1 y 2) para generar 

S1P 176. A su vez, S1P puede desfosforilarse mediante la acción de dos 

fosfatasas S1P (SPP) para regenerar de nuevo Sph, o escindirse por la 

liasa S1P, generando etanolamina-fosfato y hexadecenal, abandonando 

de esta manera la ruta metabólica de los esfingolípidos 177, 178 (Figura 4). 
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Figura 4. Vía biosintética y metabolismo de los esfingolípidos.  
Abreviatura: CoA, coenzima A. Figura adaptada a partir de la publicada previamente 179. 

Dadas sus múltiples funciones reguladoras, alteraciones en los niveles de 

ciertas especies de esfingolípidos han sido relacionadas con muchas 

enfermedades, incluida la enfermedad cardiometabólica y han permitido la 

identificación de posibles nuevos candidatos a diana terapéutica en el 

contexto de las enfermedades cardiovasculares. Así, por ejemplo, la 

inhibición de la producción de esfingolípidos previene o retrasa la aparición 

de estas enfermedades 180, 181, mientras que la activación de la ceramidasa 

previene contra el daño cardíaco tras la apoptosis 182. Diferentes estudios 
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sugieren también un papel activo por parte de las ceramidas en el 

desarrollo de lipotoxicidad en miocardio 180, 183-185. 

Ceramidas 

En condiciones fisiológicas normales, pueden encontrarse en función del 

poder de detección de las metodologías utilizadas una variedad de 

especies de ceramidas, comprendiendo desde especies de cadena corta 

(Cer 6:0) hasta cadena muy larga (Cer 26:0). Las ceramidas de cadena 

más larga son las especies de ceramidas predominantes en células de 

mamíferos. La biosíntesis de ceramida puede ocurrir a través de tres vías 

distintas: [i] de novo, [ii] hidrólisis de esfingomielina, o [iii] mediante 

interconversión a partir de otros precursores de esfingolípidos (Figura 4). 

La síntesis de novo ocurre en el RE e involucra a las ceramida sintasas 

(CerS), así como a la serina palmitoil-transferasa (SPT), que cataliza el 

paso limitante de la reacción, y cuya acción es inhibida por el fármaco 

miriocina. En otra vía, la esfingomielinasa (SMasa) hidroliza la 

esfingomielina para formar ceramida. Como las SMasa, las ceramidasas 

también existen en tres formas distintas: ácida, neutra y alcalina. La 

presencia de uno u otro subtipo depende de su localización subcelular, 

función y pH óptimo de acción. En general, las SMasas ácidas y las 

ceramidasas funcionan en los lisosomas, las enzimas neutras se 

distribuyen por la membrana plasmática, y las enzimas alcalinas se 

localizan preferentemente en el aparato de Golgi o el RE 186. Además, las 

CerS catalizan preferentemente ciertos sustratos grasos de acil-CoA para 

producir diferentes subtipos de ceramida 186, 187. 

Las dihidroceramidas son los metabolitos precursores de las ceramidas en 

la ruta de biosíntesis de esfingolípidos de novo. Las CerS son las 

principalmente involucradas en la reacción de síntesis de dihidroceramidas 

al condensar esfinganina y acil-CoA. Las CerS constituyen una familia de 
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hasta seis isoformas diferentes (CerS1-6) que muestran especificidad para 

ciertas longitudes de cadena de acil-CoA. Por último, las ceramidas se 

forman a partir de dihidroceramidas por la acción de la enzima 

dihidroceramida desaturasa 188. 

1. Distribución y función 

Además de ser un componente de la membrana plasmática y de las 

lipoproteínas, las ceramidas también forman parte de las membranas 

mitocondriales y juegan un papel determinante en su funcionalidad y 

homeostasis. Es interesante resaltar además que las mitocondrias y las 

membranas asociadas a ellas mantienen el potencial de generar 

ceramidas in vitro 189; siendo esto último debido a la presencia de 

diferentes CerS (CerS2, CerS4 y CerS6) presentes en las membranas 

mitocondriales internas y externas de este orgánulo celular. 

En ciertas condiciones una acumulación excesiva de estas moléculas 

induce disfunción mitocondrial 190, 191,  pudiendo inhibir la capacidad 

oxidativa mitocondrial, la síntesis de ATP a través de la inhibición de la 

cadena de transporte de electrones y una mayor generación de ROS 190, 

192-194. Además, otros estudios muestran que las ceramidas pueden alterar 

o casi eliminar el potencial de membrana mitocondrial dependiente de la 

respiración 190, 195, 196, a través de la permeabilización de las membranas 

mitocondriales interna y externa 190. Consistentemente, la acumulación de 

ceramidas inhibe el funcionamiento normal de la cadena respiratoria in vivo 
197. Por el contrario, la reducción de ceramidas aumenta la actividad del 

complejo mitocondrial (complejo IV en tejido adiposo blanco subcutáneo, 

complejos II y IV en tejido adiposo marrón), así como la respiración en el 

tejido adiposo blanco subcutáneo, el tejido adiposo marrón y el cerebro en 

modelos de ratón de obesidad inducida por dieta  198. En este sentido, la 

disminución del contenido de ceramidas en esos tejidos también se 
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relacionó con el aumento de la tasa relativa de gasto respiratorio en ese 

mismo modelo animal 199.  

2. Efectos cardiometabólicos relacionados con las ceramidas 

El desarrollo de resistencia a la insulina en tejido adiposo y muscular es 

un paso clave en la progresión del síndrome metabólico, la obesidad y la 

DM 9. Las concentraciones de ceramidas en plasma, tejido adiposo y 

músculo esquelético están frecuentemente elevadas en pacientes con 

obesidad y DM2  200-202; así como en muestras de tejido adiposo, hígado, 

músculo esquelético y plasma de modelos animales de resistencia a la 

insulina 200, 203-205 y en seres humanos 206.  

Existen diferentes evidencias que sugieren que los niveles de ceramida en 

plasma, tejido adiposo, hígado y músculo esquelético se encuentran 

negativamente correlacionados con un patrón alterado de señalización a 

la insulina en humanos y en modelos animales 200-202, 205, 207. Primero, las 

ceramidas inhiben la vía de señalización Akt, cuya activación se encuentra 

modulada por la vía de señalización de la insulina 208. Segundo, los niveles 

de ceramida en tejido adiposo están más elevados en pacientes con una 

mayor acumulación de lípidos hepáticos que en aquellos con hígados 

sanos 201. Tercero, en islotes pancreáticos, la disminución del contenido 

en ceramidas previene la lipotoxicidad inducida por su acumulación 

excesiva, preservando la secreción de insulina y glucagón 10. Cuarto, la 

ceramida unida a las LDL también aumenta la resistencia a la insulina en 

las células musculares y aumenta la expresión de genes inflamatorios en 

macrófagos, incluidos IL-6 y TNFα 200. Quinto, el contenido de ceramida en 

el músculo esquelético se correlaciona negativamente con la sensibilidad 

a la insulina en diferentes estudios clínicos 207, 209. 

Las cantidades relativas de especies particulares de ceramida en estados 

de resistencia a la insulina varían según el estudio. En un estudio clínico, 
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las ceramidas del músculo esquelético Cer 16:0 y Cer 18:0 se han 

correlacionado negativamente con la sensibilidad a la insulina 207. Sin 

embargo, en otro estudio se demostró que la ceramida Cer 18:0 plasmática 

estaba más aumentada en los participantes obesos con DM2 que en los 

controles sanos, pero la ceramida Cer 24:0 era más abundante 202. El 

impacto relativo de cada especie específica de ceramida sobre la 

resistencia a la insulina está lejos de ser resuelto. 

La producción de ceramida es un factor importante en el desarrollo de la 

resistencia a la insulina a través de los glucocorticoides y los ácidos grasos 

saturados, pero no a través de los ácidos grasos insaturados 181, 210. Los 

glucocorticoides inducen la producción de metabolitos de esfingolípidos al 

promover la expresión de las enzimas CerS y glucosilceramida sintasa, 

que producen ceramidas. Por lo tanto, el aumento de la actividad de la 

CerS como de la esfingomielinasa ácida (aSMasa), inducida por los 

glucocorticoides podría provocar un aumento de los niveles de ceramida 
211, 212. 

Los ácidos grasos saturados también promueven la acumulación de 
ceramida en el hígado y músculo esquelético, así como resistencia a la 

insulina 181. Por el contrario, la reducción de ceramidas revierte las 

consecuencias metabólicas del depósito de ceramidas en los tejidos. La 

sobreexpresión de ceramidasa ácida en ratones, bajo el control del 

promotor de adiponectina, resulta en una disminución de las ceramidas en 

la grasa visceral y subcutánea, el hígado y el suero, en particular las 

especies de ceramida Cer 16:0 y Cer 18:0 181, 213. Después de la inducción 

de la expresión de ceramidasa ácida, los ratones mostraron una mejoría 

en la esteatosis hepática y en la señalización de la insulina y el 

metabolismo de la glucosa, no solo a través de un aumento de la tolerancia 

oral a la glucosa y a la insulina; también, a través de un aumento de las 
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tasas de infusión de glucosa y la disminución de la producción de glucosa 

hepática 213. 

La inducción de la disfunción mitocondrial por parte de ceramidas parece 

jugar un papel en el desarrollo del síndrome metabólico y sus condiciones 

asociadas. Varios estudios implican específicamente a las ceramidas 

producidas por la enzima ceramida sintasa 6 (CerS6). En este sentido, los 

ratones ob/ob, tienen niveles elevados de CerS6 en el hígado, tejido 

adiposo marrón y tejido adiposo blanco subcutáneo, pero no en el tejido 

adiposo blanco gonadal 214, mientras que la producción de la ceramida Cer 

16:0 gracias a la acción de CerS6 promueve la inhibición de la β-oxidación 

mitocondrial de ácidos grasos en tejido adiposo marrón e hígado 215. En 

ratones con aumento de peso inducido por una dieta rica en grasas, solo 

la CerS6 aumentó en las mitocondrias y las membranas asociadas a las 

mitocondrias, pero no la ceramida sintasa 5 (CerS5). La CerS6 también 

interactúa con el factor de fisión mitocondrial (MFF) en la inducción de la 

fisión mitocondrial, mientras que la desactivación de cualquiera de estas 

proteínas normaliza la estructura mitocondrial alterada por una dieta rica 

en grasas 216. Consistentemente, tanto en ratones ob/ob como obesos 

inducidos por una dieta rica en grasas, pero no en ratones db/db, que 

carecen del receptor de leptina, se hallaron niveles de ceramida Cer 16:0 

elevados en hígado y plasma. Por otro lado, la ablación de CerS6 y la 

posterior reducción del contenido en ceramida Cer 16:0 en un 50%, tanto 

en ratones ob/ob como en ratones obesos tras ser alimentados con una 

dieta rica en grasas. Esta modificación también corrigió los niveles de 

glucosa elevada en sangre y la resistencia a la insulina, y causaron una 

pérdida de peso del 25% no asociado a cambios en la pauta de ingesta 
214. 

Además de la CerS6, también se han descrito otras CerS con un papel en 

el desarrollo de la disfunción metabólica. En la CMD, las ceramidas 
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derivadas de ceramida sintasa 2 (CerS2) y CerS5, incluidas las ceramidas 

de cadena larga, se han relacionado con un aumento de la mitofagia y la 

resistencia a la insulina 195. En ratones DIO, la ceramida sintasa 1 (CerS1) 

y C18:0 están elevadas en el músculo esquelético, y la inactivación global 

de CerS1, así como su deficiencia específicamente en músculo 

esquelético, resulta en una mejora en la tolerancia a la insulina a través 

del aumento del factor de crecimiento fibroblástico 21 (FGF21) en el 

músculo 217.   

3. Ceramidas en la enfermedad cardiovascular 

Las ceramidas tienen un papel bien establecido en el desarrollo de las 

enfermedades cardiovasculares, incluida la arteriosclerosis 218, 219, la 

cardiomiopatía 180, 185, 219, la IC 219, 220 e infarto de miocardio 219, 221, 222. 

También presentan un papel muy relevante en el contexto de la 

enfermedad cerebrovascular 219, 221.  

A partir de los estudios que utilizan modelos experimentales de 

enfermedad cardiovascular se deduce que las ceramidas no solo son 

biomarcadores de la salud cardiovascular, sino que también juegan un 

papel causal en el metabolismo y la enfermedad cardiovascular 156, 180, 223-

227. Los estudios en modelos animales revelan que la inhibición 

farmacológica de la síntesis de ceramidas previene la IC secundaria a una 

cardiomiopatía isquémica y también previene contra la remodelación 

ventricular, la fibrosis y la infiltración de macrófagos después del infarto de 

miocardio 180, 224, 225. Además, otro dato de interés es que estas 

intervenciones dirigidas a reducir las ceramidas también resuelven 

muchas alteraciones subyacentes a las enfermedades cardiovasculares, 

como la dislipidemia, la resistencia a la insulina, la hipertensión, la 

arteriosclerosis y la esteatosis hepática 181, 228-231.  
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A partir de manipulaciones de la ruta de síntesis de ceramidas de novo 
sugieren además que ciertas especies de ceramidas son perjudiciales, 

mientras que otras pueden ser benignas o beneficiosas 215, 217, 232, 233. Así, 

por ejemplo, aquellas que contienen la cadena de acilo C16 o C18 215, 217, 

232 y un doble enlace (es decir, ceramidas, no dihidroceramidas) 231 en el 

esqueleto del esfingolípido son particularmente dañinas. Finalmente, los 

estudios en modelos experimentales revelan que la degradación de 

ceramidas es un medio principal por el cual los receptores de adiponectina, 

que tienen actividad ceramidasa 234, ejercen sus acciones antidiabéticas, 

cardioprotectoras y sensibilizantes a la insulina 182, 234, 235. En conjunto, 

estos datos sugieren a las ceramidas como unos de los metabolitos más 

tóxicos con tendencia a acumularse en condiciones metabólicos alteradas. 

Existe una fuerte correlación entre enfermedad cardiovascular y niveles 

elevados de dihidroceramidas. Tanto las dihidroceramidas como las 

ceramidas se correlacionan con la liberación de la citoquina inflamatoria 

IL-6, pero solo las dihidroceramidas se correlacionan con la liberación de 

la proteína inflamatoria de macrófagos 1β (MIP-1β) 219, 236. En este sentido, 

los niveles de dihidroceramidas se encontraron elevados en placas 

arterioscleróticas 236, así como en modelos de hipoxia cerebral 237, 238. Sin 

embargo, el papel que desempeña este aumento de dihidroceramidas en 

la estabilidad de la placa arteriosclerótica aún se desconoce, ya que la 

adición extracelular de dihidroceramidas a las células del músculo liso 

aórtico humano no indujo apoptosis, mientras que la adición de ceramidas 

sí lo hizo 236, sugiriendo a las ceramidas como posible diana terapéutica. 

En este mismo sentido, el aumento en el contenido de ceramidas se ha 

establecido como un componente clave de la lesión tisular como 

consecuencia de la isquemia y la subsiguiente reperfusión después de un 

accidente cerebrovascular, durante la cual se produce una acumulación 

de ceramidas en las mitocondrias y el RE debido a la síntesis de novo 197, 

239. Las biopsias de miocardio de pacientes con IC también revelan niveles 
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elevados de contenido de ceramidas. Un tratamiento común para la IC es 

la implantación de un dispositivo de asistencia ventricular izquierda, que 

compensa los defectos derivados de esta condición, lo que lleva a una 

disminución de la carga mecánica en el tejido cardíaco. Curiosamente, 

esta intervención se relacionó con una mejora de los niveles de ceramida 

en el miocardio y en la tolerancia a la insulina general y cardíaca 240. 

Un metaanálisis de tres estudios clínicos prospectivos en Finlandia, Suiza 

y Noruega que dieron seguimiento a pacientes con enfermedad 

cardiovascular encontró que los niveles de ceramidas, en particular ciertas 

especies de ceramida, se correlacionaron positivamente con la muerte por 

causas cardiovasculares, independientemente de otros marcadores de 

lípidos, incluidos el colesterol y la proteína C reactiva 241. De este estudio 

también se concluyó que las proporciones de especies de ceramidas de 

cadena larga (Cer 16:0 y Cer 18:0) estaban más fuertemente 

correlacionadas con resultados cardiovasculares adversos, a diferencia de 

otras especies de ceramidas de cadena más larga (Cer 24:0) 241. Otra 

conclusión relevante de este estudio fue que los niveles relativos de ciertas 

especies de ceramidas son clínicamente más relevantes que los cambios 

brutos 241, 242. Las proporciones de (Cer 16:0)/(Cer 24:0), (Cer 18:0)/(Cer 

24:0) y (Cer 24:1)/(Cer 24:0) se correlacionaron negativamente con la 

enfermedad coronaria y mortalidad 241. Como prueba de la utilidad como 

biomarcador de estas especies de ceramidas, en otro estudio más reciente 

se observó que algunas especies de esfingolípidos séricas son per se 

marcadores de enfermedad de las arterias coronarias, independientes del 

colesterol 227, confirmándose de este modo las fuerte correlaciones 

existentes entre estas especies y los resultados cardíacos adversos. Por 

todo ello, la determinación de niveles de ceramidas en plasma podría 

usarse como biomarcadores clínicos para predecir el riesgo de muerte 

cardiovascular. 
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Las ceramidas también están fuertemente relacionadas con la disfunción 
mitocondrial miocárdica. En cultivos de cardiomiocitos, se descubrió que 

la ceramida Cer 2:0 altera el potencial de la membrana mitocondrial y 

provoca la fragmentación mitocondrial, lo que conduce a la activación de 

procesos apoptóticos de estos orgánulos 196. También se encontraron 

ceramidas aumentadas y la apoptosis resultante en cardiomiocitos de 

modelos de ratón con varios tipos de cardiomiopatía 90, 180. Un modelo de 

ratón de DM1 y CMD mostró una mayor acumulación de ceramida en el 

miocardio, acompañada por una concomitante disfunción diastólica 243. En 

un modelo de ratón de DM2 y CMD, las ceramidas producidas a través de 

la acción de CerS2 y CerS5, incluidas las ceramidas de cadena larga, 

provocaron un aumento de la mitofagia y la hipertrofia lipotóxica en 

cardiomiocitos 195. En ratas, las mitocondrias del tejido cardíaco 

reperfundido acumularon niveles de ceramida más altos que las de sus 

controles experimentales 244. Esta correlación también se alcanzó a ver en 

sujetos humanos con enfermedad cardiovascular. El tejido miocárdico de 

pacientes con IC reveló un mayor contenido en ceramidas, así como una 

expresión reducida de PGC-1α, lo que indicaría una alteración de la 

respiración oxidativa en las mitocondrias 240. En todas las especies, desde 

ratones/ratas hasta humanos, las ceramidas están fuertemente asociadas 

con la enfermedad cardiovascular a través de su acción sobre la disfunción 

mitocondrial. 

Desde un punto de vista nutricional, es también importante destacar el 

papel por parte de ciertas dietas sobre el desarrollo de disfunción 

mitocondrial y la cardiomiopatía inducida por ceramidas. En este contexto, 

en ratones que desarrollaron CMD causada por una dieta rica en grasas 

preparada a partir de la grasa de la leche, en lugar de la habitualmente 

empleada, manteca de cerdo, presentaron niveles más elevados de 

ceramida Cer 14:0 en el tejido cardíaco. También desarrollaron una 

disfunción cardíaca más rápidamente que los alimentados con una dieta 
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rica en grasas hecha a base de manteca de cerdo. El tratamiento con 

miriocina corrigió los parámetros del electrocardiograma previamente 

anormales en ratones alimentados con una dieta rica en grasas a base de 

grasa láctea, y también evitó el desarrollo de hipertrofia del ventrículo 

izquierdo y de los cardiomiocitos 245. En conjunto, estos estudios de 

modelos animales y pacientes implican fuertemente a las ceramidas en el 

desarrollo y mantenimiento de la enfermedad cardiovascular. 

Efectos clínicos de la disfunción inducida por ceramida y la 
adiponectina 

1. Insulinoresistencia 

En niñas y adolescentes con DM2, así como en controles sanos, los 

niveles plasmáticos de adiponectina y ceramida plasmáticos suelen estar 

inversamente correlacionados. En las pacientes diabéticas que 

presentaron obesidad se observó que tenían niveles de especies de 

ceramida, incluidas Cer 18:0, Cer 20:0, Cer 22:0 y Cer 24:1, más elevados 

que la de los sujetos diabéticos no obesos 246. Estos hallazgos se 

replicaron en pacientes adultos diabéticos obesos en comparación con 

controles adultos obesos no diabéticos. Así, el diagnóstico de DM2 se 

correlacionó con un aumento de esfingolípidos, dihidroceramidas (dhCer) 

total, dhCer 16:0 y dhCer 24:0 y ceramidas (Cer total y Cer 16:0) 198. Las 

dhCer estaban elevadas en pacientes hasta nueve años antes de su 

diagnóstico de diabetes, lo que demuestra el valor de las dihidroceramidas 

como un signo temprano de disfunción metabólica 247. 

2. Relación de los niveles de ceramidas con el desarrollo de 

cardiomiopatía lipotóxica 

La acumulación de lípidos neutros en o alrededor del miocardio se observa 

en modelos humanos o animales con insuficiencia cardíaca no isquémica 
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248-253 y se supone que el exceso de lípidos contribuye al desarrollo de 

disfunción cardíaca 155, 254, aunque a largo plazo 255.  

Se han desarrollado varios modelos animales transgénicos de 

cardiomiopatía lipotóxica (Tabla 1). Algunos de ellos se basan en la 

sobreexpresión específica en cardiomiocitos de la acil coenzima A 

sintetasa 1 de cadena larga (MHC-ACS1) 90, proteína transportadora de 

ácidos grasos 1 (MHC-FATP1) 89 y la forma anclada a la membrana celular 

de LpL (LpLGPI) 91 y se caracterizan por presentar un aumento de la 

captación de ácidos grasos del miocardio, el depósito de lípidos y 

desarrollo de cardiomiopatía. 

La acumulación de vesículas de lípidos neutros intracelulares o la 

acumulación de ácidos grasos también pueden producir efectos tóxicos 

directos sobre la función miofibrilar 256. Los ácidos grasos pueden inducir 

apoptosis 98 en respuesta al aumento de los niveles de ROS como 

consecuencia de la oxidación de estos lípidos 256 y la activación de la vía 

de señalización de la proteína quinasa C 257. A su vez, los ácidos grasos 

también inducen la síntesis de ceramidas, que intervienen en varios 

procesos tóxicos 180. Aunque todavía no está claro qué metabolitos 

lipídicos causan directamente la cardiomiopatía, la acumulación de 

ceramidas en el miocardio se correlaciona con estos eventos 

fisiopatológicos y la disfunción cardíaca en varios modelos experimentales 

(Tabla 3) 90, 180, 258. 

Además de su acumulación en forma de vesículas intracelulares de 

triglicéridos, otra ruta para utilizar el excedente de ácidos grasos es a 

través de su transformación a ceramidas. El aumento de los niveles 

miocárdicos de ceramidas se asoció con disfunción diastólica en ratones 

Akita Ins2 (WT/C96Y) y ratas Zucker diabéticas grasas (ZDF) 98, 243, 259. En 

conjunto estos datos sugieren que los niveles de ceramida miocárdica se 
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correlacionan con el desarrollo de la disfunción cardíaca en condiciones 

de obesidad y DM. 

Tabla 3. Ceramidas cardíacas, apoptosis de cardiomiocitos y función cardíaca en 
modelos animales de cardiomiopatía lipotóxica, DM y obesidad 

 

Esfingosina 1-fosfato 

1. Efectos cardioprotectores de S1P 

La acumulación intracelular de ceramidas puede contribuir a la patogenia 

de la disfunción cardíaca. Por el contrario, la S1P muestra acciones 

antagónicas en relación con la ceramida y ejerce acciones favorables 

sobre la fisiología y la supervivencia de los cardiomiocitos 261, 262. 

La concentración plasmática de S1P a menudo se encuentra 

frecuentemente alterada en sujetos diabéticos y obesos 171, 263. También 

se ha encontrado que puede verse comúnmente relacionada con cambios 

en sus perfiles de lipoproteínas 264, 265, siendo una de las líneas de 

investigación centrada en la S1P unida a HDL 266. En este contexto, se ha 

demostrado que una serie de acciones cardioprotectoras de HDL estarían 

mediadas por la interacción de S1P unida a lipoproteínas con las células, 

incluidas las de las células endoteliales, los macrófagos y los 

cardiomiocitos 266, 267. Las HDL son disfuncionales en sujetos diabéticos 

Modelo animal Cambios en el 
contenido 

cardíaco de 
ceramidas 

Función 
cardíaca 

Referencias 

Ratones MHC-ACS1 ­ ¯ 108 
Ratones LPLGPI ­ ¯ 109 
Ratones MHC-PPARα ­ ¯ 309 
Ratones Akita Ins2 ­ ¯ 294 
Ratas obesas/diabéticas 
Zucker 

­ ¯ 116 

Ratones ob/ob ­ Sin cambio 311 
Ratas alimentadas con una 
dieta rica en grasas 

­ ¯ 311 

Ratones db/db ­ ¯ 234 
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268, y posiblemente, un contenido alterado de S1P en esta fracción  podría 

ser en parte responsable de la cardiomiopatía relacionada con la DM. 

Entre los efectos cardiovasculares favorables por parte de la S1P 

vehiculada por las HDL, se cuentan acciones celulares tales como la 

supresión de procesos oxidativos/inflamatorios, apoptosis y disfunción 

endotelial 269. En este sentido, la S1P unida a HDL puede ser determinante 

de la acción biológica de S1P al facilitar la presentación a receptores 

específicos 270.  

La apolipoproteína M (ApoM), en virtud de su capacidad para unirse a S1P, 

también podría contribuir a los efectos cardioprotectores beneficiosos de 

HDL 266. De hecho, la sobreexpresión de ApoM protege contra el desarrollo 

de arteriosclerosis 271. En general, estos datos sugieren que la ApoM unida 

a S1P, en lugar de la S1P total unida a otros transportadores, como la 

albúmina, podría ser fundamental para conferir protección contra la 

arteriosclerosis 267. Aunque no se determinó el contenido de S1P en el HDL 

de ratones que sobreexpresan ApoM 271, de acuerdo con datos recientes, 

podría esperarse que los niveles circulantes de S1P unido a HDL 

aumentaran concomitantemente 272. De acuerdo con este concepto, las 

estrategias experimentales diseñadas para neutralizar la S1P unida a HDL 

hacen que la HDL sea menos funcional 267, 272-275. En un contexto diabético, 

las HDL con un contenido elevado de S1P confieren protección a las 

células endoteliales a través de los receptores de S1P (S1PR) S1PR1/3 
276. 

Varias líneas de estudio también respaldan el papel de la S1P unida a HDL 

y/o la ApoM en la prevención de la IC. Así, el contenido de S1P de HDL 

también evita que los cardiomiocitos ventriculares desarrollen apoptosis 

inducida 277, lo que sugiere fuertemente un papel para la circulación de 

S1P unida a HDL en la limitación de la muerte de cardiomiocitos. Tanto la 

ApoM unida a HDL como la S1P, atenúan la muerte de las células 
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endoteliales al bloquear la apoptosis de manera cooperativa actuando a 

través de S1PR1 y S1PR3 endoteliales 278. 

2. Implicaciones clínicas del metabolismo de esfingolípidos en 

la patogenia de la cardiomiopatía 

A excepción de los tratamientos convencionales no específicos dirigidos a 

lograr un control glucémico intensificado, no existe un tratamiento efectivo 

o definido para esta condición. Aunque la base fisiopatológica que subyace 

a las alteraciones funcionales y estructurales en el corazón diabético aún 

no está bien definida, las hipótesis actuales incluyen lipotoxicidad y fibrosis 

cardíacas, y una utilización defectuosa de sustratos por parte de los 

cardiomiocitos, posiblemente atribuida a una alteración de la señalización 

de la insulina 279-281. 

3. Las ceramidas como diana terapéutica 

Las estrategias dirigidas a reducir la síntesis de ceramidas incluyen la 

reducción de la captación de ácidos grasos por el miocardio y la conversión 

de los ácidos grasos a especies no lipotóxicas como los triglicéridos. 

Diferentes estudios de intervención dirigidos a reducir las concentraciones 

circulantes de ácidos grasos mejoran la función cardíaca, a través de una 

reducción de la lipotoxicidad en ese tejido como consecuencia de la 

disminución en el contenido de ceramidas. Entre los estudios de 

intervención realizados constan la administración de troglitazona (un 

agonista de PPARg) en ratas ZDF, tratamiento con insulina en ratones 

AkitaIns2 (WT/C96Y), y la sobreexpresión de diacilglicerol aciltransferasa 

en ratones MHC-ACS1 90, 98, 243, 259. 
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4. Efectos cardiovasculares de FTY720/Fingolimod: un 

análogo estructural de la S1P 

FTY720/Fingolimod es un inmunomodulador utilizado principalmente para 

el tratamiento de la esclerosis múltiple que fue aprobado por la FDA (del 

inglés, Food and Drug Administration) en 2010 157 (Figura 5). Es un 

análogo estructural de S1P y se fosforila in vivo a través de la acción de la 

SphK2 157. Cabe destacar que los sujetos con esclerosis múltiple presentan 

una mayor tasa de mortalidad en comparación con la población general, y 

el exceso de mortalidad puede explicarse, al menos en parte, por la 

aparición de enfermedades cardiovasculares 282. 

Es probable que los mecanismos etiopatogénicos y las características 

patológicas relacionadas con las manifestaciones cardíacas en sujetos 

con esclerosis múltiple, sean completamente diferentes a los de la CMD. 

Tampoco se ha reportado si la administración de FTY720/Fingolimod 

puede proteger contra el daño cardíaco en sujetos humanos con esclerosis 

múltiple. Estudios previos muestran que su administración puede proteger 

contra el desarrollo de arteriosclerosis 283-285 y el daño de la 

microvasculatura inducido por la DM 286 en modelos experimentales. 

Consistentemente, la administración de FTY720/Fingolimod influye 

favorablemente en las causas isquémicas de IC también en modelos 

experimentales 287, 288. Sin embargo, la contribución positiva de 

FTY720/Fingolimod en enfermedades cardíacas no vasculares y no 

isquémicas, como la CMD, no se ha estudiado aún.  

En particular, los datos recientes respaldan una acción favorable de la 

administración de FTY720/Fingolimod para mejorar la cardiomiopatía 

hipertrófica in vivo 289 al mejorar la disfunción diastólica y revertir 

parcialmente la remodelación auricular en un modelo genético de ratón de 

miocardiopatía hipertrófica. En este estudio los efectos favorables por 

parte de este fármaco contra el desarrollo de esta cardiomiopatía se 
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relacionaron con una mejora del estrés oxidativo que se acompañó de una 

reducción en la abundancia relativa del receptor S1PR1 cardíaco; sin 

embargo, en dicho trabajo no se vincularon mecanísticamente ambos 

procesos. Tampoco se determinaron las ceramidas en miocardio, pero 

siendo FTY720/Fingolimod un derivado de la miriocina, inhibidor 

específico de la SPT, podría postularse también que al menos en parte su 

efecto favorable pudiera deberse a una disminución en la síntesis de 

ceramidas miocárdicas en ratones tratados. 

Nuestros datos preliminares mostraron por primera vez un efecto favorable 

de FTY720/Fingolimod en la CMD experimental in vivo empleando ratones 

db/db 40, previniendo la disfunción diastólica. En general, nuestras 

observaciones, junto con las de un estudio anterior 289, respaldarían la 

hipótesis de que la modificación de la señalización de los esfingolípidos 

puede ser un enfoque terapéutico novedoso en el tratamiento de la CMD. 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 5. Analogías estructurales entre FTY720/Fingolimod y S1P 
Se muestran las estructuras moleculares de la esfingosina, S1P, FTY720/Fingolimod, y la 
forma fosforilada de FTY720/Fingolimod. 
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
Parte 1. Contribución del metabolismo de esfingolípidos a la CMD 

Hipótesis 

Aunque las causas fisiopatológicas de la CMD todavía no se conocen con 

exactitud 290, diferentes evidencias recientes respaldan la noción de que 

una señalización alterada de la insulina como base de su manifestación y 

progresión a etapas más avanzadas, conduciendo en última instancia a la 

IC. En una primera fase del estudio se hipotetizó que la CMD será 
detectable en modelos experimentales de prediabetes (modelo de 
obesidad inducida con dieta rica en grasas e insulinoresistencia) y de 
DM2 (modelo db/db). 

Las ceramidas y sus metabolitos intermediarios se han relacionado con el 

desarrollo de CMD en modelos animales de diabetes y obesidad 156. Sus 

niveles circulantes vienen principalmente determinados por su síntesis en 

hígado. Dado que los esfingolípidos regulan múltiples procesos celulares, 

incluida la proliferación celular, la diferenciación y la apoptosis 291, podrían 

contribuir en el remodelado y disfunción miocárdica observado en sujetos 

con DM. Por ello, se propuso testar la hipótesis de que las ceramidas 
circulantes se relacionan con CMD en modelos experimentales de 
prediabetes y de DM2. 

Por otro lado, la concentración de LDL modificadas y, en particular de una 

pequeña fracción de éstas, las LDLox, se encuentra frecuentemente 

aumentada en sujetos diabéticos. Las LDLs modificadas presentan un alto 

poder citotóxico a través de la inducción de estrés oxidativo, inflamatorio y 

son altamente proapoptóticas, todos ellos mecanismos frecuentemente 

relacionados con el remodelado y disfunción cardíaca. Por tanto, se testó 
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la hipótesis de que las LDLox exacerban la apoptosis, uno de los 
mecanismos celulares involucrados en el desarrollo de CMD. 

Objetivos 

1. Analizar las alteraciones metabólicas en un modelo experimental de 

prediabetes (= obesidad e insulinoresistencia en ratones db/+ alimentados 

con una dieta rica en grasas con un fondo genético C57BLKs/J), y en un 

modelo de DM2 (ratones db/db y db/db catabólicos con el mismo fondo 

genético). Para ello, se evaluarán los parámetros corporales y bioquímicos 

séricos, así como los de remodelado, funcionalidad y bioquímica cardíaca. 

2. Identificar y cuantificar varias especies de lípidos, incluyendo los 

esfingolípidos (principalmente ceramidas), en plasma total, en 

subfracciones lipoproteicas y en tejidos diana (hígado y miocardio) en 

modelos animales de prediabetes y DM2. 

3. Explorar la contribución de las LDLox a la CMD, utilizando una línea 

primaria de cardiomiocitos humanos (AC16), estudiando la acumulación 

de lípidos y la apoptosis en condiciones de cultivo celular que mimetizan 

la DM2 (i.e., niveles elevados de glucosa y ácido palmítico). 

4. Evaluar la cinética metabólica de LDLox en sangre y en tejidos diana, 

incluyendo el cardíaco. En cardiomiocitos AC16 se determinará la vía de 

entrada de estas mediante inhibidores específicos de receptores de 

lipoproteínas. 
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Parte 2. Uso de un análogo estructural de la S1P (FTY720/Fingolimod) 
para el tratamiento de la CMD 

Hipótesis 

A excepción de un control glucémico intensificado, no existe un tratamiento 

efectivo para la CMD. FTY720/Fingolimod es un análogo estructural de la 

esfingosina. Su forma fosforilada (activa), es un análogo estructural de la 

S1P, un esfingolípido bioactivo al que se le atribuye un papel 

ateroprotector en modelos experimentales 283-285 y que también protege a 

los cardiomiocitos contra el daño inducido por de hipoxia. Las acciones 

favorables atribuidas a S1P parecen depender viene principalmente 

determinadas por su unión a receptores específicos tales como S1PR1 y 

S1PR3 292 y la consiguiente señalización que inducen 157. Sin embargo, 

aún no se ha estudiado la contribución de FTY720/Fingolimod en la CMD. 

En este trabajo se ha testado la hipótesis de que FTY720/Fingolimod 
previene el remodelado y la disfunción miocárdica establecida en 
ratones db/db, a través de mecanismos antiinflamatorios y 
antiapoptóticos.  

Objetivos 

1. Evaluar la estructura y funcionalidad cardíaca en modelos animales de 

DM2 (ratones db/db y db/db catabólicos) tras el tratamiento con 

FTY720/Fingolimod. 

2. Al final del tratamiento se determinarán: 

2.1) los parámetros corporales y bioquímicos séricos, y niveles circulantes 

de adiponectina y citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias. 

2.2) los cambios en la expresión/abundancia relativa de dianas 

moleculares involucradas en la fosforilación y señalización de 
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FTY720/Fingolimod, disfunción cardíaca, inflamación, apoptosis, estrés de 

RE, estrés oxidativo y disfunción mitocondrial en miocardio. 

3. Evaluar el efecto de FTY720/Fingolimod sobre la inflamación y 

apoptosis en cardiomiocitos AC16 en cultivos expuestos a condiciones 

diabéticas.  
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1 Animales y dietas 

En este trabajo, se utilizaron varios diseños experimentales para 

desarrollar los objetivos propuestos. En primer lugar, se realizó el 

seguimiento de los modelos animales de prediabetes (obesidad e 

insulinoresistencia) y DM2 para el estudio de la CMD. Se determinaron los 

parámetros corporales y los bioquímicos plasmáticos de interés, 

incluyendo los niveles de lípidos y esfingolípidos totales y subfracciones 

lipoproteicas. Así como el análisis de la funcionalidad cardíaca. En una 

segunda fase, se evaluó el efecto del agente terapéutico 

FTY720/Fingolimod, en el modelo DM2 sobre el peso corporal, la 

funcionalidad cardíaca, la acumulación de lípidos corporales en circulación 

y tejidos diana, así como marcadores de inflamación, apoptosis, estrés de 

retículo endoplasmático, estrés oxidativo y disfunción mitocondrial. 

En el bloque experimental del modelo de resistencia a la insulina (pre-
diabetes), se utilizaron ratones a los que se les indujo obesidad y 

resistencia a la insulina, alimentándolos con una dieta rica en grasas. 

En el caso del modelo de DM2, se trabajó con ratones db/db en un fondo 

genético C57BLKs/J, que son un modelo genético comercial de diabetes, 

con una mutación espontánea en el gen de la leptina (Jackson Lab, Cat. 

Nº 00642; https://www.jax.org/strain/000642). Los ratones db/db utilizados 

en el estudio se generaron a partir de parejas de ratones heterocigotos, 

db/+, de acuerdo con las instrucciones de selección de descendencia 

descrito en el enlace antes indicado. En nuestro estudio se seleccionaron 

los ratones macho. 

Todos los procedimientos animales se revisaron y aprobaron por el Comité 

Institucional de Cuidado Animal y el Comité Ético del ‘‘Institut de Recerca 
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de l’Hospital de la Santa Creu i Sant Pau’’ (Núm. Autorización 10.454), y 

los métodos se llevaron a cabo de acuerdo con las guías establecidas. 

3.1.1 Métodos y procedimientos compartidos en los diferentes 
diseños experimentales  

Los animales se distribuyeron en los diferentes grupos en función de sus 

características genéticas y fenotípicas antes de empezar los estudios. En 

nuestro caso, al depender de la tasa de cría y del uso de ratones macho 

para propósitos experimentales, algunos de los diseños experimentales se 

repitieron las veces necesarias hasta alcanzar el número mínimo de 

animales por grupo a efectos estadísticos para completar los análisis 

programados. 

Los animales tuvieron libre acceso al consumo de alimento y agua en todo 

momento. Tras la adquisición de los animales reproductores (F0) estos se 

repartieron en jaulas de reproducción a partir de los 7 días de su recepción 

para asegurarnos de una buena aclimatación a las condiciones de 

estabulación. Su descendencia se utilizó para los diferentes 

procedimientos. En la evaluación del efecto de FTY720/Fingolimod, este 

se administró oralmente en el agua de bebida y la dosis se escogió de 

acuerdo con una publicación previa reciente 335. 

Todos los animales se mantuvieron en un ambiente con temperatura 

(20°C) y humedad (66%) controladas, con ciclos de luz/oscuridad de 12 

horas (h). El peso corporal, el consumo de agua y comida fueron 

monitorizados semanalmente durante el período de estudio. En algunos 

grupos también, se realizaron pruebas funcionales del metabolismo de la 

glucosa y la insulina. 

Los datos bioquímicos, pruebas funcionales, la evaluación de la 

funcionalidad cardíaca, la expresión génica y la abundancia relativa de 

proteínas de dianas moleculares se realizaron con el fenotipo establecido, 
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al final del tratamiento, siendo establecido en 7 meses de vida (modelo de 

prediabetes) o 4 meses (modelo DM2) según correspondiera. Para ello, 

los animales se mantuvieron en ayuno durante 4 h, fueron eutanasiados 

posterior ecocardiografía y exsanguinados por punción intracardíaca, 

previa anestesia con vapores de isoflurano (Forane®, Abbott). La sangre 

se recolectó y el plasma o suero se obtuvieron mediante centrifugación a 

3.000 g a 4ºC durante 10 min. El consumo de agua y comida reportado en 

las tablas de resultados se monitorizó durante los 2 días previos a la 

eutanasia. En este caso, los animales se individualizaron en jaulas y fueron 

aclimatados durante 24 h. 

3.1.2 Modelo de prediabetes (obesidad e insulinoresistencia) 

Se emplearon ratones db/+ macho de 2 meses de vida, con el fondo 

genético C57BLKs/J y fueron separados en 2 grupos experimentales de 

n=10 cada uno (Figura 6). Para generar los ratones obesos con resistencia 

a la insulina, uno de los grupos fue alimentado con una dieta rica en grasas 

TD 07011 (Envigo, Tabla 4) durante 5 meses consecutivos. 

Los ratones control se alimentaron por el mismo período de tiempo con 

dieta de mantenimiento hipocalórica (Teklad 2014, Tabla 4). Al finalizar el 

período de seguimiento, se procedió a la evaluación de la funcionalidad 

cardíaca, eutanasia de los animales y la recolección de las muestras de 

interés para la determinación de los parámetros bioquímicos, la expresión 

génica y abundancia relativa de proteínas de dianas moleculares.  
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Figura 6. Evaluación del desarrollo de CMD en un modelo de prediabetes (obesidad 
e insulinoresistencia) 
Se realizó el estudio de los diferentes parámetros corporales, bioquímicos, así como la 
evaluación del impacto del fenotipo en diferentes pruebas funcionales en ratones 
C57BLKs/J alimentados con dieta rica en grasas, versus controles delgados alimentados 
con dieta de mantenimiento. La evaluación de la funcionalidad cardíaca, los análisis de 
parámetros corporales, bioquímicos, la expresión génica y abundancia de proteínas se 
realizaron a los 7 meses de edad. Se llevaron a cabo pruebas funcionales relacionadas con 
el metabolismo de la glucosa aproximadamente 1 mes antes de la eutanasia (n=10 por 
grupo). 
 

3.1.3 Modelo de DM2 

Se utilizaron ratones machos y hembras db/+, con fondo genético 

C57BLKs/J para la generación de una colonia estable y la obtención de los 

ratones db/db. Se seleccionaron los ratones macho (n=20) a los 2 meses 

de vida para los estudios previstos, y el seguimiento se realizó durante 2 

meses.  

Una pequeña fracción de los ratones db/db generados evolucionó hacia 

una diabetes más exacerbada, lo que resultó en una reducción del peso 

corporal a pesar de no registrarse cambios en la ingesta, y que 

denominamos catabólica (db/dbcat) en analogía a la que suele encontrarse 

en ratones hechos diabéticos mediante la administración de STZ o 

aloxano. La reducción de peso corporal se relacionó con una disminución 
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de grasa corporal en diferentes regiones y se acompañó de una reducción 

en los niveles séricos de insulina.  

Este viraje fenotípico no se ha reportado previamente, pero dio lugar a un 

subgrupo de características diferentes (n=7) a los ratones db/db con 

características estándares. Este cambio se manifestó aproximadamente a 

partir del tercer mes de vida en los denominados db/dbcat. A los que 

seguían normalmente el curso de ganancia de peso corporal optamos por 

nombrarlos como db/db metabólicos (db/db) y de esta manera diferenciar 

ambos grupos experimentales de ratones db/db. El grupo control consistió 

en ratones delgados, db/+ (n=6) con el mismo fondo genético 

(C57BLKs/J). Todos los animales fueron alimentados con dieta de 

mantenimiento (Teklad 2014).  

 
Figura 7. Evaluación del desarrollo de CMD en un modelo de DM2 
Se llevó a cabo el estudio de los diferentes parámetros corporales, bioquímicos, así como 
la evaluación del impacto del fenotipo en diferentes pruebas funcionales en ratones db/db 
con fondo genético C57BLKs/J, versus controles delgados db/+ (con el miso fondo 
genético), alimentados con dieta de mantenimiento. Al final del seguimiento se obtuvo un 
subgrupo de animales db/db denominados catabólicos (db/db cat) por la pérdida o falta de 
ganancia de peso corporal al igual que sus congéneres db/db. La evaluación de la 
funcionalidad cardíaca, los análisis de parámetros corporales, bioquímicos, la expresión 
génica y abundancia de proteínas se realizaron a los 4 meses de edad. Se llevaron a cabo 
pruebas funcionales relacionadas con el metabolismo de la glucosa aproximadamente 1 
mes antes de la eutanasia (n=6-10 por grupo). 
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Al finalizar el período de seguimiento, a los 4 meses de vida, se procedió 

a la evaluación de la funcionalidad cardíaca, eutanasia y obtención de las 

muestras de interés para la determinación de los parámetros bioquímicos, 

la expresión génica y abundancia relativa de proteínas de dianas 

moleculares (Figura 7). 

3.1.3.1 Evaluación del efecto de FTY720/Fingolimod sobre la CMD 

Tras la evaluación de la funcionalidad cardíaca de ambos modelos 

animales, prediabetes (ratones obesos inducidos con la dieta rica en 

grasas) y DM2, se determinó que el modelo DM2 desarrolló signos de 

CMD, por lo cual para la segunda etapa del estudio se procedió a trabajar 

sólo en este modelo animal. Se emplearon una nueva tanda de ratones 

machos y hembras db/+ (fondo genético C57BLKs/J) a fin de generar la 

colonia de ratones machos diabéticos db/db e incluirlos en el tratamiento 

con el fármaco. 

 
Figura 8. Efecto de FTY720/Fingolimod sobre la CMD en los fenotipos de DM2 
Se evaluó el efecto del FTY720/Fingolimod sobre diferentes parámetros corporales, 
bioquímicos, de funcionalidad cardíaca e inmunohistoquímicas de miocardio en ambos 
fenotipos de DM2; db/db y catabólica (db/db cat), en ratones db/db con fondo genético 
C57BLKs/J versus controles delgados db/+ (con el mismo fondo genético) despues de 3 
meses de tratamiento. Se utilizaron 4 grupos de ratones db/db (n=5-10 cada uno), 2 de los 
cuales fueron sometidos a la administración del fármaco vía oral disuelto en el agua de 
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bebida y los otros 2 grupos recibieron el vehículo (agua). El grupo db/+ recibió el vehículo. 
Abreviatura: Veh, vehículo. 

En la evaluación del efecto de FTY720/Fingolimod sobre la CMD se 

utilizaron ratones macho db/db (n=20) de 1 mes de vida distribuidos en 2 

grupos (FTY720/Fingolimod y vehículo) y el período de administración 

del fármaco y del vehículo fue de 3 meses vía oral, hasta alcanzar los 4 

meses de vida ( 

Figura 8). Se utilizó una solución madre de FTY720/Fingolimod (Cat. Nº 

CAY-10006292. 250 MG, Cayman Chemicals), disuelta en agua. 

Conforme el seguimiento avanzó, se separaron en grupos experimentales 

diferentes los animales que mostraron características fenotípicas de 

diabetes catabólica (db/dbcat) de los db/db. Incluimos un grupo de ratones 

db/+ (n=10) que bebió el vehículo del agente terapéutico (agua) durante el 

mismo período de seguimiento. 

Al finalizar el período de seguimiento, se procedió a la evaluación de la 

funcionalidad cardíaca, eutanasia de los animales y la recolección de las 

muestras de interés para la determinación de los parámetros bioquímicos, 

la expresión génica y abundancia relativa de proteínas de dianas 

moleculares. 

3.1.4 Dietas empleadas en el estudio 
Las composiciones de las diferentes dietas utilizadas en este trabajo se 

muestran en la Tabla 4. 

Parámetros 
Dieta de 

mantenimiento 
(Teklad 2014) 

Dieta rica en grasas  
(Envigo 07011) 

Proteína (%) 20,0 21,0 

Carbohidrato (%) 67,0 24,6 

Grasa (%) 13,0 55,0 

Densidad de energía (Kcal/g) 2,9 4,8 
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Tabla 4. Información nutricional de las dietas empleadas en el estudio de los modelos 
animales de prediabetes (obesidad inducida con dieta rica en grasas) y DM2 
Los principales componentes brutos de la dieta se muestran como porcentaje, expresado 
en peso de la dieta. 
 

3.2 Análisis bioquímico 

3.2.1 Análisis de la bioquímica plasmática  

La bioquímica plasmática se efectuó por procedimientos automatizados o 

manuales, según el caso. Los parámetros de rutina fueron analizados 

utilizando kits comerciales adaptados al autoanalizador. La insulina fue 

analizada por kits ELISA, mientras que los niveles circulantes de citoquinas 

inflamatorias y adiponectina se midieron a través de la técnica Luminex. 

3.2.1.1 Análisis automatizado de la bioquímica plasmática 

La sangre se extrajo por punción intracardíaca de los ratones previamente 

anestesiados con isoflurano. Después de la recolección, la sangre se 

centrifugó inmediatamente a 3.000 g y 4°C; el sobrenadante se recolectó 

y almacenó a -80°C hasta su análisis. 

La mayoría de los compuestos químicos del plasma, como la glucosa (Cat. 

Nº 4404483190); colesterol (Cat. Nº 3039773190); triglicéridos (Cat. Nº 

20767107322); creatinina (Cat. Nº 04810716190); alanina 

aminotransferasa (ALT, Cat. Nº 20764949322) y aspartato 

aminotransferasa (AST, Cat. Nº 20764949322), y BUN (del inglés, Blood 

Urea Nitrogen, UREAL, Cat. Nº 4460715190) se determinaron utilizando 

kits comerciales adaptados al autoanalizador COBAS c501/6000 (Roche 

Diagnostics, Madrid, España). El colesterol libre (Cat. Nº 435-35801), 

fosfolípidos (Cat. Nº 296-63801) y ácidos grasos libres (AGL, NEFA-HR1: 

Cat. Nº 434-91795; NEFA-HR2: Cat. Nº 436-91995) se midieron usando 

reactivos de Wako Diagnostics. Las determinaciones de triglicéridos se 
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corrigieron por el glicerol libre presente en el plasma (Cat. Nº F6428-40ML; 

Sigma-Aldrich St. Louis, MO). 

El control de calidad para cada uno de estos ensayos se realizó en tiempo 

de ejecución, los cuales se encontraron dentro del rango aceptable, 

definido como 2 veces la desviación estándar. Precicontrol clin chem Multi 

1 (Cat. Nº 5117208922, Roche Diagnostics) y Precicontrol clin chem Multi 

2 (Cat. Nº 5117291922, Roche Diagnostics) y el control de Wako 

Chemicals (Cat. Nº 410-00102).  

El coeficiente de variación calculado para cada ensayo fue <10%. El 

colesterol HDL se midió en plasma empobrecido en apolipoproteína B 

(ApoB), obtenido después de la precipitación con ácido fosfotúngstico e 

iones de magnesio (Roche Diagnostics). 

3.2.1.2 Análisis de insulina en plasma por técnicas ELISA  

La concentración plasmática de insulina se determinó utilizando el kit Ultra-

Sensible de Insulina de Ratón (Cat. Nº 90080, Crystal Chem Inc., Downers 

Grove IL, USA), que está basado en el inmunoensayo enzimático tipo 

sandwich. La preparación de los reactivos del ensayo, los estándares y los 

controles de calidad se realizaron de acuerdo con las instrucciones del 

fabricante. 

3.2.1.3 Determinación de citoquinas y adiponectina en plasma 
mediante un enfoque multiplex 

Este análisis se llevó a cabo en colaboración con el grupo de la Dra. 

Mercedes Camacho en el ‘‘Institut de Recerca del Hospital de la Santa 

Creu i Sant Pau’’. 

Se utilizó un kit de microesferas magnéticas Milliplex Map Mouse 

Cytokine/Chemokine Magnetic Bead (MCYTOMAG-70K; Merck-Millipore), 
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diseñando un kit personalizado de 5 complejos que contenían las 

citoquinas específicas, incluyendo IL-1β, IL-6, MCP-1, TNFα e IL-10. Esta 

metodología también se aplicó para la determinación de las 

concentraciones plasmáticas de adiponectina (MADCYMAG-72K; Merck-

Millipore). El ensayo se realizó siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Las cuentas magnéticas se leyeron en un instrumento de detección 

basado en flujo de doble láser, como el Luminex® 100™, Luminex 200™. 

3.2.2 Determinación de niveles de FTY720/Fingolimod y su forma 
fosforilada en plasma y miocardio de ratones db/db mediante 
cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas 

Esta determinación se realizó a través de Eurecat, centro de ciencias 

ómicas de la ‘‘Universitat Rovira i Virgili’’. 

Las muestras de plasma (20 μL) se mezclaron con 25 μL de estándares 

internos (FTY720-d4 a 20 ng/mL y FTY720-P-d4 a 200 ng/mL) y 200 μL de 

metanol. En cambio, las muestras de miocardio (aproximadamente 15 mg) 

se mezclaron con 25 μL de estándares internos (FTY720-d4 a 20 ng/mL y 

FTY720-P-d4 a 200 ng/mL) y 500 μL de metanol. Las muestras se 

sonicaron en un procesador de líquidos Vibra-Cell Ultrasonic durante 30 

segundos (ampl. 40%). Todas las muestras, tanto de plasma como 

miocardio, se agitaron en vórtex y se centrifugaron durante 10 min a 4ºC y 

15.000 rpm. Los sobrenadantes se evaporaron a 45ºC, se reconstituyeron 

en 50 μL de metanol y se transfirieron a viales de vidrio para el análisis por 

cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas. 

La separación cromatográfica se realizó en gradiente. La fase móvil A fue 

agua con 0,1% de ácido fórmico y la B fue acetonitrilo:isopropanol (1:1, 

v:v) con 0,1% de ácido fórmico 293. La temperatura de la columna se fijó en 

40ºC y el volumen de inyección fue de 5 μL. 
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3.2.3 Aislamiento de lipoproteínas por ultracentrifugación secuencial 

El aislamiento de las diferentes lipoproteínas plasmáticas se realizó por 

ultracentrifugación secuencial según el método descrito por Havel y 

colaboradores 345. El método está basado en el hecho de que es posible 

aislar todas las lipoproteínas por flotación a una densidad inferior a la de 

cada tipo de lipoproteínas (lipoproteínas de muy baja densidad, es decir, 

VLDL a d<1,006 g/mL; lipoproteína de baja densidad, es decir, LDL entre 

1,019 <d<1,063 g/mL; y lipoproteínas de alta densidad, es decir, HDL entre 

1,063 <d<1,210 g/mL). La densidad del plasma/suero es de 1,006 g/mL. 

La densidad del plasma/suero es de 1,006 g/mL. Las densidades 

plasmáticas finales se ajustaron utilizando la fórmula de Radding y 

Steinberg 295 (Figura 9). 

X = 	
V*(df-di)

1-(0,312*df)
 

Figura 9. Fórmula de Radding y Steinberg 
Donde X=g de bromuro de potasio (KBr); V=volumen de plasma en mL, df=densidad final 
en g/mL, di=densidad inicial en g/mL, y 0,312=volumen específico parcial de KBr.  

El fraccionamiento secuencial de las diferentes fracciones de lipoproteínas 

plasmáticas por ultracentrifugación, se realizó tras ajustar la densidad 

plasmática inicial a la densidad final deseada, para cada una de las 

especies de lipoproteínas plasmáticas. El cálculo de la cantidad de KBr 

necesaria para ajustar la densidad del plasma se realizó mediante la 

fórmula descrita (Figura 9). El volumen final se ajustó a la capacidad 

máxima proporcionada por el tubo de clase ELIP (2,5 mL) para muestras 

de ratones o el tubo de preparación en el caso de las muestras humanas, 

a 20 mL. 
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El plasma de los ratones carece de una fracción definida de LDL y el 

colesterol circulante se transporta principalmente en HDL. Tal es así que 

las HDL se consideran la principal fracción de lipoproteínas circulantes en 

el plasma de estos animales. Por lo tanto, en este trabajo se utilizó el rango 

de densidad<1,063 g/mL para aislar la fracción no-HDL, que incluye las 

lipoproteínas ricas en triglicéridos junto con la de la fracción de LDL, 

mientras que la fracción HDL se obtuvo del plasma sin lipoproteínas no-

HDL. 

Las fracciones de lipoproteínas plasmáticas de nuestros ratones se 

obtuvieron de una mezcla de plasma de n=5 de los diferentes grupos 

experimentales. La fracción de LDL humanas (LDL entre 1,019<d<1,063 

g/mL) se obtuvo de una mezcla de sueros de voluntarios normolipidémicos 

y se aisló por ultracentrifugación secuencial a 100.000 g durante 24 h en 

un rotor analítico de ángulo fijo (50.3, Beckman Coulter). La obtención y el 

uso de muestras de suero humano para este estudio fueron aprobados por 

el Comité de Ética del ‘‘Hospital de la Santa Creu i Sant Pau’’ de Barcelona. 

En este trabajo se aisló la fracción no-HDL del plasma de ratón para 

emplearlas en los estudios de lipidómica. Mientras que la fracción LDL 

humana, se utilizó en los estudios in vivo de cinética de captación 

lipoproteínas, marcadas con un fluorocromo, para evaluar la captación 

diferencial de lipoproteínas en el modelo animal de DM2. Así también en 

estudios in vitro en cardiomiocitos AC16, para la evaluación de la captación 

de lipoproteínas modificadas por diferentes receptores. 

3.2.3.1 Aislamiento de la fracción de lipoproteínas no-HDL y HDL de 
ratón 

Se empleó la fórmula de Radding & Steinberg para ajustar el volumen 

inicial de plasma de ratón (di=1,006 g/mL) a una densidad final de 1,063 

g/mL para obtener la fracción no-HDL.  
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El volumen inicial del plasma de partida de las diferentes muestras de 

ratones usualmente fue de entre 0,5-1 mL. Este volumen se estableció 

para garantizar que la suma de los volúmenes del plasma y la solución de 

densidad no sobrepase el volumen máximo de trabajo, determinado por la 

capacidad del tubo ELIP que es de 2,5 mL. 

Así, el tubo ELIP contuvo el volumen inicial de plasma, el volumen 

calculado de solución concentrada de densidad 1,340 g/mL y la solución 

de densidad inicial hasta un volumen final de 2,5 mL. Se separó esta 

fracción no-HDL del sobrenadante, tras 18 h de ultracentrifugación a 

100.000 g a 4°C.  

El volumen restante de plasma es lo que se denomina plasma libre de no-

HDL (di=1,063 g/mL) y esta se ajustó a la densidad final de 1,210 g/mL 

para aislar la fracción de HDL. La cual se obtuvo del sobrenadante luego 

de 24 h de ultracentrifugación a 100.000 g a 4°C. 

3.2.3.2 Aislamiento de la fracción de LDL humana 

En este caso, el volumen inicial de suero osciló entre 50 y 200 mL. Se 

utilizaron tubos de preparación de policarbonato. El suero se distribuyó en 

tantos tubos como fuera necesario para garantizar que la suma del suero 

en cada tubo y de la solución de densidad añadida no superara el volumen 

máximo de trabajo, determinado por la capacidad de este tipo de tubos de 

centrífuga, es decir, 20 mL.  

Se utilizó la fórmula de Radding & Steinberg para ajustar el volumen inicial 

de suero (di=1,006 g/mL) a una densidad final de 1,019 g/mL para eliminar 

primeramente las lipoproteínas ricas en triglicéridos (es decir, VLDL, y las 

lipoproteínas de densidad intermedia, abreviadas como IDL y también 

definidas como restos de VLDL). Estas se aislaron del sobrenadante tras 

18 h de ultracentrifugación a 100.000 g a 4°C. 
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Después de eliminar las lipoproteínas flotantes, se procedió a la 

preparación de las muestras para el aislamiento de la fracción de LDL. 

Primeramente, se reajustó el volumen del suero empobrecido en VLDL e 

IDL, al volumen inicial original con la solución de densidad 1,019 g/mL. 

Para el aislamiento de la fracción de LDL, se empleó la fórmula de Radding 

& Steinberg de tal manera a ajustar el volumen inicial de suero 

empobrecido en VLDL e IDL (di=1,019 g/mL) a una densidad final de 1,063 

g/mL. La muestra se distribuyó en tantos tubos como fuera necesario para 

garantizar que la suma del suero en cada tubo sea de 20 mL. Se procedió 

a la ultracentrifugación durante 20 h a 100.000 g y temperatura de 4°C y 

se recogieron las LDL flotantes. 

Las muestras de LDL recogidas se dializaron en membranas 

semipermeables en 2 L de tampón fosfato PBS pH=7,4 (del inglés, 

Phosphate Buffered Saline) (1,37M NaCl; 0,027M KCl; 0,065M 

Na2HPO4·2H2O y 0,015M KH2PO4) de forma a eliminar la sal añadida en 

el proceso de aislamiento. Para ello, se realizaron recambios del PBS cada 

24 h durante las 72 h de diálisis. Finalmente, la muestra de LDL obtenida 

se recogió de la membrana de diálisis y se almacenó a 4°C hasta su uso. 

3.2.3.3 Modificación de LDL humana 

Se generó un tipo de LDL modificada a partir de las muestras de LDL 

humanas nativas (LDLnat) obtenidas previamente por ultracentrifugación 

secuencial, las LDL oxidadas (LDLox). 

De la muestra de LDLnat aislada, se tomó una alícuota para la 

determinación de los niveles de ApoB y colesterol en el autoanalizador 

Cobas 501c/6000. Posteriormente, la muestra de LDLnat se diluyó con 

PBS hasta una concentración de ApoB igual a 0,25 g/L y se añadió la 

cantidad adecuada de sulfato de cobre a concentración final de 20 µM, se 

dejó actuando toda la noche. Al día siguiente se detuvo el proceso de 
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oxidación colocando la muestra en membrana de diálisis, en tampón A 

pH=7,4 (0,1 M Tris; 10 mM EDTA·K2) con butilato de hidroxitolueno (BHT) 

a concentración final 20 µM, durante 24 h. La muestra obtenida de LDLox, 

se concentró mediante el uso de centricones de 50 K (Cat. Nº UFC 805024, 

Merck Millipore). 

3.2.3.3a Diálisis de las LDLox en medio de cultivo  

Las LDLox, se sometieron a un proceso de diálisis en columnas de 

filtración PD10 (Cat. Nº 28-9180-07, GE Healthcare), con medio de cultivo 

DMEM alto en glucosa (4,5 g/L) (del inglés, Dulbecco's Modified Eagle 

Medium) (Cat. Nº BE12-604F, Lonza) para los cardiomiocitos AC16 

cultivados.  

Se utilizaron 25 mL de medio de cultivo para equilibrar la columna. Se 

añadieron 2,5 mL de LDLox dejando que difundiera la muestra a través de 

la columna y finalmente se añadieron 3,5 mL de medio DMEM para eluir y 

recoger las muestras de LDLox. Estas lipoproteínas dializadas se filtraron 

en condiciones estériles con filtro de 0,22 µm para su uso posterior en los 

cultivos celulares.  

3.2.3.4 Marcaje de LDL con fluorocromo perclorato de 1,1'-
dioctadecil-3,3,3',3'-tetrametilindocarbocianina (Dil) 

Mediante una modificación del método descrito previamente 296. 

Brevemente, se marcaron las lipoproteínas humanas tanto la fracción de 

LDLnat como las modificadas, LDLox. Se utilizó una solución madre de la 

sonda fluorescente Dil (Cat. Nº D282, Invitrogen) que se preparó 

disolviendo 30 mg de DiI en 1 mL de dimetilsulfóxido (DMSO) (Cat. Nº 

D8418-50ML, Sigma Aldrich) y esta última se añadió a la solución de LDL 

a marcar para obtener una proporción final de 300 µg de DiI por 1 mg de 

ApoB de LDL. 	
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Después de incubar esta mezcla durante 18 h a 37ºC, la LDL marcada se 
volvió a aislar mediante centrifugación en centricones 50K, eluyendo con 

PBS. Se dializó utilizando columnas PD10 contra PBS, de tal manera que 

nos aseguramos su purificación completa. Se esterilizó mediante filtración 

con filtro de 0,22 μm antes de incubar con las células y se almacenaron 

hasta su uso protegidas de la luz a 4ºC. 

Para los ensayos en los que se utilizaron las lipoproteínas marcadas con 

DiI, LDLnat-DiI y LDLox-DiI, previa a la exposición de los cultivos celulares 

o a la inyección de estas a los ratones, se midió la concentración de ApoB 

para trabajar con cantidades conocidas de estas lipoproteínas. 

3.2.4.4a Extracción lipídica de lipoproteínas marcadas con 
fluorocromo DiI y determinación mediante fluorimetría 

Se llevó a cabo la extracción de las LDL marcadas con Dil, LDLnat-DiI y 

LDLox-DiI, para su determinación mediante fluorimetría. Este proceso fue 

posterior a la incubación con los cardiomiocitos AC16, así como a la 

obtención de plasma y tejidos (miocardio, hígado, riñones) de los ratones 

sometidos a la prueba de captación diferencial de LDL. 

Se añadió el tampón de lisis (NaOH 0,1 M + 1 g/L de SDS) a la placa de 

células, a los tubos de plasma o el triturado de los tejidos, se mantuvieron 

las muestras con agitación suave durante 30-60 min, a temperatura 

ambiente y cubierto de la luz. Se recogieron las muestras luego de una 

centrifugación a 3.000 g por 10 min, en tubos protegidos de la luz. 

Finalmente se realizó la medición de la marca del fluorocromo Dil utilizando 

un volumen de 50 µL de muestra, en placa negra de 94 pocillos, a una 

longitud de onda de excitación 520 nm (500 nm) y de emisión a 580 nm. 
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3.3 Pruebas funcionales 

3.3.1 Prueba de Tolerancia a la Glucosa Oral 
La prueba de tolerancia a la glucosa oral (PTGO) se realizó administrando 

vía intraperitoneal una inyección de glucosa (2 mg/g de masa corporal) tras 

un ayuno de 4 h según se ha reportado previamente 348 con pequeñas 

modificaciones. Los niveles de glucosa en plasma se determinaron a 

diferentes intervalos de tiempo t=0 (niveles basales), 15, 60, 120 y 180 

min. La glucosa en sangre se midió con el glucómetro Accu-Chek (Roche 

Diagnostics) utilizando sangre de la vena de la cola. El área bajo la curva 

de concentración se calculó por el método lineal trapezoidal, para 

comparar la tolerancia a la glucosa entre los grupos.  

3.3.2 Prueba de tolerancia a la insulina 

La prueba de sensibilidad a la insulina (PTI) se llevó a cabo administrando 

una inyección intraperitoneal de insulina (0,9 U/kg de masa corporal) 

después de un ayuno de 4 h se ha reportado previamente 348 con pequeñas 

modificaciones. Los niveles de glucosa plasmática se determinaron en t=0 

(niveles basales), 15, 60, 120 y 180 min. La glucosa en sangre se midió 

con el glucómetro utilizando sangre de la vena de la cola. El área bajo la 

curva se calculó por el método lineal trapezoidal para comparar entre los 

diferentes grupos de estudio. 

3.3.3 Evaluación de la captación miocárdica de LDLox marcadas con 
fluorocromo (DiI) 

Se emplearon ratones machos db/db de 4 meses de vida (n=10) 

distribuidos en 2 grupos experimentales, los que recibieron LDL humanas 

previamente marcadas con el fluorocromo DiI, LDLnat-DiI (n=5) versus 

LDLox-DiI (n=5). 
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Las lipoproteínas marcadas fueron administradas a los distintos grupos de 
ratones por vía de la vena de la cola. Se utilizaron como controles de la 

cinética de captación y eliminación, ratones no diabésicos (db/+) de la 

misma edad y que fueron sometidos a la inyección de las lipoproteínas tal 

como se menciona más arriba, distribuidos en 2 grupos experimentales de 

n=5 cada uno (Figura 10).  

 
Figura 10. Evaluación de la captación miocárdica de LDLox-DiI en un modelo animal 
de DM2 
Se realizó el estudio de parámetros bioquímicos y determinación de la fluorescencia del DiI 
en plasma y tejidos (miocardio, hígaod y riñones) de los ratones db/db versus controles no 
diabésicos (db/+) tras ser inyectados con LDLnat-DiI o LDLox-DiI humanas. El estudio de 
la cinética de captación y eliminación de las lipoproteínas marcadas se realizó por un 
período de 24hs (n=5 por grupo). 

Se recolectaron muestras de sangre, extraídas de la vena de la cola, a 

diferentes tiempos (inicio, 1; 2,5; 5 y 24 h) para la obtención de suero y 

posterior determinación de los niveles de fluorescencia del fluorocromo DiI.  

Al finalizar el período de seguimiento de los ratones se procedió a la 

eutanasia y colección de las muestras de interés, en este caso corazón, 

riñones e hígado. Estas fueron recolectadas en suero fisiológico e 

inmediatamente disgregadas en tampón de lisis (NaOH 0,1 M + 1 g/L de 

SDS), para la medición de los niveles de fluorescencia del DiI en estos 

tejidos 
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3.3.4 Mediciones de la funcionalidad cardíaca mediante 
ecocardiografía (modo M y Doppler) 

Los datos ecocardiográficos se registraron al final del seguimiento de los 

modelos animales de prediabetes (ratones con obesidad inducida por dieta 

rica en grasas) y DM2 (db/db y db/dbcat), respectivamente. Los ratones 

anestesiados (2% de isoflurano) fueron sometidos a ecocardiografía 

transtorácica utilizando una unidad de ultrasonido Vevo2100 con un 

transductor de 30 MHz (Visual Sonics, Toronto, ON, Canadá).  

Se obtuvieron imágenes bidimensionales y en modo M en vistas 

paraesternal de eje largo y de eje corto, respectivamente, a partir de las 

cuales se obtuvieron las siguientes medidas del ventrículo izquierdo (VI): 

grosor del septo interventricular (IVS), dimensión interna del VI (LVID) y 

grosor de la pared posterior del VI (LVPW) y de la pared anterior del VI 

(LVAW) en diástole (d) y sístole (s) (IVSd, LVIDd, LVPWd, LVAWd y IVSs, 

LVIDs, LVPWs, LVAWs, respectivamente). La fracción de eyección (EF), 

la fracción de acortamiento (FS) y la masa del VI se determinaron 

automáticamente a partir de las mediciones del modo M realizadas por el 

software (Tabla 5).  
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Tabla 5. Parámetros de funcionalidad cardíaca medidos en sístole y diástole 
mediante ecocardiografía transtorácica 

Para lograr las determinaciones de la función diastólica, se obtuvieron 

videos e imágenes del corazón con visión 4 cámaras en el modo B y 

usando el PW (del inglés, Power Doppler) para cuantificar el flujo a través 

de la válvula mitral. La velocidad máxima de llenado temprano (E), la 

velocidad máxima auricular (A), la relación E/A, el tiempo de eyección de 

la válvula mitral (MV ET) o el intervalo entre el comienzo de la onda E hasta 

la línea base 0. También se determinaron el tiempo de eyección aórtica 

(AET) y el tiempo de contracción y relajación isovolumétricas (IVCT y 

IVRT, respectivamente). 

  



99 
 

3.4 Análisis del perfil de lípidos y esfingolípidos mediante Resonancia 
Magnética Nuclear y Cromatografía Líquida acoplada a 
espectrometría de masas 

3.4.1 Determinación del contenido lipídico en miocardio e hígado 
mediante Resonancia Magnética Nuclear (RMN) 

Estos análisis se realizaron en la plataforma de metabolómica del ‘‘Institut 

d'Investigació Sanitària Pere Virgili’’, Reus. 

Los extractos lipofílicos se obtuvieron a partir de 25 mg (peso seco) de 

tejido hepático/cardíaco murino previamente liofilizado mediante el método 

BUME 298. Se realizaron tres ciclos de extracción para maximizar la 

extracción de lípidos. En el primer ciclo, se añadieron 500 µL de una 

mezcla de butanol:metanol (3:1, v:v), 500 µL de una mezcla de éter de di-

isopropilo:acetato de etilo (3:1, v:v) y 500 µL de D2O. En el segundo y 

tercer ciclo, sólo se añadieron 500 µL de una mezcla de di-isopropilo 

éter:acetato de etilo (3:1, v:v). Los extractos lipofílicos se recuperaron y se 

secaron completamente en Speedvac hasta la evaporación de los 

disolventes orgánicos y se congelaron a -80ºC hasta el análisis de 1 H-

RMN.  

Los extractos lipídicos se reconstituyeron en una solución de CDCl3:CD3 

OD:D2O (16:7:1, v:v:v) que contenía tetrametilsilano (TMS) como 

referencia de desplazamiento químico y se transfirieron a tubos de vidrio 

de RMN de 5 mm. Los espectros de RMN-1H se registraron a 286 K en un 

espectrómetro Bruker Avance III 600 que operaba a una frecuencia de 

protones de 600,20 MHz (14,1 T). Para los extractos lipofílicos se utilizó 

un pulso de 90° con secuencia de presaturación de agua (ZGPR). 

La cuantificación de las señales lipídicas en los espectros de 1H-NMR se 

realizó con LipSpin 298, un software propio basado en Matlab. Las 
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asignaciones de resonancia se hicieron sobre la base de los valores de la 

literatura 299. 

3.4.2 Determinación de los niveles de esfingolípidos circulantes en 
plasma, en las fracciones de colesterol HDL y no-HDL, en miocardio 
e hígado por Cromatografía Líquida acoplada a espectrometría de 
masas (LC-MS) 

Estos análisis se llevaron a cabo en la plataforma de metabolómica del 

‘‘Institut d'Investigació Sanitària Pere Virgili’’, Reus.  

La extracción de lípidos circulantes se realizó con una extracción bifásica 

de 50 µL de muestra de plasma con 220 µL de metanol frío. 

Posteriormente, se añadieron 440 µL de diclorometano seguido de 140 µL 

de agua. Después de agitar vigorosamente, las muestras se mantuvieron 

en hielo durante 20 min para separar las fases, las muestras se 

centrifugaron 10 min a 14.500 rpm a 4ºC. Se evaporaron 350 µL de la fase 

orgánica hasta sequedad bajo una corriente de gas N2 y se reconstituyeron 

en 150 µL de metanol:tolueno (9:1, v:v) antes del análisis LC-MS. 

Los 600 µL de extractos de hígado y miocardio analizados previamente 

por RMN y disueltos en CDCl3:MeOD:D2O (17:6:1, v:v:v) fueron 

evaporados a sequedad y reconstituidos en 150 µL de metanol:tolueno 

(9:1, v:v). 

El análisis de lipidómica LC/MS no dirigido se llevó a cabo usando un 

sistema UHPLC (serie 1200, Agilent Technologies) acoplado a un G6490A 

ESI-QqQ MS (Agilent Technologies) operado en modo de ionización por 

electropulverización positiva. La separación cromatográfica de los 

metabolitos se realizó mediante una columna Waters ACQUITY UPLC 

BEH C18 (2,1×150 mm; 1,7 µm, Waters) y un gradiente de fase móvil 

consistente en formiato de amonio 10 mM en acetonitrilo: agua (60:40, v:v) 
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como fase móvil A, y formiato de amonio 10 mM en isopropanol:acetonitrilo 

(90:10, v:v) como fase móvil B. El gradiente cromatográfico fue el 

siguiente: de 0 a 2 min el porcentaje de B subió de 15% a 30%, de 2 a 2,5 

min %B aumentó a 48%, hasta min 11% B siguió aumentando a 82%, 

hasta 11,5 % B aumentó a 99 % min, isocrático durante medio minuto a 

99% B, de 12 a 12,1 min disminuyó rápidamente a 15% B y finalmente la 

columna se equilibró a 15% B hasta 15 min. El flujo del método fue de 0,4 

mL/min. La temperatura de la columna fue de 65ºC y el volumen de 

inyección fue de 10 µL de plasma y 5 µL de muestras de hígado y 

miocardio. 

Los parámetros para la fuente de ESI fueron los siguientes: temperatura y 

flujo del gas de secado, 150°C y 11L min−1, respectivamente; nebulizador, 

10 PTIg; temperatura y flujo de gas envolvente, 400°C y 11 L min−1, 

respectivamente; tensión capilar, 3500 V y 1000 V en modo positivo y 

negativo respectivamente, y fragmentador 380 V. 

Las principales especies lipídicas (Ceramidas, diacilgliceroles, 

Glucoceramidas, esfingomielinas) que pueden estar presentes en las 

muestras biológicas fueron las determinadas en este estudio 300-302. Los 

diferentes lípidos se analizaron mediante el modo Multiple Reaction 

Monitoring. 
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3.5 Análisis de tejidos 

3.5.1 Colección de los tejidos 

Al final de cada seguimiento de los diferentes estudios, los ratones con 4 

h de ayuno fueron eutanasiados con una sobredosis de isoflurano. Para el 

análisis del RNAm y de las proteínas se recogieron los tejidos, se pesaron 

y se congelaron rápidamente en nitrógeno líquido. Para el análisis 

histológico, se fijaron los trozos de tejido, de aproximadamente 0,5 cm3, 

con formol para su posterior procesamiento en parafina. 

3.5.2 Tinción inmunohistoquímica 

Una vez fijados los tejidos estos fueron deshidratados, embebidos en 

parafina y seccionados por el Servicio de Inmunohistoquímica de nuestro 

instituto. Las secciones incrustadas en parafina (5-8 µm de grosor) 

posteriormente se utilizaron para el análisis de las proteínas de interés 

mediante tinción inmunohistoquímica. Se indican las diferentes tinciones 

en miocardio de los ratones, tratados y sin tratar con FTY720/Fingolimod, 

así como las condiciones de incubación de los anticuerpos. 

Tabla 6. Condiciones de incubación de los anticuerpos empleados en 
inmunohistoquímica de miocardio de los modelos animales de DM2 

Anticuerpo 
primario 

Condiciones de 
incubación Referencia 

Caspasa 3 activada 
(Asp 175) 
(policlonal de conejo) 

ph bajo 1:200  
30 min incubación 
Linker de conejo 

Cell signaling 
9661 

IL-10 
(policlonal de conejo) 

ph alto 1:200  
35 min incubación 
Linker de conejo 

Biossusa 
BS-0698R 

NF-ΚB p65 
(clon D14E12) 

ph bajo 1:1000  
30 min incubación 
Linker de conejo 

Cell signaling 
mAb 8242 

S1PR1 
(clon 8B7.1) 

ph bajo 1:300  
30 min incubación 
Linker de conejo 

Sigma-Aldrich 
MABC94 

TNFα 
(policlonal de conejo) 

ph bajo 1:200  
30 min incubación 
Linker de conejo 

Genetex 
GTX110520 
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3.5.3 Análisis de la expresión génica y abundancia relativa de 
proteínas de dianas moleculares de interés 

3.5.3a Análisis de la expresión génica 

El RNA total se extrajo de bioPTIas de miocardio (aproximadamente 25 

mg) utilizando el RNeasy Plus Mini Kit (Cat. Nº 74034, Qiagen) siguiendo 

las instrucciones del fabricante y de extractos celulares (aproximadamente 

de 1 millón de células) utilizando el reactivo Trizol® (Cat. Nº 1203977, 

Invitrogen), según el protocolo del proveedor, y se purificó mediante 

columnas EZ-10 DNAaway RNA Miniprep Kit (Cat. Nº BS88136, Bio Basic) 

siguiendo las instrucciones de la casa comercial. Las concentraciones de 

RNA se determinaron con un bioanalizador NanoDrop2000 (Thermo 

Scientific). También se determinaron las integridades de las muestras de 

RNA total utilizando el mismo bioanalizador. 

Control de calidad del RNA 
Tras la purificación, la concentración de RNA se determinó midiendo la 

absorción UV en un espectrofotómetro Nano Drop ND-2000. La densidad 

óptica (DO) a 260 nm se utilizó para determinar la concentración de RNA 

en la solución, considerando que un A260 de 1,0 equivale a unos 40 g/mL 

de RNA. La relación de absorbancia a 260 nm y 280 nm se utilizó para 

evaluar la pureza del RNA. Una relación de ~2,0 se acepta generalmente 

como pura para el RNA. Si la relación es sensiblemente inferior, puede 

indicar la presencia de proteínas, fenol u otros contaminantes que 

absorben fuertemente a 280 nm o cerca de ellos. Aceptamos muestras con 

una relación A260/A280 ≥ 1,8. 

Transcripción inversa 

Para medir la expresión de RNA por qPCR en tiempo real, primero se 

transcribió el RNA en forma inversa a DNA complementario (cDNA). La 

síntesis de cDNA se logra mediante la acción de la transcriptasa inversa, 
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una enzima capaz de crear un DNA de cadena simple a partir de una 

plantilla de RNA en presencia de cebadores. Se utilizaron cebadores 

oligo(dT)23 (Cat. Nº 04387, Sigma Aldrich) y una mezcla de dNTPs (del 

inglés, Deoxynucleotide Triphosphates) (Cat. Nº D7295-5ML, Sigma 

Aldrich), transcriptasa inversa M-MLV, RNAse H Minus y Point Mutant 

(Cat. Nº M3682, Promega).  

Análisis cuantitativo de la qPCR en tiempo real 

El análisis qPCR a tiempo real se realizó utilizando sondas comerciales 

TaqMan. Para medir los niveles de expresión de los genes, utilizamos la 

reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa (qPCR) para amplificar 

los productos de cDNA transcritos inversamente a partir del RNA. 

Utilizamos un método de cuantificación relativa, en el que se utilizan genes 

de referencia internos para determinar las diferencias de pliegues en la 

expresión del gen objetivo. La referencia interna es un gen de 

mantenimiento, en nuestro estudio fue la Gapdh o Actina β, según el caso, 

porque determinamos previamente que su expresión es constante en las 

diferentes condiciones experimentales de este trabajo. 

Los cDNAs fueron sometidos a la amplificación por qPCR en tiempo real 

utilizando la mezcla de TaqMan gene expression assays (Cat. Nº 4331182, 

Applied Biosystems). Las condiciones de ciclado térmico incluyeron 10 

minutos a 95°C antes del inicio de los ciclos de qPCR, que consistieron en 

40 ciclos a 95°C durante 15 s y 65°C durante 1 min. Se utilizaron sondas 

específicas de ratón (Applied Biosystems) (Tabla7) para analizar la 

expresión génica en miocardio. Los ensayos de qPCR en tiempo real se 

realizaron en un termociclador C1000 acoplado a un sistema en tiempo 

real CFX96 (Bio-Rad Laboratories SA, Life Science Group). Todos los 

análisis se realizaron por duplicado. Los niveles de expresión relativa del 

RNAm se calcularon mediante el método DDCt. 
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Tabla 7. Listado de sondas TaqMan utilizadas para el análisis de expresión génica 
en miocardio de los modelos animales de DM2 
  

Gen Proteína Referencia 

Atf4 Activating Transcription Factor 4 Mm00515325_g1 

Atf6 Activating Transcription Factor 6 Mm295319_m1 

bAct Actin β Mm00607939-s1 

Ccl2 C-C Motif Chemokine Ligand 2 Mm00441242_m1 

Cd36 Cluster of Differentiation 36 Mm00432403_m1 

Cybb Cytochrome b-245, beta polypeptide Mm01287743_m1 

Ddit3 DNA Damage Inducible Transcript 3 Mm135937_g1 

Dnml1 DNA Methyltransferase 1 Mm01342903_m1 

Ern1 Endoplasmic Reticulum To Nucleus Signaling 1 Mm00470233_m1 

Gapdh Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase Mm99999915_g1 

Hspa5 Heat Shock Protein Family A (Hsp70) Member 5 Mm00517691_m1 

Il10 Interleukin 10 Mm01288386_m1 

Il1b Interleukin 1 β Mm00434228_m1 

Il6 Interleukin 6 Mm00446190_m1 

Ldlr Low Density Lipoprotein Receptor Mm00440169_m1 

Lrp1 LDL Receptor Related Protein 1 Mm00464608_m1 

Mnf1 Mitofusin 1 Mm00612599_m1 

Mfn2 Mitofusin 2 Mm00500120_m1 

Myh7 Myosin Heavy Chain 7 Mm00600555_m1 

NppA Natriuretic Peptide A Mm01255747_g1 

NppB Natriuretic Peptide B Mm01255770_g1 

Opa1 OPA1 mitochondrial dynamin like GTPase Mm1349707_g1 

S1pr1 Sphingosine 1-phosphate receptor 1 Mm00514644_m1 

S1pr3 Sphingosine 1-phosphate receptor 3 Mm00515669_m1 

Sod2 Superoxide dismutase 2, mitochondrial (MnSOD) Mm01313000_m1 

Sphk1 Sphingosine Kinase 1 Mm00448841_g1 

Sphk2 Sphingosine Kinase 2 Mm00445021_m1 

Tnf Tumor necrosis factor α Mm99999068_m1 

Xbp1 X-Box Binding Protein 1 Mm00457357_m1 
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3.5.3b Análisis Western blot 

Los tejidos de los ratones se congelaron inmediatamente en nitrógeno 

líquido después de la extracción y se homogeneizaron en tampón Tris 50 

mM, pH 7,4, que contenía 150 mM de NaCl, 1% de Triton X-100, 10 mM 

de EDTA y un cóctel completo de inhibidores de proteasas (P8340-Sigma 

Aldrich). Una vez homogeneizados, los extractos de tejido se centrifugaron 

a 13.000 g y 4°C durante 5 min, y se recogieron los sobrenadantes. La 

concentración de proteínas del sobrenadante se evaluó mediante la 

técnica del ácido bicinconínico (kit de ensayo de proteínas BCA; Pierce 

Biotechnology Inc.). Una muestra de proteínas (25 g) diluida 1:10 (v:v) se 

cargó en geles de SDS-poliacrilamida (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.). 

Los Western blots se realizaron siguiendo los procedimientos 

estandarizados. Después de la electroforesis, los geles (Cat. Nº 161-0185, 

Bio-Rad) se electrotransfirieron a membranas (Cat. Nº 1704157, Bio-Rad), 

y las membranas se bloquearon con solución de bloqueo (Cat. Nº 170-

6404, Bio-Rad) en solución salina tamponada con Tris-HCl suplementada 

con Tween-20 (TBS-T; TBS con 1% de Tween-20) y se incubaron con 

anticuerpos primarios siguiendo las instrucciones comerciales. Después 

de tres lavados con TBS-T, las membranas se incubaron con el anticuerpo 

secundario correspondiente en solución de bloqueo en TBS-T y la señal 

se detectó con un lector láser (Oddisey). La abundancia relativa de cada 

proteína se calculó tomando como referencia de carga la intensidad de 

señal obtenida tras la incubación de las membranas con una solución 

Pounceau, excepto por la diana S1PR1 que se incubó con un anticuerpo 

anti-β-actina de ratón (Tabla 8). Los análisis de densitometría de las 

imágenes digitalizadas fueron realizadas utilizando el Fiji software (Image 

J). 
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Tabla 8. Listado de anticuerpos utilizados para el análisis de la abundancia relativa 
de proteínas mediante Western blot en miocardio de los modelos animales 
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3.6 Ensayos in vitro 

Estos ensayos in vitro se llevaron a cabo en células AC16 (cardiomiocitos 

humanos) (Cat. Nº SCC109, Millipore). El cultivo se realizó 

manteniéndolas a una temperatura de 37ºC, en atmósfera de 5% de CO2 

con humedad relativa del 90% y en botellas T75 para cultivo primario.  

Para el mantenimiento y expansión de los cardiomiocitos AC16 se utilizó 

medio de cultivo DMEM-F12 Ham (del inglés, Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium/Nutrient Mixturex F-12 Ham) (Cat. Nº D6434-500ML, Sigma 

Aldrich) suplementado con L-glutamina (Cat. Nº X0550-100, Biowest), 

12,5% de suero fetal bovino (FBS) (F7524-500ML, Sigma Aldrich) y 1% 

penicilina-estreptomicina (Cat. Nº H3DE17-602E, Lonza) y posterior a la 

tripsinización con tripsina-EDTA (Cat. Nº L0940-100, Biowest) se 

sembraron en placas para las diferentes pruebas.  

Las células se dividieron y sembraron en placas de 96 pocillos (Sarstedt) 

a razón de 50.000 células por pocillo para las pruebas de citotoxicidad 

celular; para las pruebas de morfología, captación diferencial de LDL, 

análisis de inflamación y apoptosis, se emplearon placas de 6 (150.000 

células) o 12 (100.000 células) pocillos para cultivo primario. En todos los 

casos, se esperó a que el cultivo alcanzara un 90% de confluencia antes 

de aplicar los tratamientos correspondientes. 

La solución madre de glucosa (2 M) se disolvió en medio de cultivo EMEM 

(del inglés, Eagle's Minimum Essential Medium) (Cat. Nº H3BE12-611F, 

Lonza) no suplementado. Se ha descrito el empleo de la combinación de 

PA y OA (PA/OA) para tratar cardiomiocitos simulando condiciones de 

DM2 in vitro, con un porcentaje menor de citotoxicidad en comparación 

con el uso de PA, se ensayó una condición diabética con la mezcla de 

ácidos grasos mencionada más arriba, a diferentes concentraciones. Las 

condiciones de cultivo celular que mimetizan el contexto diabético in vitro 
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se alcanzaron añadiendo suficiente cantidad de la solución madre de 

glucosa hasta una concentración final de 25 mM y PA o PA/OA 

preparados, al medio de cultivo EMEM, previamente suplementado con 

1% de FBS y 2% albúmina sérica bovina (BSA) libre de ácidos grasos (Cat. 

Nº A6003-25G, Sigma Aldrich). 

3.6.1 Ensayos de citotoxicidad celular en cardiomiocitos humanos 
AC16 en condiciones simulando DM2 en presencia de 
concentraciones crecientes de PA y PA/OA 

La prueba de citotoxicidad es una medida indirecta de toxicidad, ya que se 

basa en evaluar la actividad celular a través de la medición de la 

conversión de un sustrato. En este caso empleamos el ensayo MTT 

(bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difenil tetrazolio) basado en la 

conversión del MTT por las células vivas, en cristales de formazán, lo que 

determina la actividad mitocondrial.  

De forma a evaluar el efecto citotóxico del PA y de la mezcla equimolar de 

PA/OA en las condiciones con glucosa normal (5,5 mM) o elevada (25mM), 

se utilizaron concentraciones crecientes de PA y PA/OA y las células se 

incubaron por 24 h. Estos medios se prepararon según se representa en 

la Tabla 9 y se emplearon para el tratamiento de las células sembradas en 

placas de 96 pocillos. 

Tratamiento Medio de 
cultivo Suplementos 

Glucosa normal EMEM base 1% FBS; 2% BSA; concentración de glucosa 
5,5 mM propia del medio de cultivo 

Glucosa normal + PA EMEM base 
1% FBS; 2% BSA; PA 0,20; 0,40 y 1,00 mM; 
concentración de glucosa 5,5 mM propia del 
medio de cultivo 

Glucosa normal + 
PA/OA EMEM base 

1% FBS; 2% BSA; PA/OA 0,20; 0,40 y 1,00 
mM; concentración de glucosa 5,5 mM 
propia del medio de cultivo 

DM EMEM base 1% FBS; 2% BSA; glucosa 25 mM final 

DM + PA EMEM base 1% FBS; 2% BSA; glucosa 25 mM final; PA 
0,20; 0,40 y 1,00 mM 
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DM + PA/OA EMEM base 1% FBS; 2% BSA; glucosa 25 mM final; 
PA/OA 0,20; 0,40 y 1,00 mM 

Control positivo DMEM-F12 
completo ----------- 

Control negativo DMEM-F12 
completo 1% SDS 

Tabla 9. Medios de tratamientos empleados en el ensayo de citotoxicidad celular con 
cardiomiocitos humanos AC16 en condiciones mimetizantes de DM2 

Se emplearon triplicados por condición y se realizaron tres ensayos 

independientes con pases diferentes, aúnque próximos. De cada placa se 

descartó el medio de cultivo y posterior a ello, en cada pocillo se añadió 

200 μL del tratamiento correspondiente, se mantuvieron los cultivos en 

incubador, en una atmósfera a 37ºC y 5% de CO2. Pasadas 24 h, se 

descartaron los medios y se añadieron 100 μL de medio de cultivo DMEM-

F12 completo, 10 μL de MTT 10 mM (Cat Nº 57360-69-7, Sigma Aldrich) 

dejándose en incubación a 37ºC y 5% de CO2 durante 4 h.  

Posteriormente, se descartaron 75 μL de medio de cada pocillo y se 

añadieron 100 μL de DMSO a cada pocillo. Se dejó incubando a 37ºC y 

5% de CO2 por 10 min, tras lo cual se midió la absorbancia en el 

espectrofotómetro Beckman Coulter AD340, a una longitud de onda de 570 

nm, restando la absorbancia del filtro de referencia a 650 nm.  

3.6.2 Ensayo de acumulación de vesículas lipídicas en cardiomiocitos 
humanos AC16 

Los ensayos de acumulación de vesículas lipídicas se llevaron a cabo en 

cardiomiocitos AC16 sembradas sobre lentillas de vidrio previamente 

sometidas a un tratamiento para recubrirlas y lograr mejor adherencia de 

las células para garantizar la resistencia a la posterior fijación y tinción. 

Para el estudio de la esteatosis en cardiomiocitos AC16 inducida por 

PA/OA en condiciones miméticas de DM2, se emplearon concentraciones 

crecientes de la mezcla equimolar de PA/OA 0,2 mM; 0,4 mM y 1 mM. En 
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segundo lugar, para evaluar el efecto de las LDLox sobre la acumulación 

de vesículas lipídicas, se emplearon concentraciones crecientes de estas 

lipoproteínas y la mezcla equimolar de PA/OA a una concentración 

subcitotóxica final de 0,4 mM. En ambos diseños experimentales las 

células fueron expuestas durante 12 h a los estímulos. 

3.6.2.1 Fijación y tinción de vesículas lipídicas con Oil Red O (ORO) 
en cardiomiocitos humanos AC16 

Para evaluar la acumulación de lípidos se procedió a la tinción ORO (Cat. 

Nº O0625-25G, Sigma Aldrich) de las células fijadas. Esta técnica permite 

teñir los lípidos de rojo, de forma que puedan ser visualizados.  

Cada pocillo de la placa se lavó 2 veces con PBS pH=7,4, posteriormente 

se añadió 500 μL de formalina al 10% y se dejó actuar por 30 min para la 

fijación de las células. Seguidamente se descartó la formalina de cada 

pocillo y se añadió a cada uno 500 μL de isopropanol  al 60% durante 1 

min Se descartó el isopropanol y se adicionó 500 μL de ORO preparado 

con anterioridad (0,5 g de ORO disuelto en 200 mL de isopropanol durante 

1 h en agitación a 56ºC) durante 15 min Se lavó con 500 μL de agua 

destilada y se tiñó con 200 μL de solución de hematoxilina (Cat. Nº 

MHS16-500 ML, Sigma Aldrich) durante 3 min. Finalmente, se lavó con 

500 μL de agua de grifo y luego con igual cantidad de agua destilada. 

A través del microscopio óptico (Zeiss) se capturaron micrografías con la 

lente de inmersión (100x). La cuantificación de las vesículas lipídicas se 

realizó mediante el software AxioVision Rel 4.8, en donde se utilizó la 

herramienta de medición ‘‘outline’’, para cuantificar el área de las vesículas 

lipídicas y el de las células, en μm2, teniendo como referencia la escala de 

10 μm. 
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3.6.3 Análisis de la captación de LDLox en cardiomiocitos humanos 
AC16 

Las células fueron sembradas en las placas con lentillas (100.000 células 

por pocillo) e incubadas a 37ºC y 5% de CO2, una vez que alcanzaron la 

densidad celular adecuada, se trataron con los medios de cultivo que 

mimetizaron el contexto de hiperglicemia (glucosa 25 mM). 

Se emplearon LDL, LDLnat y LDLox, marcadas con el fluorocromo Dil y 

puestas en contacto con los cultivos celulares de cardiomiocitos, en 

presencia de inhibidores. En este estudio utilizamos como un inhibidor 

selectivo del LDLR una forma recombinante de la proteína RAP (del inglés, 

Receptor-Associated Protein) que se produjo y purificó en el laboratorio del 

Dr. Pablo Fuentes en nuestro instituto, este bloquea la acción del receptor 

de LDL y también de LRP1. Por otro lado, como inhibidor de CD36 se 

utilizaron SSO (Sulfo-N-Succinimidil Oleato, Cat. Nº SML2148-25MG, 

Merck) que se une irreversiblemente al receptor bloqueando su función in 

vitro y tamoxifeno (TAM) (Cat. Nº T2859-0.5G, Merck). Las 

concentraciones finales tanto de las LDL como de los inhibidores 

selectivos utilizados para los ensayos y el tiempo de incubación se fijaron 

mediante pruebas piloto previas. 

3.6.4 Análisis del efecto de FTY720/Fingolimod sobre la inflamación 
inducida por PA en cardiomiocitos humanos AC16 

A fin de evaluar si el tratamiento con la forma fosforilada de 

FTY720/Fingolimod ejercía algún efecto protector contra la inflamación 

inducida por PA, se emplearon los cardiomiocitos humanos AC16. Tras 

una prueba piloto para determinar el tiempo de exposición y la 

concentración de PA a utilizar para la inducción de inflamación, se fijaron 

las condiciones de los ensayos posteriores; PA a una concentración de 0,4 

mM y el tiempo de exposición a 16 h.  
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Para analizar el efecto de la forma fosforilada de FTY720/Fingolimod (Cat. 
Nº CAY-10006408. 1MG, Cayman Chemicals) sobre los cardiomiocitos, se 

procedió a sembrar células en placas de 12 pocillos e incubadas a 37ºC y 

5% de CO2. Al alcanzar la densidad celular adecuada, los cardiomiocitos 

se incubaron con la forma fosforilada de FTY720/Fingolimod disuelta en 

una solución madre en DMSO a 1mM y llevada a concentración final de 

100 nM en medio DMEM suplementado con 1% FBS y 2% BSA (se 

realizaron pruebas piloto para fijar esta concentración del fármaco, datos 

no mostrados) durante 1 h previo al estímulo del PA 0,4 mM. Como control, 

se emplearon cardiomiocitos AC16 expuestos al vehículo empleado para 

el fármaco y el PA (DMSO y etanol). 

Al transcurrir 16 h de exposición, se recolectaron los sobrenadantes de los 

cardiomiocitos y se almacenaron a -80ºC, hasta el análisis de las 

concentraciones de citoquinas IL-6 (Cat Nº DY206, Biotechne) y TNFα 

(Cat. Nº DY210, Biotechne) mediante kits ELISA comerciales, siguiendo 

las instrucciones del fabricante en colaboración con la Dra. Mercedes 

Camacho. 

3.6.5 Análisis del efecto de FTY720/Fingolimod sobre la apoptosis 
inducida por PA en cardiomiocitos humanos AC16 mediante 
citometría de flujo 

Para explorar si el FTY720/Fingolimod ejercía un efecto anti-apoptótico en 

cardiomiocitos humanos, se realizaron pruebas piloto (datos no 

mostrados) en las que se expusieron estas células a diferentes 

concentraciones de PA y tiempos de exposición para la inducción de 

apoptosis.  

Una vez fijadas las condiciones de ensayo (PA 0,4 mM y t=12h), se 

sembraron células en placas de 12 pocillos y se incubaron a 37ºC y 5% de 

CO2. Al conseguir la densidad celular conveniente, los cardiomiocitos se 
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incubaron con la forma fosforilada de FTY720/Fingolimod llevada a 

concentración final de 100 nM en medio DMEM suplementado con 1% FBS 

y 2% BSA durante 1 h previo al estímulo del PA. Como control, se 

emplearon cardiomiocitos AC16 expuestos al vehículo empleado para el 

fármaco y el PA. Posteriormente se procedió al marcaje de las células con 

Anexina V e ioduro de propidio (Cat. Nº A10788, Invitrogen), según el 

protocolo descrito por la casa comercial, y detectar las células marcadas 

con los anticuerpos utilizando el citómetro de flujo (MacsQuant Analyzer 

10, Miltenyi Biotec). 
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3.7 Análisis estadístico 

En general los datos se presentan como media ± desviación estándar de 

la media. Los análisis estadísticos se realizaron con el software Graph Pad 

Prism (GPAD, versión 8.0, San Diego, CA, USA). Las diferencias entre los 

grupos de ratones obesos y no obesos se determinaron mediante una 

prueba t de Mann-Whitney, sobre los parámetros corporales, bioquímicos 

plasmáticos y tisulares, los niveles de expresión génica y la abundancia 

relativa de proteínas. 

En lo que respecta a los modelos de DM2 (db/db y db/dbcat) en 

comparación con los no diabéticos (db/+), sobre los parámetros 

corporales, bioquímicos plasmáticos y tisulares, los niveles de expresión 

génica y la abundancia relativa de proteínas; se determinaron mediante 

una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de 

comparación múltiple de Dunn o un ANOVA paramétrico de una vía 

seguido de la prueba de comparación múltiple de Tukey, según el caso. 

Las relaciones entre las distintas variables se determinaron calculando los 

coeficientes de correlación de Pearson. En todos los casos, las diferencias 

entre los grupos se consideraron estadísticamente significativas cuando el 

valor P era <0,05. 
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4. RESULTADOS 
4.1 Evaluación de modelos animales de CMD 

4.1.1 Parámetros corporales y fenotipo 

Ratones obesos 

En la Tabla 10 se presentan los parámetros corporales medidos en el 

modelo de prediabetes, ratones obesos (db/+, alimentados con dieta rica 

en grasas durante 5 meses) en comparación con los ratones no obesos 

(db/+, alimentados con dieta de mantenimiento por 5 meses).  

Parámetros corporales No obeso Obeso P 

Peso corporal (g) 33,84 ± 0,85 42,81 ± 1,09 * <0,05 

Consumo de dieta (g/día) 2,76 ± 0,14 2,43 ± 0,20 0,17 

Consumo de bebida (mL/día) 4,69 ± 0,31 4,01 ± 0,21 0,14 

Hígado (g) 1,43 ± 0,09 2,18 ± 0,24 * <0,05 

Hígado/peso corporal 0,04 ± 0,00 0,05 ± 0,01 0,47 

Riñones (mg) 450 ± 25,26 424 ± 8,09 0,55 

Pulmones (mg) 165 ± 7,04 168 ± 3,69 0,52 

Corazón (mg) 162 ± 6,87 183 ± 4,37 * <0,05 

Corazón/peso corporal 0,004 ± 0,00 0,004 ± 0,00 0,16 

Longitud de tibia (mm) 19 ± 0,18 19 ± 0,22 0,49 

Corazón/longitud de tibia 8,63 ± 0,43 9,89 ± 0,26 * <0,05 

Tejido adiposo pericárdico (g) 0,07 ± 0,02 0,10 ± 0,01 0,06 

Tejido adiposo epididimal (g) 1,10 ± 0,07 2,42 ± 0,16 * <0,05 

Tejido adiposo total (g) 3,91 ± 0,22 7,40 ± 0,41 * <0,05 
 

Tabla 10. Parámetros corporales en ratones no obesos y obesos  
Los resultados se expresan como media ± error estándar de la media (n=7-18 ratones por 
grupo). Todos los parámetros se midieron al final del seguimiento de los ratones, a los 7 
meses de edad. A los 2 meses de edad, los ratones fueron alimentados con una dieta de 
mantenimiento o con una dieta rica en grasas. Se midió la ingesta de comida y agua al final 
del estudio, como se describe en Materiales y Métodos. Las diferencias estadísticamente 
significativas entre grupos para cada variable se determinaron mediante la prueba t de 
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Mann-Whitney; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05. En concreto, 
*p<0,05 frente al grupo no obeso. 

En los ratones db/+ alimentados con dieta rica en grasas, se indujo 

obesidad revelada por el aumento significativo del peso corporal (~1,28 

veces, p<0,05) en comparación con los ratones no obesos, independiente 

a que los grupos no exhibieron diferencias en la ingesta. Este incremento 

de peso fue causado principalmente por el aumento de la adiposidad total 

(~1,89 veces; p<0,05) respecto al no obeso y consecuentemente del 

mayor depósito en el tejido adiposo epididimal (~2,20 veces; p<0,05). 

Además, este fenotipo de obesidad inducida por la dieta cursó con 

aumentos en el peso del hígado y del corazón (~1,52 veces; p<0,05; ~1,13 

veces; p<0,05, respectivamente), en comparación con los del grupo 

alimentado con dieta de mantenimiento.  

Ratones diabéticos 

Como era de esperar en el modelo de DM2, db/db, el peso corporal fue 

mayor (~1,57 veces, p<0,05) en comparación con los ratones del grupo no 

diabésico (db/+) (Tabla 11). Este modelo animal cursó con polifagia y 

polidipsia, signos característicos de la DM y efectivamente, se observó un 

incremento en el consumo de comida y bebida en estos animales 

(consumo de comida: ~3,73 veces; p<0,05 y bebida: ~8,12 veces; p<0,05; 

respecto a los ratones no diabésicos). 

Sorprendentemente observamos un fenotipo distinto en un subgrupo de 

animales db/db, que durante el seguimiento mostraron una resistencia a la 

ganancia de peso como los otros congéneres (db/db) en algunos casos y 

en otros experimentaron una regresión en su peso corporal, resultando al 

final del período de seguimiento (4 meses de edad), en una pérdida de 

peso y de adiposidad (Tabla 11). Cabe destacar que esto último no se 

relacionó con cambios en la ingesta ni en el consumo de bebida, en 

comparación con la pauta mostrada por el grupo db/db. Por ello optamos 
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por estudiarlos como un grupo separado, ya que mostraron signos más 

acentuados característicos de la DM2, y los denominamos diabéticos 

catabólicos (db/dbcat). En este grupo, se presentó una disminución 

significativa del peso corporal (~27%; p<0,05), en comparación con el 

modelo de db/db, y no difirió del promedio de peso del grupo db/+ (no 

diabésico). 

En cuanto al peso del hígado, éste se incrementó significativamente en 

ambos grupos de ratones diabéticos (~2,03 veces db/db y ~1,78 veces 

db/dbcat;  p<0,05 respectivamente) en comparación con los ratones db/+. 

El fenotipo db/dbcat también presentó un aumento del peso del riñón (~1,30 

veces; p<0,05) respecto al grupo db/+. 

La adiposidad fue significativamente mayor en ambos grupos de ratones 

diabéticos (tejido adiposo total: ~5,84 veces en db/db; ~3,24 veces en 

db/dbcat; p<0,05 respectivamente) en comparación con los ratones de no 

diabésicos. Sin embargo, el modelo db/dbcat presentó una menor 

acumulación de tejido adiposo total respecto al db/db (~45%, p<0,05) y, 

por ende, se acompañó de cambios significativos a la baja en los tejidos 

adiposo epididimal (~31%; p<0,05) y pericárdico (~45%; p<0,05) en 

comparación con sus congéneres del modelo db/db.  



119 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 11. Parámetros corporales medidos en ratones db/+ y diabéticos db/db y db/dbcat 
Los resultados se expresan como media ± error estándar de la media (n=10-17 ratones por grupo). Todos los parámetros se midieron al final del 
seguimiento de los ratones, a los 4 meses de edad. A los 2 meses de edad, los ratones fueron alimentados con una dieta de mantenimiento. Se 
midió la ingesta de comida y agua al final del estudio, como se describe en Materiales y Métodos. Las diferencias estadísticamente significativas 
entre grupos para cada variable se determinaron mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba posterior de Dunn; 
las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05. En concreto, *p<0,05 y † p<0,05 frente al grupo db/db.

Parámetros corporales db/+ db/db db/dbcat P 

Peso corporal (g) 29,24 ± 0,60 45,88 ± 1,26 * 33,64 ± 1,22 † <0,05 

Consumo de dieta (g/día) 2,59 ± 0,21 9,68 ± 1,07 * 10,17 ± 4,82 <0,05 

Consumo de bebida (mL/día) 4,41 ± 0,25 35,82 ± 3,91 * 26,06 ± 4,17 * <0,05 

Hígado (g) 1,27 ± 0,03 2,58 ± 0,10 * 2,26 ± 0,08 * <0,05 

Hígado/peso corporal 0,04 ± 0,00 0,06 ± 0,00 * 0,07 ± 0,00 * <0,05 

Riñones (mg) 361 ± 8,56 410 ± 18,61 468 ± 31,29 * <0,05 

Pulmones (mg) 140 ± 5,62 139 ± 5,62 145 ± 4,47 0,46 

Corazón (mg) 155 ± 4,23 144 ± 4,33 142 ± 3,63 0,08 

Corazón/peso corporal 0,005 ± 9,70e-01 0,003 ± 6,80e-01 * 0,004 ± 0,05 † <0,05 

Longitud de tibia (mm) 19 ± 0,24 18 ± 0,15 * 17 ± 0,18 * <0,05 

Corazón/longitud de tibia 8,27 ± 0,21 8,15 ± 0,28 8,27 ± 0,30 0,70 

Tejido adiposo pericárdico (g) 0,06 ± 0,01 0,11 ± 0,01 * 0,06 ± 0,01 † <0,05 

Tejido adiposo epididimal (g) 0,64 ± 0,04 2,35 ± 0,10 * 1,62 ± 0,09 * † <0,05 

Tejido adiposo total (g) 2,19 ± 0,15 12,80 ± 0,68 * 7,10 ± 0,64 * † <0,05 
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4.1.1a Bioquímica plasmática  

Ratones obesos 

Este modelo de prediabetes e insulinoresistencia se acompañó de un 
aumento de los niveles de colesterol total (~2,25 veces; p<0,05) (Tabla 12). 

En cuanto a los niveles de las enzimas hepáticas, hubo un incremento de 

las mismas (ALT: ~2,68 veces; p<0,05; AST: ~2 veces; p<0,05) y de los 

parámetros renales (BUN: ~1,36 veces; p<0,05) respecto al grupo no 

obeso, lo que sugeriría alteraciones hepáticas y renales en los ratones 

obesos (Tabla 12). 

 
Tabla 12. Parámetros bioquímicos medidos en el plasma de los ratones no obesos y 
obesos 
Los resultados se expresan como media ± error estándar de la media (n=7-18 ratones por 
grupo). Todos los parámetros se midieron al final del seguimiento de los ratones, a los 7 
meses de edad. A los 2 meses de edad, los ratones fueron alimentados con una dieta de 
mantenimiento o con una dieta rica en grasas. Las diferencias estadísticamente 
significativas entre grupos para cada variable se determinaron mediante la prueba t de 
Mann-Whitney; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05. En concreto, 
*p<0,05 frente al grupo no obeso. Abreviaturas: ALT (Alanina aminotransferasa); AST 
(Aspartato aminotransferasa); BUN (del inglés, Blood Urea Nitrogen); HDL (del inglés, High-
Density Lipoprotein); AGL (Ácidos Grasos Libres). 
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Ratones diabéticos 

En lo que se refiere a la bioquímica plasmática se observó un aumento de 

los niveles de colesterol total (~1,24 veces; p<0,05 en db/db y ~1,25 veces; 

p<0,05 en db/dbcat) en ambos grupos diabéticos, principalmente por el 

incremento en el colesterol HDL (~1,44 veces; p<0,05) en db/db en 

comparación con los ratones no diabésicos (Tabla 13). En la fracción de 

no-HDL, es llamativo el aumento significativo observado en el modelo de 

diabetes catabólica (~1,79 veces; p<0,05) en comparación con modelo 

db/db.  

Bioquímica 
plasmática db/+ db/db db/dbcat P 

ALT (U/L) 36 ± 2,87 185 ± 30,78 * 148 ± 25,68 * <0,05 

AST (U/L) 153 ± 23,43 359 ± 65,02 * 286± 50,46 * <0,05 

Creatinina (µM) 0,03 ± 0,00 0,05 ± 0,00 * 0,06 ± 0,00 * <0,05 

BUN (µM) 5,47 ± 0,30 6,75 ± 0,56 6,50 ± 0,50 0,27 

Colesterol total (mM) 2,58 ± 0,05 3,20 ± 0,16 * 3,22 ± 0,19 * <0,05 

Colesterol HDL (mM) 1,89 ± 0,09 2,73 ± 0,12 * 2,37 ± 0,17 <0,05 
Colesterol no-HDL 
(mM) 0,68 ± 0,06 0,47 ± 0,06 0,84 ± 0,11 † <0,05 

Triglicéridos (mM) 0,86 ± 0,08 1,49 ± 0,12 * 1,45 ± 0,15 * <0,05 

AGL (mM) 0,94 ± 0,06 1,22 ± 0,12 1,46 ± 0,16 0,10 

 

Tabla 13. Parámetros bioquímicos medidos en el plasma de los ratones db/+ y 
diabéticos db/db y db/dbcat 
Los resultados se expresan como media ± error estándar de la media (n=11-14 ratones por 
grupo). Todos los análisis se realizaron en ratones de 4 meses de edad. Las diferencias 
estadísticamente significativas entre los grupos para cada variable se determinaron 
mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba posterior de 
Dunn; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo de 
control. En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+; † p<0,05 frente al grupo db/db.  

Los ratones diabéticos presentaron una mayor dislipidemia, como 

demuestra el marcado aumento de los niveles plasmáticos de triglicéridos 

(~1,73 veces; p<0,05; ~1,69 veces; p<0,05; en db/db y db/dbcat, 

respectivamente) en comparación con los ratones no diabésicos.  
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Los modelos animales de diabetes cursaron con alteraciones en las 

enzimas hepáticas (ALT: ~5,13 veces y ~4,11 veces; p<0,05; AST: ~2,34 y 

1,86 veces p<0,05 en db/db y db/dbcat, respectivamente) y en los 

parámetros de la función renal (creatinina: ~1,66 veces y ~2 veces; p<0,05 

en db/db y db/dbcat, respectivamente), todo esto en comparación con los 

ratones no diabésicos. 

4.1.1b Metabolismo de la Glucosa 

Ratones obesos 

En los ratones con obesidad inducida por la alimentación con la dieta rica 

en grasas, la bioquímica plasmática mostró alteración de la señalización 

de la insulina, revelada por la hiperinsulinemia (insulina: ~2,15 veces; 

p<0,05 Tabla 14), comparada con el no obeso. Los demás parámetros 

medidos no exhibieron modificaciones en este modelo animal. 

Bioquímica plasmática No obeso Obeso P 

Glucosa (mM) 11,93 ± 0,27 11,88 ± 0,28  0,89 

Insulina (ng/L) 0,81 ± 0,10  1,74 ± 0,27 * <0,05 

Glucosa x insulina 4,79 ± 1,09 5,87 ± 0,89 0,65 

Adipo-IR 0,02 ± 0,00 0,03 ± 0,01 0,12 

Adiponectina (ng/mL) 3621 ± 570 3802 ± 408 0,56 

Tabla 14. Parámetros bioquímicos de la homeostasis de la glucosa, medidos en el 
plasma de los ratones no obesos y obesos 
Los resultados se expresan como media ± error estándar de la media (n=8-11 ratones por 
grupo). Todos los parámetros se midieron al final del seguimiento de los ratones, a los 7 
meses de edad. A los 2 meses de edad, los ratones fueron alimentados con una dieta 
mantenimiento o con una dieta rica en grasas. Las diferencias estadísticamente 
significativas entre grupos para cada variable se determinaron mediante la prueba t de 
Mann-Whitney; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05. En concreto, 
*p<0,05 frente al grupo no obeso. 

A continuación se muestran los resultados de la evaluación del 

metabolismo de la glucosa en los ratones obesos en comparación con los 

no obesos. 
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Como cabía esperar el grupo con obesidad presentó un metabolismo de 
la glucosa alterado (Figura 11), dado el aumento significativo en el área 

bajo la curva respecto a los no obesos. 

 

Figura 11. Análisis funcional del metabolismo de la glucosa: Prueba de Tolerancia 
Oral a la Glucosa, en ratones no obesos y obesos 
A) la prueba de PTOG se realizó en ratones de 4 h de ayuno. Los niveles de glucosa en 
sangre se midieron a los 0, 15, 30, 60, 120 y 180 min después de una inyección 
intraperitoneal de glucosa (2 g/kg). B) Área bajo la curva de las curvas asociadas al PTOG 
(n=5 ratones por grupo). Los ratones tenían 7 meses de edad y la prueba se realizó una 
semana antes de la eutanasia. Las diferencias estadísticamente significativas entre grupos 
para cada variable se determinaron mediante la prueba t de Mann-Whitney; las diferencias 
se consideraron significativas cuando p<0,05. En concreto, *p<0,05 frente al grupo no 
obeso. Abreviatura: PTOG (Prueba de Tolerancia Oral a la Glucosa). 
 

 

Figura 12. Análisis funcional del metabolismo de la glucosa: Prueba de Tolerancia a 
la Insulina, en ratones no obesos y obesos 
(A) la prueba de PTI se realizó en ratones de 4 h de ayuno. Los niveles de glucosa en 
sangre se midieron a los 0, 15, 30, 60, 120 y 180 min después de una inyección 
intraperitoneal de insulina (0,9 U/kg). (B) Área bajo la curva de las curvas asociadas al PTI 
(n=5 ratones por grupo). Los ratones tenían 7 meses de edad y la prueba se realizó una 
semana antes de la eutanasia. Las diferencias estadísticamente significativas entre grupos 
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para cada variable se determinaron mediante la prueba t de Mann-Whitney; las diferencias 
se consideraron significativas cuando p<0,05. En concreto, *p<0,05 frente al grupo no 
obeso. Abreviatura: PTI (Prueba de Tolerancia a la Insulina). 

La captación de glucosa estimulada por la insulina en los ratones obesos 

disminuyó significativamente respecto al grupo no obeso, sugiriendo así 

que la sensibilidad a la insulina se encuentra afectada en este modelo de 

prediabetes (Figura 12). 

Ratones diabéticos 

En los modelos de ratones diabéticos, como era de esperar, la bioquímica 

plasmática reveló hiperglucemia (Tabla 15) en ambos grupos (glucosa: 

~4,36 veces y ~4,65 veces; p<0,05 en db/db y db/dbcat, respectivamente) 

en comparación con los controles no diabésicos. Esto acompañado por el 

aumento significativo en las concentraciones de insulina en los db/db 

respecto al control (insulina: ~3,68 veces, p<0,05). La concentración de 

insulina en plasma de ratones db/dbcat aúnque disminuida fue comparable 

a la del no diabésico; por otro lado, se observó una disminución 

significativa respecto al db/db (insulina: ~62%, p<0,05). 

Concomitantemente, en el modelo db/db se presentaron incrementos en 

el parámetro de Glucosa x Insulina (~13,48 veces, p<0,05) y Adipo-IR 

(~6,00 veces; p<0,05), que comúnmente revelan la resistencia global a la 

insulina y la específica del tejido adiposo, respecto a los no diabésicos. En 

los ratones db/dbcat, la Glucosa x Insulina se encontró significativamente 

aumentado (~7,43 veces, p<0,05) comparado al grupo no diabésico. Sin 

embargo, el índice Adipo-IR no presentó cambios significativos respecto al 

no diabésico. En cuanto a los niveles de adiponectina detectados en estos 

grupos experimentales, se observó una disminución significativa (~37%; 

p<0,05) en el modelo db/dbcat respecto al grupo db/+. 
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Tabla 15. Parámetros bioquímicos de la homeostasis de la glucosa, medidos en el 
plasma de los ratones db/+ y diabéticos db/db y db/dbcat 
Los resultados se expresan como media ± error estándar de la media (n=10-12 ratones por 
grupo). Todos los análisis se realizaron en ratones de 4 meses de edad. Las diferencias 
estadísticamente significativas entre los grupos para cada variable se determinaron 
mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba posterior de 
Dunn; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo db/+. En 
concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+; † p<0,05 frente al grupo db/db. 

Para evaluar el metabolismo de la glucosa en los dos modelos animales 

de diabetes, db/db y db/dbcat, en comparación con los no diabésicos, 

también realizamos una PTOG y la de PTI, en los ratones a 4 meses de 

edad (una semana antes del final del seguimiento).  Como se muestra en 

la figura 13, ambos grupos de animales db/db y db/dbcat, presentaron un 

patrón metabólico de la glucosa alterado, revelado por el aumento en el 

área bajo la curva respecto a los controles no diabésicos. 

 
Figura 13. Análisis funcional del metabolismo de la glucosa: Prueba de Tolerancia 
Oral a la Glucosa, en ratones db/+ y diabéticos db/db y db/dbcat 

Bioquímica 
plasmática db/+ DM2 met. DM2 cat. P 

Glucosa (mM) 10,51 ± 0,51 45,89 ± 2,13 * 48,85 ± 1,55 
* <0,05 

Insulina (ng/L) 0,59 ± 0,08 2,17 ± 0,36 * 0,82 ± 0,12 † <0,05 

Glucosa x Insulina 2,92 ± 0,53 39,35 ± 8,46 * 21,70 ± 3,14 
* <0,05 

Adipo-IR 0,01 ± 0,00 0,06 ± 0,01 * 0,03 ± 0,01 <0,05 
Adiponectina 
(ng/mL) 3676 ± 247 3110 ± 542 2310 ± 216 * <0,05 
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A) la prueba de PTOG se realizó en ratones de 4 h de ayuno. Los niveles de glucosa en 
sangre se midieron a los 0, 15, 30, 60, 120 y 180 min después de una inyección 
intraperitoneal de glucosa (2 g/kg). B) Área bajo la curva de las curvas asociadas al PTOG 
(n=7-11 ratones por grupo). Los ratones tenían 4 meses de edad y la prueba se realizó una 
semana antes de la eutanasia. Las diferencias estadísticamente significativas entre los 
grupos para cada variable se determinaron mediante una prueba no paramétrica de 
Kruskal-Wallis, seguida de la prueba posterior de Dunn; las diferencias se consideraron 
significativas cuando p<0,05 frente al grupo db/+. En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+. 
Abreviatura: PTOG (Prueba de Tolerancia Oral a la Glucosa). 
 

En cuanto a la captación de glucosa estimulada por la insulina, esta se 

encontró disminuida en los modelos diabéticos estudiados (Figura 14). Lo 

que sugiere alteraciones en la sensibilidad a la insulina en los ratones 

diabéticos tanto metabólicos como catabólicos, respecto al grupo no 

diabésico. 

En conjunto, nuestros resultados mostraron una perturbación en la 

homeostasis de la glucosa en los modelos animales de DM2 empleados. 

 
Figura 14. Análisis funcional del metabolismo de la glucosa: Prueba de Tolerancia a 
la Insulina, en ratones db/+ y diabéticos db/db y db/dbcat 
A) la prueba de PTI se realizó en ratones de 4 h de ayuno. Los niveles de glucosa en sangre 
se midieron a los 0, 15, 30, 60 y 120 min después de una inyección intraperitoneal insulina 
(0,9 U/kg). B) Área bajo la curva de las curvas asociadas al PTI (n=7-11 ratones por grupo). 
Los ratones tenían 4 meses de edad y la prueba se realizó una semana antes de la 
eutanasia. Las diferencias estadísticamente significativas entre los grupos para cada 
variable se determinaron mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, seguida 
de la prueba posterior de Dunn; las diferencias se consideraron significativas cuando 
p<0,05 frente al grupo db/+. En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+. Abreviatura: PTI 
(Prueba de Tolerancia a la Insulina). 
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4.1.1c Funcionalidad cardíaca 

Ratones obesos 

La exploración de la funcionalidad cardíaca se abordó mediante 

ecocardiografía, analizando las funciones sistólica y diastólica. 

A pesar de la disminución significativa en el tiempo de eyección de la 

válvula mitral (MV ET: 26%; p<0,05) en los ratones obesos, en general la 

función diastólica no se encontró alterada en el modelo de obesidad 

inducida por la dieta rica en grasas, en comparación con los del grupo no 

obeso (Tabla 16). 

Parámetros 
Función diastólica No obeso Obeso P 

AET (ms) 52,77 ± 2,56 48,30 ± 2,68 0,23 

IVCT (ms) 15,78 ± 1,28 18,24 ± 2,18 0,73 

IVRT (ms) 21,99 ± 0,55 21,45 ± 1,34 0,70 

MV A (mm/s) 435,7 ± 21,69 369,3 ± 42,76 0,63 

MV E (mm/s) 732,2 ± 29,47 658,2 ± 64,30 0,29 

MV ET (ms) 78,87 ± 4,82 57,95 ± 1,72 * <0,05 

MV E/A 1,69 ± 0,05 1,83 ± 0,08 0,37 
 

Tabla 16. Análisis de la función diastólica medidos en ratones no obesos y obesos 
Los resultados se presentan como medias ± error estándar de la media (n=7 ratones por 
grupo). Todos los análisis ecocardiográficos se midieron al final del seguimiento de los 
ratones, a los 7 meses de edad. Las diferencias estadísticamente significativas entre 
grupos para cada variable se determinaron mediante la prueba t de Mann-Whitney; las 
diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05. En concreto, *p<0,05 frente al 
grupo no obeso. Abreviaturas: AET (del inglés, Aortic Ejection Time); IVCT (del inglés, 
Isovolumetric Contraction Time); IVRT (del inglés, Isovolumetric Relaxation Time); MV A 
(del inglés, Mitral A-wave velocity); MV E (Mitral E-wave velocity); MV ET (del inglés, Mitral 
Valve Ejection Time); MV E/A (del inglés, Mitral valve E/A ratio). 
 

La función sistólica se encontró preservada en este modelo animal, 

revelada por el porcentaje de las fracciones de eyección (%EF) y 

acortamiento (%FS) que se mantuvieron a niveles similares a los ratones 

no obesos (Tabla 17). El hallazgo más interesante en este modelo fue el 
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aumento significativo de la masa del ventrículo izquierdo (~1,43 veces; 

p<0,05) respecto al grupo no obeso. Esto se acompañó del incremento en 

el diámetro interno del ventrículo tanto en sístole (LVID) (~1,21 veces; 

p<0,05) como en diástole (~1,17 veces; p<0,05), reflejando así cambios en 

el remodelado cardíaco. 

Parámetros 
Función sistólica No obeso Obeso P 

LVAW (d) (mm) 0,95 ± 0,06 0,99 ± 0,05 0,47 

IVS (d) (mm) 0,86 ± 0,08 0,91 ± 0,05 0,94  

LVID (d) (mm) 3,66 ± 0,10 4,28 ± 0,10 * <0,05 

LVPW (d) (mm) 0,88 ± 0,05 0,94 ± 0,05 0,29 

LVAW (s) (mm) 1,35 ± 0,11 1,45 ± 0,05 0,51 

IVS (s) (mm) 1,38 ± 0,07 1,32 ± 0,06 0,84 

LVID (s) (mm) 2,56 ± 0,18 3,11 ± 0,18 * <0,05 

LVPW (s) (mm) 1,21 ± 0,11 1,30 ± 0,04 0,23 

%EF 62,33 ± 6,55 53,55 ± 4,18 0,43 

%FS 33,94 ± 4,71 27,74 ± 2,45 0,43 

LV mass (mg) 117 ± 3,45 168 ± 16,25 * <0,05 

LV vol (d) (μL) 60,24 ± 2,42 82,79 ± 4,63 * <0,05 

LV vol (s) (μL) 23,12 ± 4,53 39,38 ± 6,14 * <0,05 
 

Tabla 17. Análisis de la función sistólica medidos en ratones no obesos y obesos 
Los resultados se presentan como medias ± error estándar de la media (n=7 ratones por 
grupo). Todos los análisis ecocardiográficos se midieron al final del seguimiento de los 
ratones, a los 7 meses de edad. Las diferencias estadísticamente significativas entre 
grupos para cada variable se determinaron mediante la prueba t de Mann-Whitney; las 
diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05. En concreto, *p<0,05 frente al 
grupo no obeso.  Abreviaturas: LVAW (del inglés, Left Ventricle anterior wall); IVS (del 
inglés, Interventricular Septal Thickness); LVID (del inglés, Left Ventricle Internal 
Dimension); LVPW (del inglés, Left Ventricle posterior wall); %EF (Ejection Fraction); %FS 
(Fractional Shortening); LV mass (del inglés, Left Ventricle mass); LV vol (Left Ventricle 
volume); d (diástole) y s (sístole). 
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Ratones diabéticos 

En los modelos animales db/db y db/dbcat se procedió a la exploración de 

la funcionalidad cardíaca mediante ecocardiografía, al final del período de 

seguimiento (4 meses de edad). Los parámetros cardíacos de función 

diastólica y sistólica determinados se muestran en la tablas 18 y 19. 

La función diastólica en el modelo db/db presentó varias alteraciones, 

entre ellas un incremento significativo (~1,27 veces; p<0,05) del tiempo de 

relajación del ventrículo izquierdo (del inglés, Isovolumic Relaxation Time) 

respecto al no diabésico (Tabla 18). Las ondas activa (onda A) y pasiva 

(onda E) disminuyeron en este modelo en un 42% (p<0,05) y 35% 

(p<0,05), respectivamente en comparación con los animales no diabésicos 

analizados a la misma edad. Este deterioro observado en el grupo 

diabésico se acompañó además del aumento significativo (~1,31 veces; 

p<0,05) en el tiempo de eyección de la válvula mitral (del inglés, Mitral 

Valve Ejection Time) y consecuentemente, la relación entre las ondas E/A 

se vio aumentada (~1,16 veces; p<0,05) respecto al no diabésico. Este 

conjunto de alteraciones indicó que el modelo animal de diabetes presentó 

signos de disfunción diastólica, una de las principales características de la 

CMD. Comprobamos con esto que el tiempo de seguimiento empleado fue 

adecuado para observar la presencia de esta patología, objeto de nuestro 

estudio. 

En cuanto al modelo de diabetes más avanzada (db/dbcat), se observaron 

cambios similares a los ya descritos en ratones db/db (Tabla 18). El tiempo 

de relajación también se vio aumentado de manera significativa (IVRT: 

~1,20 veces; p<0,05) en estos animales en comparación con los no 

diabésicos. Curiosamente las ondas E y A aúnque se encontraron 

ligeramente disminuidas, el cambio observado no fue significativo respecto 

al grupo no diabésico pero sí en comparación con el grupo db/db. Este fue 
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un hallazgo destacable de nuestro estudio, ya que es la primera vez que 

se reportan datos cardíacos en este fenotipo (db/dbcat). A pesar de todo lo 

expuesto, el modelo de diabetes exacerbada también presentó un 

incremento significativo en la relación de las ondas E/A (~1,17 veces; 

p<0,05), respecto al grupo no diabésico. Estos datos revelaron signos de 

CMD en el modelo db/dbcat. 

Por lo tanto, tras la exploración de la funcionalidad cardíaca en ambos 

grupos experimentales de DM2, se puso en evidencia que estos son 

adecuados para el estudio de la CMD dentro del rango de edad reportado. 

 
 

Tabla 18. Análisis de la función diastólica medidos en ratones db/+ y diabéticos db/db 
y db/dbcat 
Los resultados se presentan como medias ± error estándar de la media (n=6-7 ratones por 
grupo). Todos los análisis ecocardiográficos se llevaron a cabo al finalizar el seguimiento, 
a los 4 meses de edad. Las diferencias estadísticamente significativas entre los grupos 
para cada variable se determinaron mediante una prueba paramétrica de ANOVA seguida 
del post-test de Tukey; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente 
al grupo db/+. En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+ y †p<0,05 frente al grupo db/db. 
Abreviaturas: AET (del inglés, Aortic Ejection Time); IVCT (del inglés, Isovolumetric 
Contraction Time); IVRT (del inglés, Isovolumetric Relaxation Time); MV A (del inglés, Mitral 
A-wave velocity); MV E (Mitral E-wave velocity); MV ET (del inglés, Mitral Valve Ejection 
Time); MV E/A (del inglés, Mitral valve E/A ratio). 

En la tabla 19 se presentan los parámetros evaluados en la función 

sistólica. En nuestros modelos animales de DM2, se observaron que 

ambas fracciones de eyección %EF y acortamiento %SF (del inglés, 

Parámetros 
Función diastólica db/+ db/db db/dbcat P 

AET (ms) 55,17 ± 2,28  58,36 ± 2,42  53,59 ± 2,22  0,35 

IVCT (ms) 19,78 ± 2,26 21,24 ± 1,33 18,70 ± 0,85 0,52 

IVRT (ms) 23,00 ± 0,54 29,19 ± 1,01 * 27,62 ± 1,29 * <0,05 

MV A (mm/s) 412,8 ± 32,25  236,7 ± 19,32 * 337,7 ± 27,05 † <0,05 

MV E (mm/s) 639,3 ± 55,46 416,9 ± 27,49 * 600,4 ± 35,81 † <0,05 

MV ET (ms) 69,68 ± 3,12 90,94 ± 3,08 * 75,24 ± 8,74 <0,05 

MV E/A 1,54 ± 0,02 1,78 ± 0,05 * 1,80 ± 0,08 * <0,05 
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Ejection Fraction y Shortening Fraction, respectivamente), se encontraron 

preservadas en los grupos experimentales, db/db y db/dbcat, en 

comparación con los animales no diabésicos. 

 

Tabla 19. Análisis de la función sistólica en ratones db/+ y diabéticos db/db y db/dbcat 
Los resultados se presentan como medias ± error estándar de la media (n=6-7 ratones por 
grupo). Todos los análisis ecocardiográficos se llevaron a cabo al finalizar el tratamiento, a 
los 4 meses de edad. Las diferencias estadísticamente significativas entre los grupos para 
cada variable se determinaron mediante una prueba paramétrica de ANOVA seguida del 
post-test de Tukey; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al 
grupo db/+. En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+. Abreviaturas: LVAW (del inglés, Left 
Ventricle anterior wall); IVS (del inglés, Interventricular Septal Thickness); LVID (del inglés, 
Left Ventricle Internal Dimension); LVPW (del inglés, Left Ventricle posterior wall); %EF 
(Ejection Fraction); %FS (Fractional Shortening); LV mass (del inglés, Left Ventricle mass); 
LV vol (Left Ventricle volume); d (diástole) y s (sístole). 

Es importante destacar que el grupo de db/db cursó además con una 

disminución significativa del tamaño del ventrículo izquierdo (~18%; 

p<0,05) y la consecuente disminución del tamaño de la paredes anterior 

(LV AW, d: ~22% p<0,05) y posterior del ventrículo (LV PW, d: ~16% 

p<0,05), respecto al control no diabésico. No obstante, en el grupo de 

db/dbcat, no se reportaron cambios a esos niveles. En conjunto esto indicó 

Parámetros 
Función sistólica db/+ db/db db/dbcat P 

LVAW (d) (mm) 0,90 ± 0,08  0,70 ± 0,04 * 0,84 ± 0,03 <0,05 

IVS (d) (mm) 0,91 ± 0,06 0,77 ± 0,03 0,81 ± 0,05 0,14 

LVID (d) (mm) 3,88 ± 0,08 3,64 ± 0,08 3,83 ± 0,15 0,29 

LVPW (d) (mm) 0,88 ± 0,03 0,74 ± 0,02 * 0,80 ± 0,03 <0,05 

LVAW (s) (mm) 1,42 ± 0,08 1,22 ± 0,07 1,32 ± 0,06 0,17 

IVS (s) (mm) 1,38 ± 0,08 1,20 ± 0,06 1,28 ± 0,08 0,25 

LVID (s) (mm) 2,62 ± 0,14 2,60 ± 0,12 2,77 ± 0,24 0,75 

LVPW (s) (mm) 1,25 ± 0,06 1,05 ± 0,03 * 1,14 ± 0,05 <0,05 

%EF 61,27 ± 3,80 55,57 ± 3,05 58,34 ± 3,05 0,48 

%FS 32,64 ± 2,61 28,65 ± 2,08 30,59 ± 2,20 0,48 

LV mass (mg) 118,5 ± 4,28 96,26 ± 3,64 * 112,6 ± 7,56 <0,05 

LV vol (d) (μL) 63,26 ±4,54 56,24 ± 2,96 64,06 ± 6,17 0,42 

LV vol (s) (μL) 25,13 ± 3,65 25,35 ± 2,60 27,21 ± 3,89 0,89 
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que la función sistólica se encontró preservada en ambos modelos 

estudiados, otra característica distintiva de la CMD. 
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4.1.2 Análisis del perfil de lípidos y esfingolípidos mediante 
Resonancia Magnética Nuclear o Cromatografía Líquida acoplada a 
Espectrometría de Masas  

4.1.2a Evaluación de los niveles de lípidos en miocardio e hígado por 
Resonancia Magnética Nuclear  

Ratones obesos 

Los parámetros lipídicos miocárdicos y hepáticos se muestran en la tabla 

20. No se observaron cambios significativos en la composición lipídica en 

miocardio de los ratones obesos comparados con los no obesos, aúnque 

el porcentaje del colesterol libre presentó una tendencia a estar elevado 

en este tejido. 

 
Tabla 20. Análisis del perfil de lípidos en miocardio de ratones no obesos y obesos  
Los resultados se expresan como media ± error estándar de la media (n=5 ratones por 
grupo). Todos los parámetros se midieron al final del seguimiento de los ratones, a los 7 
meses de edad. Las diferencias estadísticamente significativas entre grupos para cada 
variable se determinaron mediante la prueba t de Mann-Whitney; las diferencias se 
consideraron significativas cuando p<0,05.  
 

En cuanto a los parámetros lipídicos a nivel hepático, los ratones obesos 

cursaron con una ligera disminución en el porcentaje de colesterol libre y 

un marcado incremento en el porcentaje de triglicéridos respecto al grupo 

no obeso (Tabla 21).  

  

Lípidos en Miocardio No obeso Obeso P 
% Esteres de Colesterol 0,29 ± 0,04 0,34 ± 0,04 0,42 

% Colesterol libre 9,98 ± 0,63 14,20 ± 2,00 0,06 

% Triglicéridos 3,53 ± 1,16 2,81 ± 0,34 >0,99 
% Fosfolípidos 86,20 ± 0,56 82,70 ± 2,07 0,10 
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Tabla 21. Análisis del perfil de lípidos en hígado de ratones no obesos y obesos 
Los resultados se expresan como media ± error estándar de la media (n=5 ratones por 
grupo). Todos los parámetros se midieron al final del seguimiento de los ratones, a los 7 
meses de edad. Las diferencias estadísticamente significativas entre grupos para cada 
variable se determinaron mediante la prueba t de Mann-Whitney; las diferencias se 
consideraron significativas cuando p<0,05. En concreto, *p<0,05 frente al grupo no obeso. 
 

Ratones diabéticos 

En los modelos animales de DM2, también se determinaron las 

concentraciones de los diversos tipos de ácidos grasos, tanto en miocardio 

como en hígado.  

En la tabla 22 se presentan los resultados del perfil de lípidos en tejido 

miocárdico; el grupo db/db no exhibió cambios significativos, en cambio en 

los ratones db/dbcat el porcentaje de triglicéridos se encontró aumentado 

respecto al no diabésico. 

 

Tabla 22. Análisis del perfil de lípidos en miocardio de ratones db/+ y diabéticos 
db/db y db/dbcat 
Los resultados se expresan como media ± error estándar de la media (n=5 ratones por 
grupo). Todos los análisis se realizaron en ratones de 4 meses de edad. Las diferencias 
estadísticamente significativas entre los grupos para cada variable se determinaron 
mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba posterior de 
Dunn; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo db/+. En 
concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+. 

Lípidos en Hígado No obeso Obeso P 

% Esteres de Colesterol 3,28 ± 0,30 3,73 ± 0,47 0,41 

% Colesterol libre 11,00 ± 1,02 7,75 ± 0,54 * <0,05 

% Triglicéridos 15,60 ± 6,00 40,10 ± 4,80 * <0,05 

% Fosfolípidos 70,10 ± 4,91 48,40 ± 3,82 * <0,05 

Lípidos en 
Miocardio db/+ db/db db/dbcat P 
% Esteres de 
Colesterol 0,41 ± 0,14 0,44 ± 0,11 0,83 ± 0,23 0,11 

% Colesterol libre 10,06 ± 0,26 9,84 ± 0,54 9,25 ± 0,92 0,62 

% Triglicéridos 4,38 ± 1,10 11,19 ± 1,23 11,42 ± 1,56 * <0,05 
% Fosfolípidos 85,14 ± 1,20 79,01 ± 0,67 77,90 ± 1,92 * <0,05 
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Los lípidos a nivel hepático (Tabla 23) mostraron un aumento significativo 

en el porcentaje de triglicéridos en ratones db/db, respecto a los ratones 

no diabésicos. Sin embargo, en los ratones db/dbcat no se detectaron 

cambios en el perfil de lípidos hepáticos.  

Lípidos en Hígado db/+ db/db db/dbcat P 
% Esteres de 
Colesterol 2,83 ± 0,24 7,35 ± 3,02 2,07 ± 0,25 0,19 

% Colesterol libre 10,08 ± 1,04 6,43 ± 1,56 6,16 ± 1,21 0,12 

% Triglicéridos 13,43 ± 4,72 64,38 ± 11,32 * 48,41 ± 7,04 <0,05 
% Fosfolípidos 72,55 ± 3,99 22,18 ± 10,82 * 43,36 ± 5,76 <0,05 

Tabla 23. Análisis del perfil de lípidos en hígado de ratones db/+ y diabéticos db/db 
y db/dbcat 
Los resultados se expresan como media ± error estándar de la media (n=5 ratones por 
grupo). Todos los análisis se realizaron en ratones de 4 meses de edad. Las diferencias 
estadísticamente significativas entre los grupos para cada variable se determinaron 
mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba posterior de 
Dunn; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo db/+. En 
concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+. 
 

  



136 
 

4.1.2b Evaluación de los niveles de lípidos en miocardio e hígado por 
nefelometría en ratones diabéticos 

De tal manera a medir la acumulación de lípidos en los modelos animales 

de DM2 por una técnica alternativa, se procedió a la determinación de 

estas especies en hígado y miocardio posterior a su extracción lipídica.  

Lípidos en tejidos db/+ db/db db/dbcat P 

Hígado     

Colesterol 
(µmol/mg) 0,010 ± 0,002 0,008 ± 0,001 0,004 ± 0,000 * <0,05 

Triglicéridos 
(µmol/mg) 0,031 ± 0,002 0,097 ± 0,010 * 0,043 ± 0,007 † <0,05 

AGL (µmol/mg) 0,048 ± 0,029 0,062 ± 0,002 * 0,055 ± 0,004 <0,05 

Miocardio     

Colesterol 
(µmol/mg) 0,059 ± 0,004 0,095 ± 0,006 0,102 ± 0,007 * <0,05 

Triglicéridos 
(µmol/mg) 0,189 ± 0,012 0,294 ± 0,158 0,162 ± 0,005 0,44 

AGL (µmol/mg) 0,232 ± 0,018 0,460 ± 0,040 * 0,283 ± 0,029 <0,05 

 
Tabla 24. Lípidos medidos mediante nefelometría en hígado y miocardio de los 
ratones db/+ y diabéticos db/db y db/dbcat 
Los resultados se expresan como media ± error estándar de la media (n=5-10 ratones por 
grupo). Todos los análisis se realizaron en ratones de 4 meses de edad, los datos se 
relativizaron a la concentración de proteínas de los tejidos. Las diferencias 
estadísticamente significativas entre los grupos para cada variable se determinaron 
mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba posterior de 
Dunn; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo de 
control. En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+; †p<0,05 frente al grupo db/db. 
Abreviaturas: AGL, ácidos grasos libres. 

Se observó que el modelo de db/db cursó con niveles hepáticos 

significativamente elevados de triglicéridos (~3,13 veces; p<0,05) y AGL 

(~1,29 veces; p<0,05) respecto a los no diabésicos. Consecuentemente la 

concentración de ácidos grasos libres en el miocardio también se vio 

incrementada (~1,98 veces; p<0,05) en este modelo animal. 
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Por otro lado, el modelo de diabetes más avanzada, los db/dbcat, como era 

de esperar exhibió un perfil diferente a los db/db. En este caso, los ratones 

db/dbcat mostraron en hígado una disminución significativa en los niveles 

de colesterol (~60%; p<0,05) respecto a los no diabésicos, además de 

triglicéridos disminuidos en comparación con sus congéneres db/db 

(~55%; p<0,05). En miocardio de estos animales se detectaron niveles 

significativamente aumentados de colesterol (~1,73 veces; p<0,05) 

respecto a los db/+. 
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4.1.2c Evaluación de los niveles de ceramidas circulantes en plasma, 
en las fracciones de HDL y no-HDL, en miocardio e hígado mediante 
Cromatografía Líquida acoplada a Espectrometría de Masas 

Ratones obesos 

Los niveles plasmáticos de esfingolípidos se muestran en la Tabla 25. En 
los ratones obesos no se observaron cambios significativos en el perfil de 

ceramidas circulantes, ni en las relaciones entre ceramidas. A pesar de 

ello la Cer 20:0 exhibió una tendencia a estar aumentada en plasma de 

ratones obesos, en comparación con ratones no obesos. La esfingomielina 

total no exhibió diferencias entre grupos. 

Tabla 25. Análisis de los niveles de esfingolípidos circulantes en plasma de ratones 
no obesos y obesos 
Los datos se relativizaron respecto al volumen de plasma empleado V=50µL. Los 
resultados se expresan como media ± error estándar de la media (n=5 ratones por grupo). 
Todos los parámetros se midieron al final del seguimiento de los ratones, a los 7 meses de 
edad. Las diferencias estadísticamente significativas entre grupos para cada variable se 
determinaron mediante la prueba t de Mann-Whitney; las diferencias se consideraron 
significativas cuando p<0,05. Abreviaturas: Cer (ceramidas). 

Los niveles relativos de ceramidas medidas en la fracción de HDL en 

ratones obesos no difirió de la descrita en el grupo no obeso, a excepción 

Esfingolípidos  
en Plasma 

(unidades relativas) 
No obeso Obeso P 

Cer 18:0  1.906 ± 217 2.782 ± 611 0,25 

Cer 20:0  3.477 ± 609 5.774 ± 280 0,07 

Cer 22:0  81.723 ± 15.382 84.365 ± 8.811 >0,99 

Cer 24:0  143.742 ± 27.008 102.514 ± 5.400 0,57 

Cer 24:1  110.119 ± 15.801 82.792 ± 4.736 0,57 

Cer total  340.968 ± 57.826 278.227 ± 17.805 0,78 

Cer 18:0/Cer 24:0 0,010 ± 0,001 0,015 ± 0,003 0,18 

Cer 24:1/Cer 24:0 0,603 ± 0,086 0,453 ± 0,026 0,57 

Esfingomielina total 34.606.247 ± 5.761.521 38.058.953 ± 
2.933.922 >0,99 
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de la disminución significativa en la ceramida Cer 24:1 (~57%; p<0,05) 

Tabla 26.  

Tabla 26. Análisis de los niveles de ceramidas circulantes en la fracción HDL de 
ratones no obesos y obesos 
Los datos se relativizaron respecto a la proteína medida en la fracción HDL. Los resultados 
se expresan como media ± error estándar de la media (n=5 ratones por grupo). Todos los 
parámetros se midieron al final del seguimiento de los ratones, a los 7 meses de edad. Las 
diferencias estadísticamente significativas entre grupos para cada variable se determinaron 
mediante la prueba t de Mann-Whitney; las diferencias se consideraron significativas 
cuando p<0,05. En concreto, *p<0,05 frente al grupo no obeso. 
Abreviaturas: Cer (ceramidas). 
 

En las ceramidas circulantes en la fracción de no-HDL (Tabla 27) no se 

alcanzaron cambios significativos en los ratones obesos respecto a los no 

obesos. 

Tabla 27. Análisis de los niveles de ceramidas circulantes en la fracción no-HDL de 
ratones no obesos y obesos 
Los datos se relativizaron respecto a la proteína medida en la fracción no-HDL. Los 
resultados se expresan como media ± error estándar de la media (n=5 ratones por grupo). 
Todos los parámetros se midieron al final del seguimiento de los ratones, a los 7 meses de 

Ceramidas en HDL 
(unidades relativas) No obeso Obeso P 

Cer 16:0  2.868 ± 347 2.282 ± 552 0,41 

Cer 18:0  1.071 ± 195 1.060 ± 334 0,73 

Cer 20:0  2.218 ± 621 2.099 ± 367  0,73 

Cer 22:0  31.226 ± 2.810 16.187 ± 1.244 0,06 

Cer 24:0  40.396 ± 4.784 14.113 ± 1.188 0,06 

Cer 24:1  32.024 ± 4.118 13.874 ± 1.810 * <0,05 

Cer total  78.808 ± 6.779 35.588 ± 1.276 0,06 

Ceramidas en no-HDL 
(unidades relativas) No obeso Obeso P 

Cer 16:0 19.294 ± 3.761 25.115 ± 9.047 0,69 

Cer 18:0  6.987 ± 2.031 10.392 ± 6.976 0,80 

Cer 20:0  9.059 ± 1.975 15.360 ± 7.876 0,69 

Cer 22:0  84.074 ± 9.585 121.116 ± 47.890 >0,99 

Cer 24:0  155.793 ± 19.399 153.302 ± 61.642 0,28 

Cer 24:1  69.634 ± 6.282 67.568 ± 23.400 0,28 

Cer total  336.758 ± 37.174 386.617 ± 152.677 0,41 



140 
 

edad. Las diferencias estadísticamente significativas entre grupos para cada variable se 
determinaron mediante la prueba t de Mann-Whitney; las diferencias se consideraron 
significativas cuando p<0,05. Abreviaturas: Cer (ceramidas). 
 
El perfil de esfingolípidos en miocardios de ratones obesos (Tabla 28) 

mostró un incremento significativo en el contenido relativo de la ceramida 

Cer 18:0 (~2,15 veces; p<0,05) y tendencias a la baja en el caso de las 

ceramidas de cadena muy larga Cer 24:0 y Cer 24:1, respectivamente. No 

se detectaron cambios significativos en la esfingomielina total en ese 

tejido. 

 
 

 
Tabla 28. Análisis de los niveles de esfingolípidos en miocardio de ratones no obesos 
y obesos 
Los datos se relativizaron por el peso del tejido. Los resultados se expresan como media ± 
error estándar de la media (n=5 ratones por grupo). Todos los parámetros se midieron al 
final del seguimiento de los ratones, a los 7 meses de edad. Las diferencias 
estadísticamente significativas entre grupos para cada variable se determinaron mediante 
la prueba t de Mann-Whitney; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05. 
En concreto, *p<0,05 frente al grupo no obeso. Abreviaturas: Cer (ceramidas). 
 

 

 
 
 

Esfingolípidos en 
miocardio 
(unidades 
relativas) 

No obeso Obeso P 

Cer 16:0  7.628 ± 845 12.193 ± 4.766 >0,99 

Cer 18:0  16.822 ± 1.371 36.176 ± 5.576 * <0,05 

Cer 20:0  71.157 ± 10.419 78.258 ± 18.263 >0,99 

Cer 22:0  157.164 ± 31.769 324.587 ± 70.893 0,06 

Cer 24:0  204.363 ± 59.378 91.755 ± 23.636 0,07 

Cer 24:1 203.702 ± 53.359 88.275 ± 22.937 0,07 

Cer total  456.207 ± 97.056 499.101 ± 118.504 0,90 

Esfingomielina total 97.215.450 ± 23.133.231 62.651.940 ± 8.080.567 0,22 
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Figura 15. Relación de los niveles de ceramidas en plasma, fracción de HDL; no-HDL 
y miocardio de ratones no obesos y obesos 
Correlación directa entre los niveles de Cer 18:0 en plasma (A); relación inversa de la Cer 
22:0 en la fracción de HDL (B); relación directa de la Cer 16:0, Cer 22:0 y Cer total en la 
fracción de no-HDL y el miocardio de ratones obesos y no obesos (n=7-10). Se utilizó una 
prueba paramétrica de Pearson para analizar si estos parámetros estaban correlacionados. 
Abreviatura: Cer (ceramida). 
 

En la Figura 15 se presentan las correlaciones entre especies de 

ceramidas en circulación y en miocardio de animales obesos. La especie 

Cer 18:0 plasmática se relacionó directamente con la medida en miocardio 

(Figura 15:A). En el caso de la Cer 22:0 circulante en la fracción de HDL, 

se destaca la relación inversamente proporcional con la depositada en 

miocardio de estos mismos animales (Figura 15: B). Y finalmente, 

observamos relaciones directas entre el contenido de las Cer 16:0; Cer 

22:0 y el total de ceramidas circulantes en la fracción de no-HDL (Figura 

15:C, D y E) con las correspondientes de miocardio en estos ratones. 

El contenido relativo de ceramidas, así como la esfingomielina total 

hepáticas no mostraron cambios significativos en el modelo de prediabetes 

(Tabla 29). Sin embargo, los niveles relativos de Cer 24:1 se encontraron 
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marginalmente disminuidos (~41%; p=0,06) en hígado de ratones obesos. 

Por otro lado, los niveles disminuidos de Cer 24:0 y Cer 24:1 a nivel 

hepático en el grupo de ratones obesos se relacionaron directamente con 

las medidas en miocardio de estos animales (Figura 16). 

 
Tabla 29. Análisis de los niveles de ceramidas en hígado de ratones no obesos y 
obesos  
Los datos se relativizaron por el peso del tejido. Los resultados se expresan como media ± 
error estándar de la media (n=5 ratones por grupo). Todos los parámetros se midieron al 
final del seguimiento de los ratones, a los 7 meses de edad. Las diferencias 
estadísticamente significativas entre grupos para cada variable se determinaron mediante 
la prueba t de Mann-Whitney; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05. 
Abreviatura: Cer (ceramida). 
 

Figura 16. Relación de los niveles de Cer 24:0 y Cer 24:1 en hígado y miocardio de 
ratones no obesos y obesos  
Correlación directa entre las especies de ceramidas Cer 24:0 y Cer 24:1 a nivel hepático y 
el miocardio ratones no obesos y obesos (n=9). Se utilizó una prueba paramétrica de 
Pearson para analizar si estos parámetros estaban correlacionados. Abreviatura: Cer 
(ceramida). 

Esfingolípidos  
en hígado 
(unidades 
relativas) 

No obeso Obeso P 

Cer 16:0 14.182 ± 2.552 13.168 ± 1.646 >0,99 

Cer 18:0 9.267 ± 1.254 9.434 ± 1.442 >0,99 

Cer 20:0 16.233 ± 1.566 19.733 ± 2.775 0,34 

Cer 22:0 285.301 ± 26.781 249.720 ± 44.893 0,68 

Cer 24:0 468.498 ± 98.936 254.509 ± 49.780 0,11 

Cer 24:1 271.928 ± 37.667 161.649 ± 19.906 0,06 

Cer total 1.032.567 ± 141.446 708.212 ± 117.930 0,20 

Esfingolmielina total 118.462.909 ± 14.104.875 119.450.953 ± 
15.852.207 0,90 
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Ratones diabéticos 

También se determinaron los niveles relativos de diferentes especies 

esfingolipídicas en los modelos animales de DM2. A continuación se 

describen los datos más relevantes. 

En el plasma de los ratones db/db se encontraron significativamente 

incrementados los niveles de ceramidas de cadena larga Cer 18:0 (~4,33 

veces; p<0,05) y Cer 20:0 (~3,00 veces; p<0,05), así como la relación entre 

Cer 18:0/Cer 24:0 (~5,30 veces; p<0,05), respecto al no diabésico (Figura 

17). Por otra parte, el perfil plasmático de ceramidas en ratones db/dbcat 

mostró un aumento en las mismas especies que sus congéneres db/db 

(Cer 18:0; ~5,43 veces p<0,05 y Cer 20:0; ~2,96 veces p<0,05; 

respectivamente). Todo esto acompañado de un incremento significativo 

en la relación Cer 18:0/Cer 24:0 (~6,50 veces; p<0,05) en comparación 

con el grupo db/+ y sin suponer cambios significativos entre ambos 

modelos de diabetes. 

 
Figura 17. Análisis de los niveles de esfingolípidos circulantes en plasma de ratones 
db/+ y diabéticos db/db y db/dbcat 
Los datos se relativizaron por el volumen de plasma empleado V=50µL. Los resultados se 
presentan como medias ± error estándar de la media (n=5 ratones por grupo). Todos los 
análisis se llevaron a cabo al finalizar el seguimiento, a los 4 meses de edad. Las 
diferencias estadísticamente significativas entre los grupos para cada variable se 
determinaron mediante una prueba paramétrica de ANOVA seguida del post-test de Tukey; 
las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo db/+. En 
concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+. Abreviatura: Cer (ceramida). 
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Las ceramidas en la fracción de HDL se presentan en la Figura 18. En los 
ratones db/db se observó una disminución significativa de la ceramida Cer 

24:1 (~39%; p<0,05). En el modelo de ratones db/dbcat se observaron 

aumentos en los niveles de las ceramidas Cer 16:0 (~1,98 veces; p<0,05) 

y Cer 18:0 (~1,98 veces; p<0,05), estando estos acompañados de una 

disminución significativa en los niveles de ceramida Cer 24:1 (~30%; 

p<0,05), en comparación con los ratones del grupo db/+. Entre los dos 

modelos de diabetes estudiados no se registraron cambios significativos. 

 
Figura 18. Perfil de ceramidas circulantes en la fracción de HDL de ratones db/+ y 
diabéticos db/db y db/dbcat 
Los datos se relativizaron por la medición de proteína de la fracción HDL. Los resultados 
se presentan como medias ± error estándar de la media (n=5 ratones por grupo). Todos 
los análisis se llevaron a cabo al finalizar el seguimiento, a los 4 meses de edad. Las 
diferencias estadísticamente significativas entre los grupos para cada variable se 
determinaron mediante una prueba paramétrica de ANOVA seguida del post-test de Tukey; 
las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo db/+. En 
concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+. Abreviatura: Cer (ceramida). 

El análisis de ceramidas circulantes en la fracción no-HDL de ambos 

modelos diabéticos se representa en la figura 19. La ceramida Cer 24:0 se 

encontró significativamente disminuida en el modelo db/db (~53%; p<0,05) 

respecto al grupo de animales no diabésicos. En cuanto a los db/dbcat, 

exhibieron una disminución importante en los niveles de las ceramidas Cer 

22:0 (~69%; p<0,05) y Cer 24:0 (~66%; p<0,05), resultando en la 

disminución significativa de las ceramidas totales (~57%; p<0,05), en 

comparación con los db/+. 
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Figura 19. Perfil de ceramidas circulantes en la fracción de no-HDL de ratones db/+ 
y diabéticos db/db y db/dbcat 
Los datos se relativizaron por la medición de proteína de la fracción no-HDL.Los resultados 
se presentan como medias ± error estándar de la media (n=5 ratones por grupo). Todos 
los análisis se llevaron a cabo al finalizar el seguimiento, a los 4 meses de edad. Las 
diferencias estadísticamente significativas entre los grupos para cada variable se 
determinaron mediante una prueba paramétrica de ANOVA seguida del post-test de Tukey; 
las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo db/+. En 
concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+. Abreviatura: Cer (ceramida). 

Exploramos además la abundancia relativa de estas especies 
esfingolipídicas en miocardio y se observó que el modelo db/db cursó con 

una disminución significativa en la ceramida Cer 24:0 (~53%; p<0,05) 

respecto al grupo db/+ (Tabla 30). Por su parte, los ratones db/dbcat 

también exhibieron una disminución importante en los niveles de Cer 24:0 

(~65%; p<0,05) y además de la ceramida Cer 24:1 (~73%; p<0,05), todo 

esto acompañado de la disminución significativa de las ceramidas totales 

en este tejido (~58%; p<0,05), en comparación con los ratones no 

diabésicos. En cuanto a los niveles de esfingomielina total no se 

presentaron cambios entre los grupos con DM2. 
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Tabla 30. Análisis de esfingolípidos en miocardio de ratones db/+ y diabéticos db/db 
y db/dbcat 
Los datos se relativizaron por el peso de tejido empleado. Los resultados se presentan 
como medias ± error estándar de la media (n=5 ratones por grupo). Todos los análisis se 
llevaron a cabo al finalizar el seguimiento, a los 4 meses de edad. Las diferencias 
estadísticamente significativas entre los grupos para cada variable se determinaron 
mediante una prueba paramétrica de ANOVA seguida del post-test de Tukey; las 
diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo db/+. En concreto, 
*p<0,05 frente al grupo db/+. Abreviatura: Cer (ceramida). 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Relación de los niveles de Cer 24:1 en la fracción HDL y miocardio de 
ratones db/+ y diabéticos db/db y db/dbcat 
Correlación directa entre los niveles de Cer 24:1 en la fracción de HDL y miocardio de los 
modelos diabésicos (n=11). Se utilizó una prueba paramétrica de Pearson para analizar si 
estos parámetros estaban correlacionados. Abreviatura: Cer (ceramida). 

En concordancia con estos hallazgos, se destacó la relación directa entre 

los niveles circulantes de Cer 24:1 en la fracción de HDL y la que se 

determinó en miocardio de los animales en estudio (Figura 21).  

Esfingolípidos 
en miocardio 

(unidades relativas) 
db/+ db/db db/dbcat P 

Cer 16:0  8.983 ± 1.486 9.540 ± 1.595 13.583 ± 4.385 0,48 

Cer 18:0  27.111 ± 3.072 49.291 ± 10.944 39.141 ± 3.695 0,12 

Cer 20:0  133.242 ± 23.848 139.529 ± 32.756 66.892 ± 4.880 0,09 

Cer 22:0  305.720 ± 49.471 256.618 ± 41.033 152.116 ± 18.686 0,07 

Cer 24:0  237.294 ± 20.297 111.989 ± 16.172 * 83.342 ± 13.726 * <0,0
5 

Cer 24:1  207.896 ± 31.981 148.715 ± 35.041 56.075 ± 7.588 * <0,0
5 

Cer total  977.853 ± 
111.390 715.682 ± 116.953 408.154 ± 43.613 * <0,0

5 
Esfinfomielina 
total 

117.870.697 ± 
20.773.404 

113.120.172 ± 
17.093.004 

89.859.525 ± 
22.535.756 0,58 
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Figura 21. Relación de los niveles de ceramidas en la fracción de no-HDL y miocardio 
de ratones db/+ y diabéticos db/db y db/dbcat 
Correlación directa entre los niveles de ceramidas en la fracción no-HDL; Cer total (A), Cer 
16:0 (B) y Cer 24:0 (C) y miocardio de los modelos diabésicos (n=13). Se utilizó una prueba 
paramétrica de Pearson para analizar si estos parámetros estaban correlacionados. 
Abreviatura: Cer (ceramida). 

Por otro lado, el nivel de las ceramidas totales circulantes en la fracción de 

no-HDL se relacionó directamente con las medidas en miocardio (Figura 

21: A). Además, se comprobó la existencia de una relación directa entre 

las especies de ceramidas Cer 16:0 (Figura 21: B) y Cer 24:0 (Figura 21: 

C) circulantes y las depositadas en miocardio de los ratones db/db y los 

db/dbcat. 

También se determinaron los niveles de esfingolípidos en el hígado de 

ambos modelos animales de diabetes (Tabla 31). En general no se 
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observaron diferencias significativas en el grupo db/db. Sin embargo, en el 

grupo db/dbcat se presentó una importante disminución de los niveles de la 

ceramida Cer 22:0 (~56%; p<0,05) respecto a los no diabésicos, así como 

también en comparación al modelo db/db (~62%; p<0,05). Este modelo 

mostró niveles significativamente disminuidos de esfingomielina (~50%; 

p<0,05), respecto al grupo db/+.  

 
Tabla 31. Análisis de esfingolípidos en hígado de ratones db/+ y diabéticos db/db y 
db/dbcat 
Los datos en bruto se relativizaron por el peso de tejido empleado. Los resultados se 
presentan como medias ± error estándar de la media (n=5 ratones por grupo). Todos los 
análisis se llevaron a cabo al finalizar el seguimiento, a los 4 meses de edad. Las 
diferencias estadísticamente significativas entre los grupos para cada variable se 
determinaron mediante una prueba paramétrica de ANOVA seguida del post-test de Tukey; 
las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo db/+. En 
concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+; † p<0,05 frente al grupo db/db. Abreviatura: Cer 
(ceramida). 
 

Se destaca que, aúnque los niveles relativos de la ceramida Cer 18:0 no 

exhibieron cambios significativos en hígado comparado con los ratones 

db/+, sí se relacionó de manera directa con los niveles relativos circulantes 

para esta especie de ceramida (Figura 22). 

Esfingolípidos 
en hígado 

(unidades relativas) 
db/+ db/db db/dbcat P 

Cer 16:0  19.334 ± 2.817 19.509 ± 2.711 22.660 ± 4.290 0,74 

Cer 18:0  13.022 ± 1.883 37.554 ± 17.932 29.326 ± 7.473 0,33 

Cer 20:0  23.126 ± 3.043 43.790 ± 14.281 23.096 ± 3.883 0,20 

Cer 22:0  434.900 ± 83.142 500.556 ± 74.384 189.281 ± 23.123 * † <0,05 

Cer 24:0  787.961 ± 173.082 466.660 ± 93.536 345.735 ± 86.694 0,09 

Cer 24:1  355.748 ± 61.814 378.389 ± 119.727 153.295 ± 44.033 0,14 

Cer total  1.634.090 ± 321.136 1.395.821 ± 301.070 707.541 ± 148.591 0,08 
Esfingomielina 
total 

168.737.850 ± 
21.521.386 

148.799.738 ± 
22.090.749 

85.128.497 ± 
14.368.268 * <0,05 



149 
 

 

Figura 22. Relación de los niveles de Cer 18:0 en hígado y plasma de ratones db/+ y 
diabéticos db/db y db/dbcat 
Correlación directa entre Cer 18:0 a nivel hepático y la circulante en plasma de los modelos 
diabésicos (n=15). Se utilizó una prueba paramétrica de Pearson para analizar si estos 
parámetros estaban correlacionados. Abreviatura: Cer (ceramida).  
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4.1.3 Evaluación de la captación de LDL ''in vitro'' e ''in vivo''  

4.1.3a Análisis de esteatosis inducida en cardiomiocitos humanos 
AC16 en condiciones mimetizantes de DM2  

Análisis de la citotoxicidad celular inducida por PA y OA en condiciones 

mimetizantes de DM2 

Con el fin de explorar la posible contribución de las LDL modificadas sobre 

la acumulación de lípidos en cardiomiocitos, se emplearon cultivos 

celulares de cardiomiocitos ventriculares humanos AC16.  

En primer lugar, estas células fueron expuestas a diferentes 

concentraciones crecientes de glucosa y ácidos grasos durante 24 h, para 

determinar el efecto citotóxico por parte del PA y una mezcla de ácidos 

grasos PA/OA, suplementados como parte de las condiciones 

experimentales que simulan DM2. Los datos mostraron que la viabilidad 

de los cardiomiocitos AC16 disminuyó a concentraciones crecientes de PA 

de forma independiente de la concentración de glucosa empleada (i.e., 

siendo la concentración de glucosa no elevada igual a 5,5 mM y la elevada 

igual a 25 mM) (Figura 23: A).  

Figura 23. Citotoxicidad celular en cardiomiocitos AC16 expuestos a condiciones 
miméticas de DM2  
La línea azul representa la condición en la que se alcanza mayor viabilidad (control positivo 
de viabilidad en el ensayo: medio DMEM-F12 ham completo), mientras que la línea roja 
indica la condición en la que se mide mortalidad celular. Los valores se representan como 
la media ± SEM de n=3 experimentos independientes. 
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La viabilidad de cardiomiocitos en cultivo expuestos a la combinación en 

proporciones equimolares de los ácidos grasos PA/OA fue en general y a 

igual concentración final de ácidos grasos, superior a la mostrada cuando 

estas células se incubaron sólo con PA (Figura 23: B).  

Así, la viabilidad medida en cardiomiocitos AC16 expuestos a 

concentraciones crecientes de la mezcla equimolar de PA/OA no se vio 

alterada, tanto en las condiciones con niveles basales como elevados de 

glucosa. 

Análisis de esteatosis inducida por la mezcla equimolar de PA/OA en 

cardiomiocitos humanos AC16 en condiciones mimetizantes de DM2 

Teniendo en cuenta la prueba de citotoxicidad celular, para demostrar la 

entrada de ácidos grasos y su acumulación en cardiomiocitos se escogió 

trabajar con la mezcla de ácidos grasos, en presencia/ausencia de niveles 

elevados de glucosa y evaluar la acumulación de vesículas lipídicas en los 

cardiomiocitos mediante su tinción con ORO. 

En la Figura 24, se presentan micrografías de los cardiomiocitos expuestos 

a las diferentes condiciones de trabajo. Se observó que, en la condición 

basal (glucosa 5,5 mM) las células presentaron una morfología normal, sin 

acúmulo de vesículas lipídicas (Figura 24: A). En cambio, al aumentar la 

concentración final de glucosa en el medio hasta 25 mM, se evidenció la 

presencia de vesículas lipídicas en el citoplasma de las células (Figura 24: 

B).  
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Figura 24. Micrografías representativas de cultivos de cardiomiocitos AC16 
expuestas a diferentes condiciones miméticas de DM2  
Los cultivos celulares fueron fijados con formalina, posteñidos con ORO para revelar las 
vesículas lipídicas y contrateñidos con hematoxilina para resaltar los núcleos celulares. Se 
muestra la escala de 10 µm en cada panel. A: Glc 5,5 mM; B: Glc 25 mM; C: Glc 25 mM + 
PA/OA 0,2 mM; D: Glc 25 mM + PA/OA 0,4 mM; E: Glc 25 mM + PA/OA 1,0 mM; F: 
Vesículas lipídicas por área celular.  

Los datos cualitativos y cuantitativos mostraron un aumento en la 

acumulación de lípidos intracelulares en los cardiomiocitos expuestos a 

condiciones que simulan la DM2, lo que reveló la esteatosis inducida por 

el PA/OA en estas células (Figura 24: C, D, E y F). 
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Análisis de esteatosis inducida por LDLox en cardiomiocitos humanos 

AC16 en condiciones mimetizantes de DM2 

A continuación se evaluó si la acumulación de lípidos intracelulares se vio 

inducida por la presencia de las LDLox, en los cardiomiocitos AC16 en 

condiciones mimetizantes de DM2.   

En la Figura 25 se muestran micrografías representativas de las células 

AC16 en presencia/ausencia de diferentes concentraciones no citotóxicas 

de LDLox. La acumulación de lípidos aumentó proporcionalmente en 

presencia de concentraciones crecientes LDLox (i.e., 300 y 600 µg/mL, 

fijadas previamente por pruebas de citotoxicidad celular, datos no 

mostrados) (Figura 25). 

Dicho aumento se observó tanto en el número, como en el tamaño de las 

vesículas intracelulares (Figura 26). 

 

Figura 25. Micrografías representativas de cultivos de cardiomiocitos AC16 
expuestos a condiciones miméticas de DM2 en presencia de LDLox 
Los cultivos celulares fueron fijados con formalina, posteñidos con ORO para revelar las 
vesículas lipídicas y contrateñidos con hematoxilina para resaltar los núcleos celulares. Se 
muestra la escala de 10 µm en cada panel. A: Glc 5,5 mM; B: Glc 25 mM; C: Glc 5,5 mM + 
LDLox 300 µg/mL; D: Glc 5,5 mM + LDLox 600 µg/mL; E: Glc 25 mM + PA/OA 0,4 mM + 
LDLox 300 µg/mL y F: Glc 25 mM + PA/OA 0,4 mM + LDLox 600 µg/mL. 
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En conjunto estos datos demuestran que la exposición de LDLox, en la 

condición mimetizante de DM2, indujo la acumulación de vesículas 

lipídicas; revelando de esta manera la contribución de estas lipoproteínas 

modificadas al fenotipo esteatótico. 

Figura 26. Cuantificación de lípidos celulares en cardiomiocitos AC16 en condiciones 
mimetizantes de DM2 en ausencia/presencia de LDLox  
A) área de vesículas lipídicas por área celular. B) número de vesículas lipídicas por área 
celular. Los valores se representan como la media ± SEM de 10 campos aleatorios no 
solapados de un experimento.  
 
4.1.3b Evaluación de la captación de LDLnat y LDLox en 
cardiomiocitos humanos AC16 en condiciones mimetizantes de DM2 

La acumulación de lípidos intracelulares observada en el apartado anterior 

puede deberse a un aumento en la captación selectiva de estas 

lipoproteínas por parte de receptores específicos. Se evaluó la 

contribución de los receptores candidatos a través de su inhibición 

funcional, utilizando moléculas inhibidoras de la acción del LDLR y de la 

LRP1, implicados en la captación de LDL y de LDL agregadas, 

respectivamente, y del receptor CD36, un receptor con capacidad de 

internalizar ácidos grasos y también involucrado en la captación de LDLox 

en las células. Para ello, se emplearon LDLox previamente marcadas con 

el fluorocromo lipofílico Dil (LDLox-Dil) y su captación se comparó con las 

LDLnat (no modificadas) (LDLnat-Dil) utilizadas como referencia y 

marcadas con el mismo fluorocromo. Las células fueron expuestas a las 
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mismas concentraciones de lipoproteínas, tanto LDLnat-DiI como LDLox-

Dil (50 µg/mL, fijadas previamente por pruebas piloto, datos no mostrados) 

durante 24 h.  

Se evaluaron los diferentes inhibidores funcionales de LDLnat y LDLox. La 

captación tanto de LDLnat-Dil como de LDLox-Dil, quedó bloqueada en 

presencia de RAP (87% y 73%, respectivamente, figura 27). RAP actúa 

inhibiendo la función de LDLR y LRP1, por lo que esto último impidió poder 

discernir entre cuál de ellos predominaba en la captación de una u otro tipo 

de LDL por parte de los cardiomiocitos. Sin embargo, estos datos 

demostraron su papel en la captación de ambos tipos de LDL.  

 

 

 

 

 

 
Figura 27. Representación de la captación de LDLnat-Dil y LDLox-Dil marcadas con 
fluorocromo Dil por parte de los cardiomiocitos AC16 en condiciones miméticas de 
DM2 
A) Captación de LDLnat-DiI (50µg/mL) tras 24 h de exposición en presencia de inhibidores. 
B) Captación de LDLox-Dil (50µg/mL) tras 24 h de exposición en presencia de inhibidores.  
Abreviaturas: LDLnat-DiI, LDL nativa marcada con fluorocromo DiI; LDLox-Dil, LDL oxidada 
marcada con fluorocromo DiI; RAP, proteína asociada al receptor (1 µM); SSO, sulfo-N-
succinimidil oleato 1 µM (inhibidor de la acción de CD36); TAM, tamoxifeno 1 µM (inhibidor 
de la expresión de CD36). Los resultados se presentan como medias ± error estándar de 
la media (n=3 experimentos independientes). Las diferencias estadísticamente 
significativas entre los grupos se determinaron mediante una prueba paramétrica de 
ANOVA seguida del post-test de Tukey; las diferencias se consideraron significativas 
cuando p<0,05 frente al grupo control. En concreto, *p<0,05 frente al grupo control (sin 
inhibidores). 

Por otro lado, la adición de TAM y de SSO, inhibidores de la acción de 

CD36, no promovió ningún efecto en la captación de LDLnat-Dil por parte 
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de los cardiomiocitos AC16 (Figura 27: A). En cambio, estos compuestos 

inhibieron significativamente (11% y 13%, respectivamente,Figura 27: B) 

la captación de LDLox-Dil por parte de cardiomiocitos. En conjunto, estos 

datos sugieren que además de la acción de LDLR/LRP1, CD36 también 

interviene en la captación de las LDLox por cardiomiocitos en cultivo.  

4.1.3c Evaluación de la captación de LDLnat y LDLox  en un modelo 
en ratones db/db 

Análisis del metabolismo de LDLnat y LDLox en un modelo animal de DM2 

Seguidamente se planteó evaluar la cinética metabólica y la captación por 

parte del miocardio de LDLox. Para esta prueba se utilizaron LDL humanas 

como alternativa a las no-HDL de ratón. El motivo de esta elección fue 

porque la fracción no-HDL representa una fracción lipoproteica minoritaria 

del total de lipoproteínas circulantes en ratones, dificultando de este modo 

la obtención de cantidades suficientes para su estudio. Por otro lado, el 

estudio del metabolismo de LDL solo pudo ser abordado en ratones db/db. 

Las cinéticas de aclaramiento y captación por órganos diana se 
compararon con las mostradas por las LDLnat. Tal y como se describe en 

la sección de Materiales y Métodos estas lipoproteínas fueron marcadas 

con un fluorocromo (DiI) que se une ávidamente a los lípidos y permite 

trazar las partículas en los diferentes compartimentos 

plasmáticos/tisulares en el modelo animal empleado. 
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Figura 28. Representación gráfica de cinética de LDLox-Dil en ratones db/+ y 
diabésicos db/db 
A) Cinéticas de aclaramiento de LDLox-Dil tras 24 h de la inyección vía vena de la cola en 
ratones db/+ y diabésicos db/db. B) Tasa catabólica relativa de LDLox-Dil. C) Captación de 
LDLox-Dil en miocardio. D) Captación de LDLox-Dil en hígado. E) Captación de LDLox-Dil 
en riñones. Abreviatura: LDLox-Dil, LDL oxidada marcada con fluorocromo DiI.. Las 
diferencias estadísticas entre las medias se analizaron mediante la prueba t de Mann-
Whitney (n=5 ratones por grupo), las diferencias se consideraron significativas cuando 
p<0,05 frente al grupo db/+. En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+. 

Se observó que los ratones db/db presentaron una tasa de aclaramiento 

de LDLox-Dil claramente reducida en comparación con la de los ratones 

no diabésicos (Figura 28: A y B). Esto último se debió fundamentalmente 

a una captación disminuida (50%; p<0,05) de estas lipoproteínas por parte 

del hígado, principal responsable en su retirada (Figura 28: D). El análisis 

de otros tejidos reveló que el miocardio de ratones db/db mostró más 

avidez en la captación de las LDLox (20%, p<0,05) (Figura 28: C), no 

detectándose cambios en la captación en riñón (Figura 28: E).  
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En contraste, se determinó que el catabolismo de las LDLnat-Dil no difirió 
entre ambos grupos de animales estudiados (Figura 29). 

 

Figura 29. Representación gráfica de cinética de LDLnat-Dil en ratones db/+ y 
diabésicos db/db 
A) Cinéticas de aclaramiento de LDLnat-Dil tras 24 h de la inyección vía vena de la cola en 
ratones db/+ y diabésicos db/db. B) Tasa catabólica relativa de LDLnat-Dil. C) Captación 
de LDLnat-Dil en miocardio. D) Captación de LDLnat-Dil en hígado. E) Captación de 
LDLnat-Dil en riñones. Abreviatura: LDLnat-Dil, LDL nativa marcada con fluorocromo DiI. 
Las diferencias estadísticas entre las medias se analizaron mediante la prueba t de Mann-
Whitney (n=5 ratones por grupo), las diferencias se consideraron significativas cuando 
p<0,05 frente al grupo db/+. En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+. 
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4.1.3d Análisis de apoptosis inducida por LDLox en cardiomiocitos 
humanos AC16 en condiciones mimetizantes de DM2 

La apoptosis es uno de los mecanismos involucrados en remodelado y 

disfunción cardíaca. Sin embargo, la contribución de las LDLox está 

pobremente estudiada y en cualquier caso el impacto añadido a otros 

estímulos pro-apoptóticos aún no ha sido evaluado. En este apartado se 

muestran los resultados del estudio de inducción de apoptosis en 

cardiomiocitos humanos AC16 en condiciones mimetizantes de DM2 en 

presencia de LDLox, con el fin de evaluar la contribución de estas al daño 

celular. Se observó que el porcentaje de células en fase de apoptosis 

temprana fue menor en la condición con LDLox respecto al control (Figura 

30: A y B). Sin embargo, los cardiomiocitos exhibieron un aumento 

significativo en el porcentaje de células en la fase tardía de apoptosis que 

luego evoluciona hacia la muerte celular (~2,5 veces; p<0,05).  

Estos datos en conjunto pusieron de manifiesto el efecto de las LDLox en 

un contexto de diabetes. Consecuentemente con este hallazgo, se 

determinó la existencia de una relación directa entre el porcentaje 

aumentado de células en estado de apoptosis avanzada y el porcentaje de 

células muertas (Figura 30:C). 
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Figura 30. Análisis de apoptosis mediante citometría de flujo en cardiomiocitos AC16 
en presencia de LDLox en condiciones miméticas de DM2 
A) Imágenes representativas de la citometría de flujo en cardiomiocitos AC16 en presencia 
del estímulo de DM2 y LDLox 25 µg/mL tras 8 h de exposición. B) Cuantificación de las 
células en las diferentes fases de apoptosis, temprana y tardía, así como células muertas 
del % total. Los resultados se presentan como medias ± error estándar de la media de 
ensayos independientes (n=6). Las diferencias estadísticamente significativas entre los 
grupos para cada variable se determinaron mediante una prueba paramétrica de ANOVA 
de dos vías, seguido de post-test de Bonferroni; las diferencias se consideraron 
significativas cuando p<0,05 frente al grupo control. En concreto, *p<0,05 frente al grupo 
control. C) Correlación directa entre apoptosis tardía y células muertas (n=6). Se utilizó una 
prueba paramétrica de Pearson para analizar si estos parámetros estaban correlacionados. 
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4.1.4 Análisis de la expresión génica y niveles de proteínas en 
miocardio 

Ratones obesos 

El análisis de la expresión génica y abundancia relativa de proteínas en 

miocardio de ratones obesos consistió en la exploración de dianas 

moleculares involucradas en procesos como el daño, la inflamación y 

estrés de RE en miocardio de estos animales. También se evaluó la 

expresión relativa de receptores implicados en la captación de 

lipoproteínas.  

En la Tabla 32 se muestran la expresión génica de receptores 

comprometidos en la captación diferencial de lipoproteínas y de 

marcadores de daño miocárdico.  

Expresión génica  
(unidades relativas) No obeso Obeso P 

Receptores lipídicos    

Lrp-1 1,00 ± 0,09 1,54 ± 0,26 0,11 

Ldlr 1,00 ± 0,08 1,69 ± 0,18 * <0,05 

Cd36 1,00 ± 0,07 1,30 ± 0,11 * <0,05 

Marcadores de daño miocárdico    

Nppa 1,00 ± 0,12 0,58 ± 0,13 * <0,05 

Nppb 1,00 ± 0,12 1,11 ± 0,20 0,90 

Sma 1,00 ± 0,15 1,34 ± 0,24 0,56 

Serpine-1 1,00 ± 0,15 1,77 ± 0,46 0,34 
 

Tabla 32. Análisis de los niveles de los niveles de expresión génica de receptores 
lipídicos y marcadores de daño en miocardio de ratones no obesos y obesos  
Los resultados se expresan como media ± error estándar de la media (n=4-5 ratones por 
grupo). Todos los parámetros se midieron al final del seguimiento de los ratones, a los 7 
meses de edad. Las diferencias estadísticamente significativas entre grupos para cada 
variable se determinaron mediante la prueba t de Mann-Whitney; las diferencias se 
consideraron significativas cuando p<0,05. En concreto, *p<0,05 frente al grupo no obeso. 

Se observó una regulación al alza de los genes de receptores Ldlr y Cd36, 

en miocardios de los ratones obesos respecto a los no obesos. Esto último 



162 
 

no se acompañó de cambios significativos en los niveles relativos de 

RNAm de genes implicados en el daño cardíaco en estos animales, a 

excepción de la regulación a la baja del gen del péptido natriurético A 

(Nppa) en comparación con el grupo no obeso.  

Para comprobar si estos cambios detectados en la expresión génica se 

traducían en diferencias significativas en la abundancia de proteínas, se 

llevó a cabo el análisis de Western blot utilizando anticuerpos específicos 

para las diferentes dianas de interés, en miocardio de los grupos de 

estudio (Figura 31).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Análisis Western blot de las proteínas CD36 y LRP-1 en miocardio de 
ratones no obesos y obesos  
A) Western blot representativo de las proteínas CD36 y LRP-1. B) Cuantificación de la señal 
de CD36. C) Cuantificación de la señal de LRP-1.  Las señales de las proteínas medidas 
fueron normalizadas mediante la tinción Ponceau del gel y los datos presentados como 
media ± error estándar de la media (n=4-5 ratones por grupo). En todos los casos las 
unidades son relativas a la carga (Ponceau). Las diferencias estadísticamente significativas 
entre grupos para cada variable se determinaron mediante la prueba t de Mann-Whitney; 
las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05. En concreto, *p<0,05 frente 
al grupo no obeso. 

Los datos muestran que, aúnque la expresión génica de Cd36 en 

miocardio de los ratones obesos se encontró aumentada, no se tradujo en 

un incremento en su abundancia proteica en dicho tejido (Figura 31: A y 

B). Por otro lado, a pesar de no detectar cambios en la expresión génica 
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del receptor Lrp1 en miocardio, se halló un aumento significativo de la 

proteína en los obesos en comparación con los no obesos (Figura 31: A y 

C). 

En lo que se refiere a la expresión génica de citoquinas proinflamatorias 

en miocardio de estos animales, no se presentaron diferencias 

significativas entre ambos grupos de estudio (Tabla 33). Lo mismo ocurrió 

en el caso de marcadores de estrés de RE, que permanecieron sin 

cambios en los ratones con obesidad inducida por la dieta rica en grasas. 

 

 
Tabla 33. Análisis de los niveles de los niveles de expresión génica de marcadores 
de inflamación y estrés de RE en miocardio de ratones no obesos y obesos  
Los resultados se expresan como media ± error estándar de la media (n=4-5 ratones por 
grupo). Todos los parámetros se midieron al final del seguimiento de los ratones, a los 7 
meses de edad. Las diferencias estadísticamente significativas entre grupos para cada 
variable se determinaron mediante la prueba t de Mann-Whitney; las diferencias se 
consideraron significativas cuando p<0,05.  

En la Figura 32 y Tabla 34 se muestran los marcadores proteicos medidos 

mediante Western blot en miocardio de estos animales.  

 

 

 

Expresión génica  
(unidades relativas) No obeso Obeso P 

Inflamación    

Il1b 1,00 ± 0,07 0,81 ± 0,18 0,07 

Il6 1,00 ± 0,21 0,89 ± 0,15 0,67 

Ccl2 1,00 ± 0,08 0,90 ± 0,14  0,45 

Tnf 1,00 ± 0,14 0,71 ± 0,10 0,16 

Estrés de RE    

Hspa5 1,00 ± 0,12 1,23 ± 0,17 0,52 

Ddit3 1,00 ± 0,05 1,25 ± 0,20 0,60 
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Figura 32. Análisis Western blot de marcadores de estrés de RE, autofagia y 
resistencia a la insulina en miocardio de ratones no obesos y obesos  
A) Western blot representativo de las proteínas implicadas en estrés de RE: pIRE1α, ATF6, 
BIP, eIF2α y autofagia: LC3B. B) Western blot representativo de las proteínas involucradas 
en resistencia a la insulina: pAKT S473, pAKT T308, AKT y SOCS3. Las señales de las 
proteínas medidas fueron normalizadas mediante la tinción Ponceau del gel.  

Tabla 34. Perfil de marcadores proteicos de estrés de RE, autofagia y resistencia a la 
insulina analizados por Western blot en miocardio de ratones no obesos y obesos  
Los resultados se expresan como media ± error estándar de la media (n=4-5 ratones por 
grupo). En todos los casos las unidades son relativas a la carga (Ponceau). Todos los 
parámetros se midieron al final del seguimiento de los ratones, a los 7 meses de edad. Las 
diferencias estadísticamente significativas entre grupos para cada variable se determinaron 
mediante la prueba t de Mann-Whitney; las diferencias se consideraron significativas 
cuando p<0,05. En concreto, *p<0,05 frente al grupo no obeso. 

Entre los marcadores de estrés de RE evaluados no se observaron 

diferencias entre obesos y no obesos (Tabla 34). El marcador de autofagia, 

en este caso la proteína LC3B, exhibió una disminución significativa en el 

miocardio de los ratones obesos respecto a los no obesos. 

Parámetros moleculares No obeso Obeso P 
Marcadores de estrés de RE y 
autofagia    

pIRE1α 0,55 ± 0,02 0,48 ± 0,02 0,11 

ATF-6 2,85 ± 0,08 2,84 ± 0,08  >0,99 

BIP 0,19 ± 0,01 0,22 ± 0,02 0,28 

eIF2α 0,30 ± 0,02 0,35 ± 0,03 0,41 

LC3B 1,00 ± 0,04 0,91 ± 0,01 * <0,05 
Marcadores de resistencia a la 
insulina    

pAKT308 0,09 ± 0,01 0,09 ± 0,01 0,90 

pAKT473 0,21 ± 0,01 0,22 ± 0,02 0,90 

SOCS3 0,10 ± 
0,002 0,11 ± 0,002 * <0,05 
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En cuanto a los marcadores de resistencia a la insulina, se destaca el 
incremento significativo de la proteína SOCS3 (del inglés, Suppressors Of 

Cytokine Signaling) en miocardio de los ratones obesos en comparación 

con el grupo no obeso (Tabla 34).  

Ratones diabéticos 

En los modelos de diabetes tanto db/db como db/dbcat se evaluaron la 

expresión génica y el nivel de proteínas de dianas de interés en el tejido 

miocárdico de los animales. 

Expresión génica  
(unidades relativas) db/+ db/db db/dbcat P 
Receptores 
lipídicos     

Lrp1 1,00 ± 0,19 1,19 ± 0,16 1,20 ± 0,21 0,84 

Ldlr 1,00 ± 0,25 1,18 ± 0,22 0,96 ± 0,16 0,74 

Cd36 1,00 ± 0,13 1,56 ± 0,10 
* 1,28 ± 0,08 <0,05 

Marcadores de 
daño miocárdico     

Nppa 1,00 ± 0,10 0,70 ± 0,10 1,36 ± 0,27 † <0,05 

Nppb 1,00 ± 0,09 0,47 ± 0,06 
* 0,61 ± 0,07 * <0,05 

Tabla 35. Análisis de la expresión génica de receptores lipídicos y marcadores de 
daño en miocardio de ratones db/+ y diabéticos db/db y db/dbcat 
Los resultados se presentan como medias ± error estándar de la media (n=5-8 ratones por 
grupo). Todos los análisis se llevaron a cabo al finalizar el seguimiento, a los 4 meses de 
edad. Las diferencias estadísticamente significativas entre los grupos para cada variable 
se determinaron mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del post-
test de Dunn; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo 
db/+. En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+; † p<0,05 frente al grupo db/db. 
 

En la Tabla 35 se presentan los niveles relativos de expresión de genes 

de receptores lipídicos y marcadores del daño a nivel del miocardio de 

estos ratones. Se detectó la regulación al alza del gen Cd36 en el grupo 

db/db respecto al no diabésico, así como la regulación a la baja del gen 

Nppb en ambos modelos de ratones diabéticos. Los animales db/dbcat, 
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además cursaron con un incremento significativo en los niveles de 

expresión del Nppa respecto a sus congéneres del modelo db/db.  

En la Tabla 36 se exponen los niveles de expresión génica de marcadores 

de inflamación y estrés de RE. El modelo db/db no presentó diferencias 

significativas en los niveles de expresión de las citoquinas proinflamatorias 

evaluadas, respecto a los no diabésicos. 

Expresión génica  
(unidades relativas) db/+ db/db db/dbcat P 

Inflamación     

Il1b 1,00 ± 0,06 1,17 ± 0,23 2,79 ± 0,76 * † <0,05 

Il6 1,00 ± 0,16 0,86 ± 0,08 1,61 ± 0,37 † <0,05 

Ccl2 1,00 ± 0,08 0,94 ± 0,08 1,79 ± 0,43 0,35 

Tnf 1,00 ± 0,16 0,83 ± 0,15 0,95 ± 0,17 0,81 

Estrés de RE     

Ddit3 1,00 ± 0,08 1,24 ± 0,07 1,07 ± 0,11 0,60 

Atf4 1,00 ± 0,08 1,24 ± 0,10 2,34 ± 0,30 * † <0,05 

Atf6 1,00 ± 0,12 1,56 ± 0,31 2,83 ± 0,06 * † <0,05 

Xbp1 1,00 ± 0,14 1,42 ± 0,18 2,15 ± 0,23 * <0,05 

Ern1 1,00 ± 0,35 2,65 ± 0,11 
* 3,02 ± 0,50 * <0,05 

Tabla 36. Análisis de los niveles de los niveles de expresión génica de marcadores 
de inflamación y estrés de RE en miocardio de ratones db/+ y diabéticos db/db y 
db/dbcat 
Los resultados se presentan como medias ± error estándar de la media (n=5-8 ratones por 
grupo). Todos los análisis se llevaron a cabo al finalizar el seguimiento, a los 4 meses de 
edad. Las diferencias estadísticamente significativas entre los grupos para cada variable 
se determinaron mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del post-
test de Dunn; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo 
db/+. En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+; † p<0,05 frente al grupo db/db. 

Sin embargo, el modelo db/dbcat cursó con genes regulados al alza de las 

citoquinas Il1b e Il6 en comparación tanto con los ratones db/+ como con 

los del modelo db/db.  

En lo que se refiere a la expresión génica de dianas moleculares 
implicadas en el estrés del RE, en el grupo de ratones db/db se observó 

una regulación al alza en Ern1 respecto al no diabésico. Se destacaron 
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cambios significativos marcados en el grupo db/dbcat respecto a los del 

grupo db/+ en la mayoría de las dianas estudiadas. Y en el caso de los 

genes Atf4 y Atf6, estos resultaron ser significativos incluso en 

comparación con los db/db.  

También se evaluaron dianas moleculares involucradas en procesos de 

estrés oxidativo y función mitocondrial, se exponen los resultados en la 

Tabla 37. El grupo de ratones con diabetes db/db mostró un marcado 

aumento significativo en la expresión génica de Mnf2 respecto al grupo 

db/+. En cuanto a los db/dbcat presentaron regulaciones al alza en los 

genes Cybb y Mnf2 en comparación con los no diabésicos.  

Tabla 37. Análisis de los niveles de los niveles de expresión génica de marcadores 
de estrés oxidativo y función mitocondrial en miocardio de ratones db/+ y diabéticos 
db/db y db/dbcat 
Los resultados se presentan como medias ± error estándar de la media (n=5-8 ratones por 
grupo). Todos los análisis se llevaron a cabo al finalizar el seguimiento, a los 4 meses de 
edad. Las diferencias estadísticamente significativas entre los grupos para cada variable 
se determinaron mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del post-
test de Dunn; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo 
db/+. En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+. 

 
 

Expresión génica  
(unidades relativas) db/+ db/db db/dbcat P 

Estrés oxidativo     

Sod2 1,00 ± 0,10 1,32 ± 0,10 1,63 ± 0,34 0,21 

Cybb 1,00 ± 0,16 1,43 ± 0,24 2,90 ± 0,80 * <0,05 
Función 
mitocondrial     

Dnml1 1,00 ± 0,09 1,59 ± 0,20 2,20 ± 0,53 0,12 

Opa1 1,00 ± 0,06 1,58 ± 0,24 1,77 ± 0,43 0,17 

Mnf1 1,00 ± 0,09 1,98 ± 0,37 2,04 ± 0,65 0,24 

Mnf2 1,00 ± 0,18 5,52 ± 1,45 * 3,91 ± 1,18 * <0,05 
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En nuestros modelos de DM2 también se determinó un perfil de 

marcadores proteicos de diversos procesos moleculares en miocardio. Los 

resultados se presentan en la Figura 33 y Tabla 38, no se detectaron 

diferencias significativas en la abundancia de las proteínas de ninguno de 

los marcadores evaluados. 

Figura 33. Análisis Western blot de marcadores de estrés de RE, autofagia y 
resistencia a la insulina en miocardio de ratones db/+ y diabéticos db/db y db/dbcat 
A) Western blot representativo de las proteínas implicadas en estrés de RE: pIRE1α, ATF6, 
BIP, eIF2α y autofagia: LC3B. B) Western blot representativo de las proteínas involucradas 
en resistencia a la insulina: pAKT S473, pAKT T308, AKT y SOCS3. C) Western blot 
representativo de proteínas receptoras de lipoproteínas: CD36 y LRP1. Las señales de las 
proteínas medidas fueron normalizadas mediante la tinción Ponceau del gel.  
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Parámetros 
moleculares db/+ db/db db/dbcat P 

Marcadores de estrés de RE y autofagia 
pIRE1α 0,36 ± 0,04 0,32 ± 0,05 0,33 ± 0,05 0,54 

ATF-6 0,08 ± 0,003 0,10 ± 0,009 0,08 ± 0,010 0,58 

BIP 0,29 ± 0,01 0,27 ± 0,006 0,23 ± 0,02 0,07 

eIF2α 0,12 ± 0,04 0,13 ± 0,05 0,12 ± 0,04 0,91  

LC3B 0,59 ± 0,09 0,58 ± 0,08 0,54 ± 0,06 0,95 

Marcadores de resistencia a la insulina 
pAKT308 0,10 ± 0,014 0,10 ± 0,003 0,10 ± 0,005 0,90 

pAKT473 0,11 ± 0,01 0,12 ± 0,02 0,13 ± 0,02 0,99 

SOCS3 0,07 ± 0,01 0,06 ± 0,01 0,07 ± 0,01 0,91 

Receptores de lipoproteínas 
CD36 0,25 ± 0,07 0,26 ± 0,36 0,33 ± 0,09 0,68 

LRP-1 0,26 ± 0,03 0,24 ± 0,02 0,27 ± 0,02 0,76 

Tabla 38. Perfil de marcadores proteicos de estrés de RE, autofagia, resistencia a la 
insulina y receptores de lipoproteínas analizados por Western blot en miocardio de 
ratones db/+ y diabéticos db/db y db/dbcat 
Los resultados se presentan como medias ± error estándar de la media (n=5 ratones por 
grupo). En todos los casos las unidades son relativas a la carga (Ponceau). Todos los 
análisis se llevaron a cabo al finalizar el seguimiento, a los 4 meses de edad. Las 
diferencias estadísticamente significativas entre los grupos para cada variable se 
determinaron mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del post-test 
de Dunn; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo db/+.  
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4.2 Evaluación del efecto de FTY720/Fingolimod sobre la CMD en 
modelos animales de DM2 

4.2.1 Parámetros corporales y fenotipo 

Ratones db/db 

Como ya hemos descrito previamente, los ratones db/db desarrollaron 

espontáneamente diabetes y esteatosis cardíaca y se consideran un 

modelo animal válido para el estudio de la CMD. En este apartado se 

muestran los efectos de la administración oral de FTY720/Fingolimod en 

modelos de DM2 tanto en db/db como db/dbcat. 

Parámetros 
corporales db/+ db/db db/db + 

FTY720 P 

Peso corporal (g) 30,12 ± 0,42 44,98 ± 0,39 * 47,66 ± 1,75 * <0,05 
Consumo de dieta 
(g/día) 2,58 ± 0,16 8,52 ± 0,89 * 5,50 ± 0,42 <0,05 

Consumo de bebida 
(mL/día) 4,44 ± 0,22 31,89 ± 3,36 * 7,49 ± 1,03 <0,05 

Hígado (g) 1,28 ± 0,03 2,42 ± 0,10 * 2,38 ± 0,16 * <0,05 

Hígado/peso corporal 0,04 ± 0,0009 0,05 ± 0,002 * 0,05 ± 0,003 * <0,05 

Riñones (mg) 357 ± 13,20 390 ± 13,23 416 ± 24,23 0,11 

Pulmones (mg) 145 ± 5,60 140 ± 6,58 147 ± 7,56 0,55 

Corazón (mg) 159 ± 4,27 138 ± 3,28 * 150 ± 4,89 <0,05 

Corazón/peso corporal 0,005 ± 0,0001 0,003 ± 7,22e-01 
* 0,003 ± 0,00 * <0,05 

Longitud de tibia (mm) 19 ± 0,34 18 ± 0,15 17 ± 0,40 * <0,05 
Corazón/longitud de 
tibia 8,56 ± 0,21 7,79 ± 0,15 8,51 ± 0,45 0,06 

Tejido adiposo 
pericárdico (g) 0,07 ± 0,01 1,84 ± 0,32 * 0,10 ± 0,02 † <0,05 

Tejido adiposo 
epididimal (g) 0,74 ± 0,02 2,28 ± 0,08 * 2,24 ± 0,12 * <0,05 

Tejido adiposo total (g) 2,65 ± 0,10 13,09 ± 0,54 * 12,75 ± 0,84 * <0,05 

Tabla 39. Efecto de la administración de FTY720/Fingolimod sobre los parámetros 
corporales de ratones db/+ y diabésicos db/db 
Los resultados se presentan como medias ± error estándar de la media (n=9-11 ratones 
por grupo). Todos los análisis se realizaron en ratones de 4 meses de edad. Al mes de 
edad, los ratones fueron alimentados con una dieta de mantenimiento y tratados con o sin 
FTY720/Fingolimod en el agua de bebida durante 3 meses. Se midió la ingesta de 
alimentos y agua al final del estudio, como se describe en los Materiales y Métodos. Las 
diferencias estadísticamente significativas entre los grupos para cada variable se 
determinaron mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del post-test 
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de Dunn; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05. En concreto, 
*p<0,05 frente al grupo db/+; † p<0,05 frente al grupo db/db. 

Como era de esperar se replicó lo descrito en la primera sección de 

Resultados. En cuanto al fenotipo del grupo db/db sin tratamiento, 

mostraron mayor peso corporal (~1,49 veces; p<0,05) respecto al grupo 

de animales no diabésicos (db/+). Esto se relacionó con un incremento 

importante de los tejidos adiposo total (~4,94 veces; p<0,05), adiposo 

epididimal (~3,08 veces; p<0,05) así como un marcado aumento en el 

tejido adiposo pericárdico (~26,29 veces; p<0,05) en comparación con el 

grupo db/+ (Tabla 39).  

En cuanto al consumo de bebida y dieta, los animales que recibieron el 

tratamiento con FTY720/Fingolimod presentaron los mismos niveles de 

consumo de comida que los del grupo db/db sin tratamiento. Respecto al 

consumo de bebida se observó una disminución, aúnque no llegó a ser 

significativa en comparación al grupo diabésico sin tratar. 

Es importante recordar, tal como se describió en Materiales y Métodos, 

que al grupo tratado se le administró un suplemento de 

FTY720/Fingolimod a través del agua, desde las 4 semanas de edad hasta 

las 16 semanas. Los demás grupos recibieron sólo el vehículo (agua) el 

mismo período de tiempo. 

De tal manera a asegurarnos que el tratamiento se recibió y metabolizó 

adecuadamente, en una muestra representativa del grupo db/db tratado, 

se midieron las concentraciones del fármaco FTY720/Fingolimod y su 

forma fosforilada; que es producto de la metabolización por parte del 

hígado, en muestras de plasma y miocardio de esos animales (Figura 34: 

A). Efectivamente, se comprobaron que los niveles plasmáticos de la forma 

fosforilada de FTY720/Fingolimod aumentaron de manera significativa; 

éstos también se correlacionaron con los niveles detectados en miocardio 

de los animales tratados (Figura 34: D).  
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Es destacable que, a nivel macroscópico no hubo cambios en los órganos 

que metabolizan el fármaco, así el peso del hígado y de los riñones se 

mantuvieron en el rango normal descrito para esta patología (Tabla 39).  

 

Figura 34. Niveles de FTY720/Fingolimod y la forma fosforilada de 
FTY720/Fingolimod en plasma y miocardio de ratones diabésicos db/db 
Los resultados se presentan como medias ± error estándar de la media (n=12 ratones). 
Todos los análisis se realizaron en ratones de 4 meses de edad. A) Se muestran los niveles 
plasmáticos de FTY720/Fingolimod y su forma fosforilada. B) Niveles en miocardio de 
FTY720/Fingolimod y su forma fosforilada. C) Porcentaje de la forma fosforilada de 
FTY720/Fingolimod en plasma y miocardio. D) Correlación entre los niveles plasmáticos de 
FTY720/Fingolimod fosforilado y en miocardio. Las diferencias estadísticamente 
significativas entre los grupos en A, B y C se determinaron mediante una prueba no 
paramétrica de Wilcoxon; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05. En 
concreto, *p<0,05 frente a la forma no fosforilada de FTY720/Fingolimod. Se utilizó una 
prueba paramétrica de Pearson para analizar si estos parámetros estaban correlacionados. 
 

Adicionalmente, la administración oral de FTY720/Fingolimod en el modelo 

db/db, no se asoció a cambios significativos en la mayoría de los 

parámetros corporales medidos. La excepción fue la drástica y 
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sorprendente disminución significativa del tejido adiposo pericárdico en 

ratones db/db tratados con FTY720/Fingolimod (~95%; p<0,05) (Tabla 39). 

Como ya se describió previamente; la existencia de un subgrupo de 

animales db/db que evolucionó a una diabetes exacerbada, catabólica, 

este porcentaje de ratones se presentó nuevamente en la tanda sometida 

al tratamiento. De este modo, se consideraron como un nuevo grupo 

db/dbcat y se procedió a registrar y analizar en paralelo los mismos 

parámetros que aquellos medidos en los ratones db/db. 

Ratones db/dbcat 

En la Tabla 40 se muestran los parámetros corporales medidos en los 

diferentes grupos experimentales del modelo de diabetes catabólica. Una 

vez más se replicó lo observado en la sección 4.1.1c, en la que se describió 

que el grupo db/dbcat al final del período de seguimiento  presentó tal 

pérdida de peso corporal que éste alcanzó valores similares al del grupo 

no diabésico (peso corporal: db/dbcat 32,73 ± 1,70 versus db/+: 30,12 ± 

0,42). En este caso, el peso del corazón fue significativamente menor en 

los animales con db/dbcat respecto al grupo no diabésico (~12%; p<0,05) 

acompañándose de una disminución en la relación corazón/peso corporal 

(~20%; p<0,05). 

En los animales db/dbcat que recibieron tratamiento con 

FTY720/Fingolimod se observó una tendencia a menor pérdida de peso 

corporal (db/dbcat + FTY720: 34,66 ± 1,75 versus db/+: 30,12 ± 0,42; 

p=0,07). Esto se asoció a mayor acumulación de tejido adiposo total (~2,78 

veces; p<0,05) y epididimal (~2,35 veces; p<0,05) en comparación con los 

no diabésicos. A diferencia del grupo db/dbcat sin tratar, el grupo en 

tratamiento con FTY720/Fingolimod no exhibió cambios en el peso del 

corazón y la relación corazón/peso corporal fue similar al grupo no 

diabésico. 
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Parámetros 
corporales db/+ db/dbcat db/dbcat + 

FTY720 P 
Peso corporal 
(g) 30,12 ± 0,42 32,73 ± 1,70   34,66 ± 1,75  0,07 

Consumo de 
dieta (g/día) 2,58 ± 0,16 9,52 ± 3,35 * 5,92 ± 1,13  <0,05 
Consumo de 
bebida (g/día) 4,44 ± 0,22 24,27 ± 3,10 * 39,88 ± 1,44 *  <0,05 

Hígado (g) 1,28 ± 0,03 2,08 ± 0,13 * 2,18 ± 0,09 * <0,05 
Hígado/peso 
corporal 0,04 ± 0,001 0,06 ± 0,003 *  0,06 ± 0,004 *  <0,05 

Riñones (mg) 357 ± 13,20 424 ± 43,92  443 ± 22,97  <0,05 

Pulmones (mg) 145 ± 5,60 127 ± 6,22  137 ± 9,01  0,12 

Corazón (mg) 159 ± 4,27 140 ± 4,55 *  155 ± 4,74  <0,05 
Corazón/peso 
corporal 0,005 ± 0,00 0,004 ± 0,00 *  0,004 ± 0,00  <0,05 

Longitud de 
tibia (mm) 19 ± 0,34 17 ± 0,21 17 ± 0,17 * <0,05 
Corazón/longitu
d de tibia 8,56 ± 0,21 8,11 ± 0,29  9,17 ± 0,31  0,12 

Tejido adiposo 
pericárdico (g) 0,07 ± 0,01 0,02 ± 0,01 * 0,06 ± 0,01  <0,05 

Tejido adiposo 
epididimal (g) 0,74 ± 0,02 1,43 ± 0,22  1,74 ± 0,14 *  <0,05 

Tejido adiposo 
total (g) 2,65 ± 0,10 5,67 ± 0,91  7,36 ± 0,74 *  <0,05 

Tabla 40. Efecto de la administración de FTY720/Fingolimod sobre los parámetros 
corporales de ratones db/+ y diabéticos db/dbcat 
Los resultados se presentan como medias ± error estándar de la media (n=7-9 ratones por 
grupo). Todos los análisis se realizaron en ratones de 4 meses de edad. Al mes de edad, 
los ratones fueron alimentados con una dieta de mantenimiento y tratados con o sin 
FTY720/Fingolimod durante 3 meses. Se midió la ingesta de alimentos y agua al final del 
estudio, como se describe en los Materiales y Métodos. Las diferencias estadísticamente 
significativas entre los grupos para cada variable se determinaron mediante una prueba no 
paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del post-test de Dunn; las diferencias se 
consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo db/+. En concreto, *p<0,05 frente 
al grupo db/+. 
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4.2.1a Bioquímica plasmática  

Ratones db/db 

El efecto de la administración del FTY720/Fingolimod sobre los 

parámetros bioquímicos plasmáticos en el modelo de DM2 metabólica se 

muestra en la Tabla 41.  

Bioquímica 
plasmática db/+ db/db db/db + 

FTY720 P 

Glucosa (mM) 10,19 ± 0,49 46,03 ± 2,42 * 39,54 ± 2,74 * <0,05 

Insulina (ng/L) 0,64 ± 0,10 1,96 ± 0,34 * 2,15 ± 0,45 * <0,05 

Glucosa x Insulina 2,92 ± 0,53 39,35 ± 8,46 * 45,56 ± 13,34 * <0,05 

Adipo-IR 0,014 ± 0,00 0,045 ± 0,00 * 0,120 ± 0,05 * <0,05 
Adiponectina 
(ng/mL) 3865 ± 190 3519 ± 434 3413 ± 264 0,44 

ALT (U/L) 34 ± 4,16 178 ± 43,39 *  223 ± 44,39 * <0,05 

AST (U/L) 195 ± 29,86 297 ± 71,47  240 ± 38,86 0,56 

Creatinina (µmol/L) 0,034 ± 0,00 0,052 ± 0,00 * 0,055 ± 0,00 * <0,05 

BUN (µM) 5,60 ± 0,30 6,00 ± 0,39 6,62 ± 0,47 0,29 

Colesterol total (mM) 2,69 ± 0,09 3,10 ± 0,15 3,56 ± 0,13 * <0,05 

Colesterol HDL (mM) 1,87 ± 0,10 2,73 ± 0,10 * 2,83 ± 0,12 * <0,05 
Colesterol no-HDL 
(mM) 0,82 ± 0,06 0,45 ± 0,08 * 0,73 ± 0,12 <0,05 

Triglicéridos (mM) 0,98 ± 0,10 1,69 ± 0,15 * 0,99 ± 0,14 † <0,05 

AGL (mM) 0,82 ± 0,06 1,16 ± 0,16  1,37 ± 0,10 * <0,05 

Tabla 41. Efecto de la administración de FTY720/Fingolimod sobre los parámetros 
bioquímicos plasmáticos de ratones db/+ y diabésicos db/db 
Los resultados se presentan como medias ± error estándar de la media (n=9-11 ratones 
por grupo). Todos los análisis se realizaron en ratones de 4 meses de edad. Las diferencias 
estadísticamente significativas entre los grupos para cada variable se determinaron 
mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del post-test de Dunn; las 
diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo db/+. En concreto, 
*p<0,05 frente al grupo db/+; †p<0,05 frente al grupo db/db. 

Como ya se describió anteriormente los animales del grupo db/db cursaron 

con niveles importantes de hiperglucemia y dislipidemia, siendo esta última 

caracterizada por un incremento de los niveles plasmáticos de triglicéridos 

(~1,72 veces; p<0,05) respecto al grupo db/+. El metabolismo de la 

insulina se encontró alterado, dado por los niveles aumentados de insulina 
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(~3,06 veces; p<0,05) y subsecuentemente los índices Glucosa x Insulina 

(~13,48; p<0,05) y Adipo-IR (~3,21; p<0,05). 

Se observó que el tratamiento con FTY720/Fingolimod causó 

principalmente una disminución en las concentraciones circulantes de 

triglicéridos en ratones db/db, llegando a niveles similares al del grupo no 

diabésico (~41%; p<0,05). Todos los demás parámetros medidos no 

sufrieron modificaciones favorables en presencia del tratamiento. Cabe 

destacar que la presencia de FTY720/Fingolimod en el grupo diabésico 

metabólico, no alteró los parámetros de funcionalidad hepática y renal. 

Ratones db/dbcat 

En lo que respecta a la bioquímica plasmática en este modelo animal, se 

presentan los datos en la Tabla 42. Se volvió a replicar lo observado en la 

tanda anterior de estos animales. Los mismos presentaron hiperglucemia 

(~5,05 veces; p<0,05) en comparación con los no diabésicos, 

acompañados de la alteración en el metabolismo de la insulina producto 

Glucosa x Insulina (~7,75 veces; p<0,05) y el índice Adipo-IR aumentado 

(~4 veces; p<0,05).  

El tratamiento con FTY720/Fingolimod no supuso cambios significativos 

en los parámetros evaluados respecto al grupo db/dbcat no tratado. 
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Bioquímica 
plasmática db/+ db/dbcat db/dbcat + 

FTY720 P 

Glucosa (mM) 10,19 ± 0,49 51,55 ± 1,71 * 51,87 ± 3,30 * <0,05 

Insulina (ng/L) 0,64 ± 0,10 1,05 ± 0,12 1,43 ± 0,30 0,06 

Glucosa x Insulina 2,92 ± 0,53 22,65 ± 2,93 * 35,13 ± 8,89 * <0,05 

Adipo-IR 0,01 ± 0,00 0,04 ± 0,01 * 0,04 ± 0,01 * <0,05 
Adiponectina 
(ng/mL) 3865 ± 190 2454 ± 190 * 2329 ± 285 * <0,05 

ALT (U/L) 34 ± 4,16 145 ± 39,04 * 198 ± 27,27 * <0,05 

AST (U/L) 195 ± 29,86 290 ± 82,46 262 ± 50,11 0,47 

Creatinina (µmol/L) 0,03 ± 0,00 0,06 ± 0,00 * 0,06 ± 0,00 * <0,05 

BUN (µM) 5,60 ± 0,30 7,05 ± 0,36 9,65 ± 1,06 * <0,05 
Colesterol total 
(mM) 2,69 ± 0,09 3,19 ± 0,33 3,29 ± 0,39 0,17 

Colesterol HDL 
(mM) 1,87 ± 0,10 2,40 ± 0,14 * 2,57 ± 0,16 * <0,05 
Colesterol no-HDL 
(mM) 0,82 ± 0,06 0,80 ± 0,21 0,72 ± 0,29 0,12 

Triglicéridos (mM) 0,98 ± 0,10 1,16 ± 0,18 1,32 ± 0,22 0,37 

AGL (mM) 0,82 ± 0,06 1,25 ± 0,18 1,04 ± 0,06 <0,05 

Tabla 42. Efecto de la administración de FTY720 sobre los parámetros bioquímicos 
plasmáticos de ratones db/+ y diabéticos db/dbcat 
Los resultados se presentan como medias ± error estándar de la media (n=6-9 ratones por 
grupo). Todos los análisis se realizaron en ratones de cuatro meses de edad. Los niveles 
plasmáticos de las fracciones HDL se determinaron en los sobrenadantes plasmáticos tras 
precipitarlos con ácido fosfotúngstico (Roche); la fracción no-HDL se calculó restando la 
fracción HDL del plasma total. Las diferencias estadísticamente significativas entre los 
grupos para cada variable se determinaron mediante una prueba no paramétrica de 
Kruskal-Wallis seguida del post-test de Dunn; las diferencias se consideraron significativas 
cuando p<0,05 frente al grupo db/+. En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+. 
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4.2.2 Efecto de FTY720/Fingolimod sobre la funcionalidad cardíaca 

Se evaluó el efecto del FTY720/Fingolimod sobre la función cardíaca en 

los dos modelos de estudio, tanto en diabetes como la catabólica. Los 

parámetros cardíacos fueron determinados por ecocardiografía al final del 

tratamiento (ratones de 4 meses de edad) y se presentan a continuación. 

Ratones db/db 

De acuerdo con lo reportado previamente en la sección 4.1.1c, en esta 

nueva tanda de animales el grupo db/db sin tratamiento presentó 

disfunción diastólica, revelada por el incremento de la relación entre el flujo 

mitral diastólico temprano y tardío (MV E/A: ~1,12 veces; p<0,05) respecto 

al grupo db/+ (Tabla 43). Este aumento en la relación de ondas E/A fue 

debido a la disminución de las ondas pasiva (onda E: 34%; p<0,05) y activa 

(onda A: 41%; p<0,05), respectivamente. El fenotipo se acompañó del 

aumento en los tiempos de contracción (IVCT: ~1,26 veces; p<0,05) y 

relajación (IVRT: ~1,26 veces; p<0,05) en comparación con el grupo no 

diabésico. 

 
Tabla 43. Efecto de 3 meses de la administración de FTY720/Fingolimod sobre los 
parámetros de la función diastólica en ratones db/+ y diabésicos db/db 
Los resultados se presentan como medias ± error estándar de la media (n=6-9 ratones por 
grupo). Todos los análisis ecocardiográficos se llevaron a cabo al finalizar el tratamiento, a 
los 4 meses de edad. Las diferencias estadísticamente significativas entre los grupos para 
cada variable se determinaron mediante una prueba paramétrica de ANOVA seguida del 
post-test de Tukey; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al 
grupo db/+. En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+ y †p<0,05 frente al grupo db/db. 

Parámetros 
Función diastólica db/+ db/db db/db + FTY720 P 

AET (ms) 54,47 ± 2,12  58,05 ± 2,12  50,31 ± 0,74 †  <0,05 

IVCT (ms) 16,48 ± 1,11  20,83 ± 1,22 * 17,08 ± 0,70  <0,05 

IVRT (ms) 22,60 ± 0,53  28,56 ± 1,07 * 25,94 ± 0,51 * <0,05 

MV A (mm/s) 418,5 ± 21,12  245,5 ± 18,91*  268,9 ± 31,08 *  <0,05 

MV E (mm/s) 670,5 ± 39,91  440,4 ± 33,44* 419,0 ± 44,47 * <0,05 

MV ET (ms) 75,57 ± 3,57  86,60 ± 5,09  71,49 ± 4,58  0,07 

MV E/A 1,60 ± 0,04  1,80 ± 0,05 * 1,57 ± 0,05 † <0,05 
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Abreviaturas: AET (del inglés, Aortic Ejection Time); IVCT (del inglés, Isovolumetric 
Contraction Time); IVRT (del inglés, Isovolumetric Relaxation Time); MV A (del inglés, Mitral 
A-wave velocity); MV E (Mitral E-wave velocity); MV ET (del inglés, Mitral Valve Ejection 
Time); MV E/A (del inglés, Mitral valve E/A ratio). 
 

Después de 3 meses de tratamiento con FTY720/Fingolimod, la disfunción 

diastólica en el modelo db/db se vio corregida. Se observó una mejora 

significativa de ~13% en la relación de las ondas E/A (1,57 ± 0,05; p<0,05) 

respecto al grupo db/db sin tratamiento (MV E/A: 1,80 ± 0,05) y se logró 

un nivel comparable con el grupo de animales no diabésicos (MV E/A: 1,60 

± 0,04). También se reportó una disminución significativa en el tiempo de 

eyección de la válvula aórtica (AET: ~13%; p<0,05) respecto al grupo 

diabésico sin tratamiento y llegó a ser comparable al grupo no diabésico 

(db/+). 

 
Tabla 44. Efecto de 3 meses de la administración de FTY720/Fingolimod sobre los 
parámetros de la función sistólica en ratones db/+ y diabésicos db/db 
Los resultados se presentan como medias ± error estándar de la media (n=9 ratones por 
grupo). Todos los análisis ecocardiográficos se llevaron a cabo al finalizar el tratamiento, a 
los 4 meses de edad. Las diferencias estadísticamente significativas entre los grupos para 
cada variable se determinaron mediante una prueba paramétrica de ANOVA seguida del 

Parámetros 
Función sistólica db/+ db/db   db/db + FTY720 P 

LVAW (d) (mm) 0,91 ± 0,06  0,71 ± 0,04 * 0,87 ± 0,04 <0,05 

IVS (d) (mm) 0,89 ± 0,06  0,76 ± 0,03 0,83 ± 0,02 0,06 

LVID (d) (mm) 3,77 ± 0,10  3,67 ± 0,07 3,36 ± 0,12 * <0,05 

LVPW (d) (mm) 0,89 ± 0,03  0,76 ± 0,02 * 0,82 ± 0,02 <0,05 

LVAW (s) (mm) 1,36 ± 0,08  1,24 ± 0,06 1,33 ± 0,06 0,44 

IVS (s) (mm) 1,36 ± 0,06  1,18 ± 0,06 1,27 ± 0,03 0,07 

LVID (s) (mm) 2,62 ± 0,14  2,60 ± 0,09 2,42 ± 0,10 0,40 

LVPW (s) (mm) 1,23 ± 0,08  1,07 ± 0,03 1,17 ± 0,03 0,13 

%EF 61,58 ± 4,20 56,42 ± 2,46 55,31 ± 2,49 0,31 

%FS 33,16 ± 3,01  29,19 ± 1,68 29,77 ± 2,72 0,49 

LV mass (mg) 118,17 ± 2,67  95,61 ± 2,82 * 95,82 ± 6,30 * <0,05 

LV vol (d) (μL) 62,46 ± 3,66 57,06 ± 2,37 46,61 ± 4,01 * <0,05 

LV vol (s) (μL) 24,74 ± 3,56  25,11 ± 1,99 21,30 ± 2,16 0,42 
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post-test de Tukey; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al 
grupo db/+. En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+. Abreviaturas: LVAW (del inglés, Left 
Ventricle anterior wall); IVS (del inglés, Interventricular Septal Thickness); LVID (del inglés, 
Left Ventricle Internal Dimension); LVPW (del inglés, Left Ventricle posterior wall); %EF 
(Ejection Fraction); %FS (Fractional Shortening); LV mass (del inglés, Left Ventricle mass); 
LV vol (Left Ventricle volume); d (diástole) y s (sístole). 

En la tabla 44 se muestran los parámetros de la función sistólica en los 

animales con db/db tratados y sin tratar. Esta se encontró preservada y 

revelada por las fracciones de eyección (%EF) y acortamiento (%FS) sin 

cambios significativos respecto al grupo no diabésico. La masa del 

ventrículo izquierdo en los diabésicos se encontró disminuida respecto al 

grupo db/+ (LV mass: ~19%; p<0,05) sin cambios favorables en presencia 

de FTY720/Fingolimod. 

Expresión génica y abundancia proteica de marcadores implicados en el 

metabolismo de esfingolípidos 

Como el FTY720/Fingolimod es un análogo estructural de la S1P, 

evaluamos si la expresión génica de los receptores implicados en la 

captación de S1P, así como las enzimas responsables de la posterior 

fosforilación, se encontraban afectadas por la administración del fármaco. 

En el grupo de animales db/db se presentó una sobreexpresión del gen 

S1p1 respecto al grupo no diabésico (Figura 35). Las demás dianas 

evaluadas permanecieron sin cambios. La administración de 

FTY720/Fingolimod no modificó la expresión génica de ninguna de las 

dianas analizadas. 
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Figura 35. Efecto de 3 meses de la administración de FTY720/Fingolimod sobre la 
expresión génica de marcadores del metabolismo esfingolipídico en ratones db/+ y 
diabésicos db/db 
La expresión génica se normalizó por los niveles de RNAm de GAPDH. Los resultados se 
presentan como medias ± error estándar de la media (n=7-10 ratones por grupo). Las 
diferencias estadísticamente significativas entre los grupos para cada variable se 
determinaron mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del post-test 
de Dunn; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo db/+. 
En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+. 

Para comprobar si el aumento de la expresión de los niveles de RNAm del 

receptor 1 de S1P (S1p1) se traducían en cambios a nivel de la proteína, 

se procedió a medirla por técnicas de inmunohistoquímica en miocardios 

incluidos en parafina. No se presentaron diferencias en la abundancia de 

la proteína S1PR1 en miocardio de nuestros animales diabésicos (Figura 

35).  
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Figura 36. Efecto de 3 meses de la administración de FTY720/Fingolimod sobre 
S1PR1 en miocardio de ratones db/+ y diabésicos db/db 
A) Los resultados se presentan como medias ± error estándar de la media (n=4-5 ratones 
por grupo). Las diferencias estadísticamente significativas entre los grupos para cada 
variable se determinaron mediante una prueba no paramétrica de Kruskal Wallis seguida 
del post-test de Dunn; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente 
al grupo db/+. B); C) y D) micrografías de miocardio de muestras representativas de la 
inmunohistoquímica para la detección de S1PR1. Las imágenes fueron captadas a 40x de 
aumento y la escala es 20 µm. 

Expresión génica de marcadores de daño de tejido miocárdico 

Con el fin de explorar a nivel molecular la disfunción miocárdica en 
nuestros modelos animales de DM2, abordamos el análisis de la expresión 

de genes involucrados en estos procesos.  
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En el modelo db/db en general no se observaron cambios significativos a 
nivel de la expresión génica de las dianas de interés en comparación con 

los no diabésicos (Figura 37). El fármaco ejerció la regulación a la baja del 

gen Nppb respecto al grupo db/+.  

 
Figura 37. Efecto de 3 meses de la administración de FTY720/Fingolimod sobre la 
expresión génica de marcadores de daño miocárdico en ratones db/+ y diabésicos 
db/db 
La expresión génica se normalizó por los niveles de RNAm de GAPDH. Los resultados se 
presentan como medias ± error estándar de la media (n=4-5 ratones por grupo). Las 
diferencias estadísticamente significativas entre los grupos para cada variable se 
determinaron mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del post-test 
de Dunn; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo db/+. 
En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+. 

Ratones db/dbcat 

El efecto del tratamiento con FTY720/Fingolimod sobre la CMD en el 

modelo de diabetes catabólica, se muestra en la  

Tabla 45. De acuerdo con lo reportado anteriormente en nuestro estudio y 

en esta nueva tanda de animales db/dbcat, la función diastólica 

nuevamente se encontró alterada (MV E/A: ~1,19 veces; p<0,05) respecto 

a los animales no diabésicos. Este incremento fue consecuente con la 

disminución de las ondas pasiva (onda E: 26%; p<0,05) y activa (onda A: 

38%; p<0,05), en comparación con el grupo db/+. Todo esto acompañado 
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de un aumento en el tiempo de relajación (IVRT: ~1,18 veces; p<0,05) 

respecto a los ratones no diabésicos. 

Parámetros 
Función diastólica db/+ db/dbcat db/dbcat + 

FTY720 P 

AET (ms) 54,47 ± 2,12  46,15 ± 2,22  51,59 ± 3,74  0,11 

IVCT (ms) 16,48 ± 1,11  16,72 ± 0,51  20,56 ± 2,27  0,12 

IVRT (ms) 22,60 ± 0,53  26,62 ± 1,33 * 24,76 ± 0,89  <0,05 

MV A (mm/s) 418,5 ± 21,12  257,9 ± 26,66 *  393,9 ± 39,18 † <0,05 

MV E (mm/s) 670,5 ± 39,91  494,5 ± 54,73 *   608,9 ± 50,43  0,05 

MV ET (ms) 75,57 ± 3,57  69,56 ± 4,25  67,65 ± 2,99  0,28 

MV E/A 1,60 ± 0,04  1,91 ± 0,04 *  1,66 ± 0,05 † <0,05 
 
Tabla 45. Efecto de 3 meses de la administración de FTY720/ Fingolimod sobre los 
parámetros de la función diastólica en ratones db/+ y diabéticos db/dbcat 
Los resultados se presentan como medias ± error estándar de la media (n=7-9 ratones por 
grupo). Todos los análisis ecocardiográficos se llevaron a cabo al finalizar el tratamiento, a 
los 4 meses de edad. Las diferencias estadísticamente significativas entre los grupos para 
cada variable se determinaron mediante una prueba paramétrica de ANOVA seguida del 
post-test de Tukey; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al 
grupo db/+. En concreto, * p<0,05 frente al grupo db/+ y †p<0,05 frente al grupo db/dbcat. 
Abreviaturas: AET (del inglés, Aortic Ejection Time); IVCT (del inglés, Isovolumetric 
Contraction Time); IVRT (del inglés, Isovolumetric Relaxation Time); MV A (del inglés, Mitral 
A-wave velocity); MV E (Mitral E-wave velocity); MV ET (del inglés, Mitral Valve Ejection 
Time); MV E/A (del inglés, Mitral valve E/A ratio). 

 

Nuestros datos revelaron el efecto favorable del FTY720/Fingolimod sobre 

la disfunción diastólica más severa en este modelo de db/dbcat ( 

Tabla 45). Así, se observó una disminución significativa de la relación MV 

E/A (~13%; p<0,05) en comparación con el grupo db/dbcat sin tratar, 

alcanzando valores similares a los del grupo no diabésico (MV E/A; db/dbcat 

+ FTY720: 1,66 ± 0,05 versus db/+: 1,60 ± 0,04).  

La mejoría de la función diastólica se atribuyó principalmente al incremento 

significativo en el llenado diastólico tardío, onda A (~1, 53 veces; p<0,05) 

respecto al grupo db/dbcat sin tratamiento. También se presentó una 

tendencia al aumento en la onda E respecto a los diabésicos catabólicos 
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no tratados. En ambos casos, el tratamiento con FTY720/Fingolimod 

mostró tal mejora en los parámetros descritos, que se obtuvieron niveles 

similares a los de ratones no diabésicos (grupo db/+). 

La función sistólica se encontró preservada en este modelo animal de 

diabetes catabólica, no se exhibieron cambios significativos tanto en la 

fracción de eyección (%EF) como en la fracción de acortamiento (%FS), 

en comparación con los no diabésicos (Tabla 46). 

Parámetros 
Función sistólica db/+ db/dbcat db/dbcat + 

FTY720 P 

LVAW (d) (mm) 0,91 ± 0,06  0,80 ± 0,02  0,94 ± 0,04  0,17 

IVS (d) (mm) 0,89 ± 0,06  0,80 ± 0,04  0,87 ± 0,03  0,37 

LVID (d) (mm) 3,77 ± 0,10  3,78 ± 0,13  3,96 ± 0,05  0,36 

LVPW (d) (mm) 0,89 ± 0,03  0,80 ± 0,02  0,91 ± 0,02 † <0,05 

LVAW (s) (mm) 1,36 ± 0,08  1,31 ± 0,06  1,44 ± 0,06  0,48 

IVS (s) (mm) 1,36 ± 0,06  1,27 ± 0,08  1,40 ± 0,06  0,43 

LVID (s) (mm) 2,62 ± 0,14  2,54 ± 0,13  2,76 ± 0,07  0,48 

LVPW (s) (mm) 1,23 ± 0,08  1,14 ± 0,04  1,21 ± 0,04  0,58 

%EF 61,58 ± 4,20 61,60 ± 3,39  57,77 ± 2,26  0,68 

%FS 33,16 ± 3,01  32,92 ± 2,48  30,25 ± 1,49  0,66 

LV mass (mg) 118,17 ± 2,67  107,6 ± 5,78  136,7 ± 3,09 * † <0,05 

LV vol (d) (μL) 62,46 ± 3,66 62,03 ± 4,80  68,25 ± 2,01  0,44 

LV vol (s) (μL) 24,74 ± 3,56  23,85 ± 2,96  28,78 ± 1,77  0,48 

Tabla 46. Efecto de 3 meses de la administración de FTY720/Fingolimod sobre los 
parámetros de la función sistólica en ratones db/+ y diabéticos db/dbcat 
Los resultados se presentan como medias ± error estándar de la media (n=7-9 ratones por 
grupo). Todos los análisis ecocardiográficos se llevaron a cabo al finalizar el tratamiento, a 
los 4 meses de edad. Las diferencias estadísticamente significativas entre los grupos para 
cada variable se determinaron mediante una prueba paramétrica de ANOVA seguida del 
post-test de Tukey; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al 
grupo db/+. En concreto, * p<0,05 frente al grupo db/+ y † p<0,05 frente al grupo db/dbcat. 
Abreviaturas: LVAW (del inglés, Left Ventricle anterior wall); IVS (del inglés, Interventricular 
Septal Thickness); LVID (del inglés, Left Ventricle Internal Dimension); LVPW (del inglés, 
Left Ventricle posterior wall); %EF (Ejection Fraction); %FS (Fractional Shortening); LV 
mass (del inglés, Left Ventricle mass); LV vol (Left Ventricle volume); d (diástole) y s 
(sístole). 
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La suplementación con FTY720/Fingolimod no produjo cambios a nivel de 
la función sistólica. Se mantuvieron las fracciones de eyección y 

acortamiento y no se presentaron cambios ni respecto a los diabésicos 

catabólicos sin tratamiento, ni respecto algrupo no diabésico. El grupo 

tratado mostró un aumento significativo en la masa del ventrículo izquierdo 

(~1,27 veces; p<0,05) respecto tanto a los db/dbcat como a los los db/+. 

Esto se acompañó del incremento significativo en el espesor de la pared 

posterior del ventrículo izquierdo (LVPW: ~1,14 veces; p<0,05) respecto al 

grupo diabésico sin FTY720/Fingolimod y llegando a niveles similares del 

grupo no diabésico. 

Expresión génica y abundancia proteica de marcadores implicados en el 

metabolismo de esfingolípidos 

En el modelo animal de diabetes catabólica a nivel de expresión génica los 

ratones db/dbcat no mostraron diferencias significativas respecto al grupo 

no diabésico (Figura 38). Sin embrago, los ratones db/dbcat tratados con 

FTY720/Fingolimod exhibieron un marcado aumento en los niveles de 

RNAm del gen S1pr1 en comparación con los no diabésicos.  

 
Figura 38. Efecto de 3 meses de la administración de FTY720/Fingolimod sobre la 
expresión génica de marcadores de marcadores del metabolismo esfingolipídico en 
miocardio de ratones db/+ y diabéticos db/dbcat 
La expresión génica se normalizó por los niveles de RNAm de GAPDH. Los resultados se 
presentan como medias ± error estándar de la media (n=7-10 ratones por grupo). Las 
diferencias estadísticamente significativas entre los grupos para cada variable se 
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determinaron mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del post-test 
de Dunn; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo db/+. 
En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+. 

Mediante inmunohistoquímica de secciones parafinadas de miocardio, 

evaluamos la abundancia relativa de la proteína S1PR1 en este modelo de 

diabetes avanzada. Los miocardios de los animales del grupo db/dbcat 

mostraron un aumento significativo en la proteína S1PR1 respecto al grupo 

no diabésico (~3,47 veces; p<0,05) (Figura 39). Esta abundancia relativa 

se vio significativamente disminuida en presencia de FTY720/Fingolimod 

(~80%; p<0,05), en el grupo de diabésicos catabólicos tratado y llegaron a 

niveles comparables con los observados en el grupo db/+. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 39. Efecto de 3 meses de la administración de FTY720/Fingolimod sobre 
S1PR1 en miocardio de ratones db/+ y diabéticos db/dbcat 
A) Los resultados se presentan como medias ± error estándar de la media (n=4-5 ratones 
por grupo). Las diferencias estadísticamente significativas entre los grupos para cada 
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variable se determinaron mediante una prueba no paramétrica de Kruskal Wallis seguida 
del post-test de Dunn; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente 
al grupo db/+. En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+ y †p<0,05 frente al grupo db/dbcat. 
B); C) y D) micrografías de miocardio de muestras representativas de la 
inmunohistoquímica para la detección de S1PR1. Las imágenes fueron captadas a 40x de 
aumento y la escala es 20 µm. 

También se exploró la abundancia de esta proteína en miocardio utilizando 

el análisis por Western blot, resultados que se muestran la Figura 40. Los 

miocardios del grupo de ratones diabéticos catabólicos, exhibieron un 

incremento significativo de los niveles relativos de esta proteína. En 

cambio, en presencia del fármaco, los animales tratados mostraron una 

abundancia relativa de la proteína S1PR1 similar a los no diabésicos.  

 

Figura 40. Análisis Western blot de la proteína S1PR1 en miocardio de ratones db/+ 
y diabéticos db/dbcat en presencia/ausencia de FTY720/Fingolimod 
A) Western blot de la proteína S1PR1 en miocardio, se muestra un gel representativo con 
n=3. B) Cuantificación de la señal de S1PR1. La señal de la proteína medida fue 
normalizada mediante GAPDH y los datos presentados como media ± error estándar de la 
media (n=5 ratones por cada grupo). Las diferencias estadísticamente significativas entre 
grupos para cada variable se determinaron mediante una prueba no paramétrica de Kruskal 
Wallis seguida del post-test de Dunn; las diferencias se consideraron significativas cuando 
p<0,05 frente al grupo db/+. En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+. 

Expresión génica de marcadores de daño de tejido miocárdico 

Respecto a las dianas moleculares involucradas en la regulación del daño 

a nivel de miocardio, los animales con diabetes catabólica mostraron una 

regulación al alza en el gen Myh7, respecto al grupo no diabésico (Figura 

41). En presencia del tratamiento con FTY720/Fingolimod no se 
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presentaron cambios en la expresión relativa de los genes diana 

analizados. 

 

Figura 41. Efecto de 3 meses de la administración de FTY720/Fingolimod sobre la 
expresión génica de marcadores de daño miocárdico en ratones db/+ y diabéticos 
db/dbcat 
La expresión génica se normalizó por los niveles de RNAm de GAPDH. Los resultados se 
presentan como medias ± error estándar de la media (n=4-5 ratones por grupo). Las 
diferencias estadísticamente significativas entre los grupos para cada variable se 
determinaron mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del post-test 
de Dunn; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo db/+. 
En concreto, * p<0,05 frente al grupo db/+.  
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4.2.3 Efectos de FTY720/Fingolimod sobre dianas moleculares 
implicadas en la fisiopatología de la CMD  

4.2.3a Efecto de FTY720/Fingolimod sobre la inflamación 

Para explorar el efecto antiinflamatorio de FTY720/Fingolimod sobre los 

dos fenotipos de diabetes, db/db y db/dbcat, respectivamente, en primer 

lugar se midieron los niveles plasmáticos de citoquinas proinflamatorias y 

antiinflamatoria.  

Ratones db/db 

En ratones diabésicos se encontró un incremento significativo en los 

niveles plasmáticos de citoquinas proinflamatorias, tales como MCP-1 

(~3,28 veces; p<0,05) y TNFα (~4,52 veces; p<0,05), respecto al grupo no 

diabésico (Figura 42). Esto acompañado del aumento de los niveles 

secretados de IL-10 (~12,13 veces; p<0,05) en comparación con los 

animales no diabésicos. 

Figura 42. Efecto de 3 meses de la administración de FTY720/Fingolimod sobre la 
inflamación sistémica en ratones db/+ y diabésicos db/db 
Los resultados se presentan como medianas ± mínimo y máximo (n=5 ratones por grupo). 
Las diferencias estadísticamente significativas entre los grupos para cada variable se 
determinaron mediante una prueba paramétrica de ANOVA seguida del post-test de Tukey; 
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las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo db/+. En 
concreto, *p<0,05 y †p<0,05 frente al grupo db/db. 

El tratamiento con FTY720/Fingolimod mejoró los marcadores plasmáticos 

de inflamación en los ratones db/db. Este efecto antiinflamatorio consistió 

en la disminución importante de los niveles de citoquinas proinflamatorias 

TNFα (~78%; p<0,05) y MCP-1 (~35%; p<0,05) en plasma de estos 

animales, en comparación con los no tratados (Figura 42). Además, los 

db/db tratados con el fármaco exhibieron una disminución en los niveles 

de la citoquina antiinflamatoria, IL-10 (~81% veces; p<0,05) respecto al 

grupo que no recibió el tratamiento (Figura 42).  

Para explorar si la inflamación sistémica revelada por el aumento de las 

citoquinas plasmáticas se relacionaba con cambios en la expresión 

génica a nivel local, se procedió a medir los niveles de RNAm de dianas 

moleculares de inflamación en el miocardio de estos animales ( 

Figura 43). 

 
Figura 43. Efecto de 3 meses de la administración de FTY720/Fingolimod sobre la 
expresión génica de marcadores de inflamación en miocardio de ratones db/+ y 
diabésicos db/db 
La expresión génica se normalizó por los niveles de RNAm de GAPDH. Los resultados se 
presentan como medias ± error estándar de la media (n=4-5 ratones por grupo). Las 
diferencias estadísticamente significativas entre los grupos para cada variable se 
determinaron mediante una prueba paramétrica ANOVA seguido de post-test de Tukey o 
una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del post-test de Dunn, según 
correspondía al caso. En concreto, *p<0,05 y † p<0,05 frente al grupo db/db. 
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En el grupo de animales db/db se observó la regulación al alza en los 

genes que codifican para las citoquinas proinflamatorias Il6  e Il1b. 

Además, se reportó una tendencia a la regulación al alza en la citoquina 

antiinflamatoria Il10 (Figura 43). 

En lo que se refiere a los ratones diabésicos tratados con 

FTY720/Fingolimod, se detectaron regulaciones a la baja de los genes Il6 

e Il1b, en comparación con sus congéneres db/db no tratados. Este efecto 

también se acompañó de una disminución significativa de los niveles de 

RNAm de Il10  respecto a los db/db no tratados (Figura 43) 

A fin de evaluar si la inflamación sistémica observada en el modelo db/db 

se acompañaba de signos de inflamación en el miocardio de estos ratones, 

se realizaron estudios de inmunohistoquímica para la detección 

representantes de citoquinas pro y antiinflamatoria, tales como TNFα e IL-

10. En este caso, ninguna de las citoquinas analizadas presentó 

diferencias significativas en miocardio de los ratones diabésicos y no 

diabésicos (Figura 44). 
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Figura 44. Efecto de 3 meses de la administración de FTY720/Fingolimod sobre la 
inflamación en miocardio de ratones db/+ y diabésicos db/db 
Imágenes representativas de miocardio. En A, C y E se muestran imágenes de la tinción 
mediante inmunohistoquímica de TNFα de los grupos de estudio. En B, D y F se muestran 
imágenes de la marca de IL-10 de los grupos de estudio. Las imágenes fueron captadas a 
20x de aumento y la escala es 50 µm. Los resultados de la cuantificación de la marca de 
cada citoquina se presentan como medias ± error estándar de la media (n=5 ratones por 
grupo) en G) TNFα y en H) IL-10. Las diferencias estadísticamente significativas entre los 
grupos para cada variable se determinaron mediante una prueba no paramétrica de 
Kruskal-Wallis seguida del post-test de Dunn; las diferencias se consideraron significativas 
cuando p<0,05 frente al grupo db/+.  

NF-kB p65 está indicado como un regulador de los procesos inflamatorios. 

Su forma activada se trasloca al núcleo celular para regular la expresión 

génica de citoquinas proinflamatorias 303.  Por este motivo exploramos la 

abundancia relativa de esta proteína empleando técnicas 

inmunohistoquímicas en miocardio de nuestros modelos animales. Sin 

embargo, no se observó cambio en la abundancia de esta proteína en el 

modelo de db/db, respecto al grupo no diabésico (Figura 45). Tampoco se 

observó respuesta al fármaco. 
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Figura 45. Efecto de 3 meses de la administración de FTY720/Fingolimod sobre la 
proteína NF-kB p65 en miocardio de ratones db/+ y diabésicos db/db 
A) Los resultados se presentan como medias ± error estándar de la media (n=4-5 ratones 
por grupo). Las diferencias estadísticamente significativas entre los grupos para cada 
variable se determinaron mediante una prueba no paramétrica de Kruskal Wallis seguida 
del post-test de Dunn; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente 
al grupo db/+. B); C) y D) micrografías de miocardio de muestras representativas de la 
inmunohistoquímica para la detección de NF-kB p65. Las imágenes fueron captadas a 40x 
de aumento y la escala es 20 µm. 

Ratones db/dbcat 

La exploración del efecto antiinflamatorio de FTY720/Fingolimod también 

se llevó a cabo en el modelo de diabetes catabólica.  

Al igual que el modelo db/db, los db/dbcat, exhibieron signos de inflamación, 

evidenciados por el aumento significativo en todas las citoquinas medidas; 

IL-6 (~46 veces; p<0,05), MCP-1 (~2,25 veces; p<0,05) y TNFα (~2,78 

veces; p<0,05). Esto último no se vio acompañado de cambios a nivel de 

la citoquina antiinflamatoria IL-10 (Figura 46). 
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Figura 46. Efecto de 3 meses de la administración de FTY720/Fingolimod sobre la 
inflamación sistémica en ratones db/+ y diabéticos db/dbcat 
Los resultados se presentan como medianas ± mínimo y máximo (n=5 ratones por grupo). 
Las diferencias estadísticamente significativas entre los grupos para cada variable se 
determinaron mediante una prueba paramétrica de ANOVA seguida del post-test de Tukey; 
las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo db/+. En 
concreto, * p<0,05 frente al grupo db/+. 

FTY720/Fingolimod ejerció un efecto antiinflamatorio, provocando la 

disminución significativa de las citoquinas más abundantes en plasma de 

estos animales; IL-6 (53%) y MCP-1 (44%), de forma que los niveles 

plasmáticos de estas citoquinas llegaron a ser comparables a las del grupo 

no diabésico. Todo esto acompañado del incremento significativo en los 

niveles de la citoquina IL-10 (~5,69 veces; p<0,05) en comparación con los 

del grupo no diabésico (Figura 46).  
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En los miocardios de los ratones db/dbcat se detectaron regulaciones al alza 

en genes de citoquinas proinflamatorias como Il6 e Il1b, así como también 

en el gen de la citoquina antiinflamatoria Il10, en comparación con el grupo 

no diabésico (Figura 47). 

Es destacable que los niveles de expresión génica de estas citoquinas 

fueron mayores a los que reportamos en el fenotipo metabólico. 

 

Figura 47. Efecto de 3 meses de la administración de FTY720/Fingolimod sobre la 
expresión génica de marcadores de inflamación en miocardio de ratones db/+ y 
diabéticos db/dbcat 
La expresión génica se normalizó por los niveles de RNAm de GAPDH. Los resultados se 
presentan como medias ± error estándar de la media (n=4-5 ratones por grupo). Las 
diferencias estadísticamente significativas entre los grupos para cada variable se 
determinaron mediante una prueba paramétrica ANOVA seguido de post-test de Tukey o 
una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del post-test de Dunn, según 
correspondía al caso; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente 
al grupo db/+. En concreto, *p<0,05 y † p<0,05 frente al grupo db/dbcat. 

 

El tratamiento con FTY720/Fingolimod en este modelo de diabetes 

catabólica, indujo regulación a la baja de los genes de citoquinas 

proinflamatorias Il6  e Il1b y de la antiinflamatoria Il10; las diferencias 

observadas llegaron a ser similares a las medidas en el grupo no diabésico 

(Figura 47). 
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El efecto antiinflamatorio de este fármaco también se evaluó mediante el 
análisis de citoquinas de interés, en tejido miocárdico de los diferentes 

grupos experimentales (Figura 48). 

 

Figura 48. Efecto de 3 meses de la administración de FTY720/Fingolimod sobre la 
inflamación en miocardio de ratones db/+ y diabéticos db/dbcat 
Imágenes representativas de miocardio. En A, C y E se muestran imágenes de la tinción 
mediante inmunohistoquímica de TNFα de los grupos de estudio. En B, D y F se muestran 
imágenes de la marca de IL-10 de los grupos de estudio. Las imágenes fueron captadas a 
20x de aumento y la escala es 50 µm. Los resultados de la cuantificación de la marca de 
cada citoquina se presentan como medias ± error estándar de la media (n=5 ratones por 
grupo) en G) TNFα y en H) IL-10. Las diferencias estadísticamente significativas entre los 
grupos para cada variable se determinaron mediante una prueba no paramétrica de 
Kruskal-Wallis seguida del post-test de Dunn; las diferencias se consideraron significativas 
cuando p<0,05. En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+ y † p<0,05 frente al grupo 
db/dbcat. 

Al igual que lo observado previamente en plasma del modelo catabólico 

sin tratamiento, los niveles de TNFα en tejido miocárdico estuvieron 

incrementados de manera significativa (~2 veces; p<0,05), en 

comparación con los animales del grupo db/+ (Figura 48: G). Esto se 
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acompañó de un marcado aumento de la citoquina IL-10 (~4,03 veces; 

p<0,05) en miocardio de los db/dbcat respecto a los no diabésicos (Figura 

48: H).  

En concordancia con el hallazgo del efecto favorable de la administración 

oral de FTY720/Fingolimod en la inflamación sistémica, se comprobó que 

el tratamiento también produjo una importante disminución en las 

citoquinas medidas en miocardio de los animales diabésicos. Esta mejora 

se dio sobretodo en los niveles de IL-10 (-74%) llegando a ser comparables 

a los niveles detectados en miocardio del grupo no diabésico (Figura 48: 

G y H).  

 

Figura 49. Relación entre el área positiva de IL-10 y TNFα medidas mediante 
inmunohistoquímica en miocardio y la relación de las ondas E/A (función diastólica) 
en ratones db/+ y diabéticos db/dbcat 
A) Relación directa entre la citoquina antiinflamatoria IL-10 en miocardio y la relación de las 
ondas E/A de función diastólica en el modelo diabésico catabólico (n=14). B) Relación 
directa entre la citoquina proinflamatoria TNFα en miocardio y la relación de las ondas E/A 
de función diastólica en el modelo diabésico catabólico (n=12). Se utilizó una prueba 
paramétrica de Pearson para analizar si estos parámetros estaban correlacionados, la 
diferencia se consideró significativa cuando p<0,05. 

El efecto antiinflamatorio del fármaco FTY720/Fingolimod en este tejido se 

correlacionó de manera directa con la relación entre las ondas E y A, uno 

de los parámetros característicos alterados en los casos de disfunción 

diastólica (Figura 49).  



199 
 

La determinación de la abundancia relativa de la proteína NF-kB p65 en 

miocardio del modelo catabólico reveló niveles significativamente 

aumentados de esta proteína en los animales db/dbcat (~1,85 veces; 

p<0,05) Figura 50), en comparación con los del grupo no diabésico. 

 
Figura 50. Efecto de 3 meses de la administración de FTY720/Fingolimod sobre la 
proteína NF-kB p65 en miocardio de ratones db/+ y diabéticos db/dbcat 
A) Los resultados se presentan como medias ± error estándar de la media (n=4 ratones por 
grupo). Las diferencias estadísticamente significativas entre los grupos para cada variable 
se determinaron mediante una prueba paramétrica de ANOVA seguida del post-test de 
Tukey; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo db/+. 
En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+ y †p<0,05 frente al grupo db/dbcat. B); C) y D) 
micrografías de miocardio de muestras representativas de la inmunohistoquímica para la 
detección de NF-kB p65. Las imágenes fueron captadas a 40x de aumento y la escala es 
20 µm. 

El tratamiento con FTY720/Fingolimod demostró un efecto reductor de los 

niveles de la proteína NF-kB p65 en miocardio de los diabésicos (~32%; 

p<0,05) y este cambio resultó ser significativo respecto a los no tratados, 
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incluso alcanzando niveles similares a los observados en los animales no 

diabésicos  (Figura 50). 

Para corroborar este efecto observado en nuestros modelos animales, se 

empleó otra aproximación mediante técnicas in vitro utilizando 

cardiomiocitos AC16.  

 
Figura 51. Efecto de la administración de FTY720/Fingolimod sobre la inflamación en 
cardiomiocitos AC16 en presencia de PA de FTY720/Fingolimod fosforilado 
Los resultados de la determinación de IL-6, mediante ELISA en sobrenadantes de 
cardiomiocitos AC16 expuestos a PA y FTY720/Fingolimod fosforilado, se presentan como 
medias ± error estándar de la media de experimentos independientes (n=4). Las diferencias 
estadísticamente significativas entre los grupos para cada variable se determinaron 
mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del post-test de Dunn; las 
diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo vehículo. En 
concreto, *p<0,05 frente al grupo vehículo. 

Tras 16 h de exposición al PA, los cardiomiocitos AC16 exhibieron un 

incremento importante en los niveles de citoquina IL-6, medida en los 

sobrenadantes del cultivo respecto al grupo expuesto al vehículo (Figura 

51). Lo que reveló que el estímulo del PA generó inflamación en las células 

empleadas.  

En presencia de la forma fosforilada de FTY720/Fingolimod, se intuyó una 

disminución de los niveles de citoquina IL-6 en sobrenadante del cultivo 

celular de cardiomiocitos inducidos con PA, aúnque esta no alcanzó 
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niveles significativos. Estos datos sugerirían un posible efecto protector 

contra la inflamación en estas células. Además, es importante mencionar 

que se llevaron a cabo intentos para la medición de otra citoquina 

proinflamatoria, en este caso TNFα, pero los niveles secretados se 

situaron por debajo del límite de detección del kit ELISA empleado. 

4.2.3b Efecto del FTY720/Fingolimod sobre la apoptosis  

La apoptosis precede a la muerte celular y a la fibrosis en la disfunción 

miocárdica 304-306. Aúnque los mecanismos patogénicos que conducen a la 

CMD están pobremente definidos, se reportó un aumento de la apoptosis 

en el miocardio de los ratones db/db en comparación con los ratones no 

diabéticos 307.  Dado que los ratones db/db son muy resistentes a presentar 

alteraciones histológicas, como la fibrosis, evaluamos directamente la 

apoptosis en los corazones de los ratones db/db de ambos grupos 

diabésicos utilizando el enfoque de la caspasa 3 activada mediante 

inmunohistoquímica.  

Ratones db/db 

La presencia de caspasa 3 activada en miocardio del modelo db/db, no 

mostró diferencias significativas respecto al grupo db/+ (Figura 52). Por su 

parte, los animales db/db que recibieron el tratamiento con 

FTY720/Fingolimod, no exhibieron ningún cambio favorable en este 

marcador de apoptosis. 
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Figura 52. Efecto de 3 meses de la administración de FTY720/Fingolimod sobre la 
apoptosis en miocardio de ratones db/+ y diabésicos db/db 
A) Los resultados se presentan como medias ± error estándar de la media (n=4-5 ratones 
por grupo). Las diferencias estadísticamente significativas entre los grupos para cada 
variable se determinaron mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida 
del post-test de Dunn; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente 
al grupo db/+. B); C) y D) micrografías de miocardio de muestras representativas de la 
inmunohistoquímica para la detección de Caspasa 3 activada. Las imágenes fueron 
captadas a 40x de aumento y la escala es 20 µm. 

Ratones db/dbcat 

Los niveles relativos de caspasa 3 activada en las preparaciones de 

inmunohistoquímica, se mostraron significativamente aumentados 

respecto a los no diabésicos (Figura 53); revelando signos de apoptosis 

en este tejido. 

La administración de FTY720/Fingolimod redujo significativamente la 

proporción de células apoptóticas en miocardio de los ratones db/dbcat. 
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tratados en comparación con los no tratados (66%, p<0,05), ejerciendo así 

un efecto anti-apoptótico en miocardio de estos animales (Figura 53). 

 
Figura 53. Efecto de 3 meses de la administración de FTY720/Fingolimod sobre la 
apoptosis en miocardio de ratones db/+ y diabéticos db/dbcat 
A) Los resultados se presentan como medias ± error estándar de la media (n=4-5 ratones 
por grupo). Las diferencias estadísticamente significativas entre los grupos para cada 
variable se determinaron mediante una prueba paramétrica de ANOVA seguida del post-
test de Tukey; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo 
db/+. En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+ y †p<0,05 frente al grupo db/dbcat. B); C) y 
D) micrografías de miocardio de muestras representativas de la inmunohistoquímica para 
la detección de Caspasa 3 activada. Las imágenes fueron captadas a 40x de aumento y la 
escala es 20 µm. 

El efecto favorable en los niveles de caspasa 3 activada en miocardio de 

estos animales tratados con FTY720/Fingolimod se asoció a la mejora en 

la funcionalidad cardíaca. En este sentido, se observó una relación directa 

entre el área positiva de la caspasa 3 activada en miocardios del modelo 

de diabetes catabólica y la relación entre las ondas E/A, un indicador de 

disfunción diastólica (Figura 54). 
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Figura 54. Relación entre el área positiva de caspasa 3 activada en miocardio y la 
relación de las ondas E/A (función diastólica) en ratones db/+ y diabéticos db/dbcat 
Correlación directa entre caspasa 3 activada en miocardio y la relación de las ondas E y A 
de función diastólica en el modelo diabésico catabólico (n=12). Se utilizó una prueba 
paramétrica de Pearson para analizar si estos parámetros estaban correlacionados, la 
diferencia se consideró significativa cuando p<0,05. 

Otra forma de evaluar el efecto anti-apoptótico de FTY720/Fingolimod fue 

a través del análisis de apoptosis por citometría de flujo de cardiomiocitos 

AC16 en presencia de un estímulo negativo, como lo fue el PA. La 

exposición de cardiomiocitos AC16 a concentraciones elevadas de PA, no 

provocó un incremento considerable de la fase temprana de apoptosis 

(Figura 55). En cambio, indujo un porcentaje significativamente aumentado 

de células en fase de apoptosis tardía, en comparación con las células 

expuestas al vehículo. 

La forma fosforilada del fármaco mostró un efecto protector en la fase 

tardía de la apoptosis en los cardiomiocitos AC16 expuestos a PA. Este 

efecto fue revelado por la disminución significativa del porcentaje de 

células apoptóticas respecto al grupo no tratado con el fármaco (Figura 

55). 
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Figura 55. Análisis de apoptosis mediante citometría de flujo en cardiomiocitos AC16 
en presencia de PA y de FTY720/Fingolimod fosforilado 
A) Imágenes representativas de la citometría de flujo en cardiomiocitos AC16, en presencia 
del estímulo de PA 0,4mM y la forma fosforilada de FTY720/Fingolimod, tras 12 h de 
exposición. B) Cuantificación de las células en las diferentes fases de apoptosis, temprana 
y tardía. Los resultados se presentan como medias ± error estándar de la media de ensayos 
independientes (n=5). Las diferencias estadísticamente significativas entre los grupos para 
cada variable se determinaron mediante una prueba paramétrica de ANOVA de dos vías, 
seguido de post-test de Sidak; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 
frente al grupo vehículo. En concreto, *p<0,05 frente al grupo vehículo y † p<0,05 frente al 
grupo PA=0,4mM. 
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4.2.3c Efecto de FTY720/Fingolimod sobre otros mecanismos 
fisiopatológicos asociados a la CMD 

En una primera exploración de otros mecanismos involucrados en la 

fisiopatología de la CMD, también abordamos dianas moleculares 

implicadas en el estrés de RE, estrés oxidativo y función mitocondrial.  

Efecto del FTY720/Fingolimod sobre el estrés de RE 

Ratones db/db 

Los niveles de expresión génica de marcadores de estrés de RE en 

miocardio de los ratones db/db se muestran en la figura 56. 

 
Figura 56. Efecto de 3 meses de la administración de FTY720/Fingolimod sobre la 
expresión génica de marcadores de estrés de RE en miocardio de ratones db/+ y 
diabésicos db/db 
La expresión génica se normalizó por los niveles de RNAm de GAPDH. Los resultados se 
presentan como medias ± error estándar de la media (n=4-5 ratones por grupo). Las 
diferencias estadísticamente significativas entre los grupos para cada variable se 
determinaron mediante una prueba paramétrica ANOVA seguido de post-test de Tukey o 
una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del post-test de Dunn, según 
correspondía al caso; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente 
al grupo db/+. En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+. 

No se observaron cambios en los niveles de RNAm de los genes 

estudiados, en comparación con los no diabésicos; a excepción de la 

regulación al alza en el gen Ern1. No se detectaron diferencias 
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significativas entre el grupo db/db tratado con FTY720/Fingolimod y los no 

tratados.  

Ratones db/dbcat 

Es interesante el hallazgo en la condición de diabetes catabólica del 

aumento de la expresión génica de los marcadores de estrés de RE, 

aproximadamente el doble en todos los casos, respecto al grupo no 

diabésico (Figura 57). 

 

 
Figura 57. Efecto de 3 meses de la administración de FTY720/Fingolimod sobre la 
expresión génica de marcadores de estrés de RE en miocardio de ratones db/+ y 
diabéticos db/dbcat 
La expresión génica se normalizó por los niveles de RNAm de GAPDH. Los resultados se 
presentan como medias ± error estándar de la media (n=4-5 ratones por grupo). Las 
diferencias estadísticamente significativas entre los grupos para cada variable se 
determinaron mediante una prueba paramétrica ANOVA seguido de post-test de Tukey o 
una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del post-test de Dunn, según 
correspondía al caso; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente 
al grupo db/+. En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+ y †p<0,05 frente al grupo diabésico 
db/dbcat. 

El tratamiento con FTY720/Fingolimod indujo una regulación a la baja de 

los genes Atf6 y Ddit3, este último comúnmente relacionado con la 

apoptosis, en comparación con el grupo db/dbcat no tratados.  
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Efecto del FTY720/Fingolimod sobre el estrés oxidativo 

En cuanto a marcadores involucrados al estrés oxidativo evaluamos la 

expresión génica de Sod2 y Cybb en ambos modelos de DM2.  

Ratones db/db 

En ninguno de los casos se presentaron diferencias significativas en estas 

dianas moleculares tanto en el grupo db/db tratado como sin tratar, en 

comparación con el grupo no diabésico (Figura 58).  

 

 
Figura 58. Efecto de 3 meses de la administración de FTY720/Fingolimod sobre la 
expresión génica de marcadores de estrés oxidativo en miocardio de ratones db/+ y 
diabésicos db/db 
La expresión génica se normalizó por los niveles de RNAm de GAPDH. Los resultados se 
presentan como medias ± error estándar de la media (n=7-10 ratones por grupo). Las 
diferencias estadísticamente significativas entre los grupos para cada variable se 
determinaron mediante una prueba paramétrica ANOVA seguido de post-test de Tukey o 
una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del post-test de Dunn, según 
correspondía al caso; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente 
al grupo db/+.  

Ratones db/dbcat 

En el modelo de diabetes más avanzada se intuyó una tendencia al alza 

en los niveles relativos de RNAm de Cybb respecto al grupo de ratones no 

diabésicos, aúnque no resultara significativo (Figura 59). El grupo de 

animales tratados con FTY720/Fingolimod no mostró cambios en la 

expresión de estos genes. 
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Figura 59. Efecto de 3 meses de la administración de FTY720/Fingolimod sobre la 
expresión génica de marcadores de estrés oxidativo en miocardio de ratones db/+ y 
diabéticos db/dbcat 
La expresión génica se normalizó por los niveles de RNAm de GAPDH. Los resultados se 
presentan como medias ± error estándar de la media (n=7-10 ratones por grupo). Las 
diferencias estadísticamente significativas entre los grupos para cada variable se 
determinaron mediante una prueba paramétrica ANOVA seguido de post-test de Tukey o 
una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del post-test de Dunn, según 
correspondía al caso; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente 
al grupo db/+.  

 

Efecto del FTY720/Fingolimod sobre la disfunción mitocondrial 

La dinámica de fisión y fusión mitocondrial y mitofagia se encuentran 

alteradas en DM2 308. En este sentido se evaluaron genes implicados en 

estos procesos. 

Ratones db/db 

En el modelo db/db el gen Mnf2 se encontró significativamente regulado al 
alza respecto a los no diabésicos (Figura 60). Los demás genes 

explorados permanecieron sin cambios. Sin embargo, el tratamiento con 

FTY720/Fingolimod provocó una regulación a la baja en la expresión 

génica de Dnml1, Opa1 y Mnf1, en comparación con los diabésicos no 

tratados.  
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Figura 60. Efecto de 3 meses de de la administración de FTY720/Fingolimod sobre la 
expresión génica de marcadores de función mitocondrial en miocardio de ratones 
db/+ y diabésicos db/db 
La expresión génica se normalizó por los niveles de RNAm de GAPDH. Los resultados se 
presentan como medias ± error estándar de la media (n=6-9 ratones por grupo). Las 
diferencias estadísticamente significativas entre los grupos para cada variable se 
determinaron mediante una prueba paramétrica ANOVA seguido de post-test de Tukey o 
una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del post-test de Dunn, según 
correspondía al caso; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente 
al grupo db/+. En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+ y †p<0,05 frente al grupo diabésico 
db/db. 

Ratones db/dbcat 

El perfil de expresión génica de dianas de función mitocondrial en el 

modelo catabólico no mostró cambios significativos (Figura 61); aúnque se 

llegó a intuir un aumento de algunos niveles relativos de RNAm.  

Figura 61. Efecto de 3 meses de la administración de FTY720/Fingolimod sobre la 
expresión génica de marcadores de función mitocondrial en miocardio de ratones 
db/+ y diabéticos db/dbcat 
La expresión génica se normalizó por los niveles de RNAm de GAPDH. Los resultados se 
presentan como medias ± error estándar de la media (n=6-9 ratones por grupo). Las 
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diferencias estadísticamente significativas entre los grupos para cada variable se 
determinaron mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del post-test 
de Dunn; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo db/+.   
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5. DISCUSIÓN 
Parte 1. Contribución del metabolismo de esfingolípidos a la CMD 

Uno de los objetivos de este trabajo fue identificar si lográbamos definir un 

perfil de esfingolípidos séricos, en particular diferentes especies de 

ceramidas, relacionados con la disfuncionalidad cardíaca en un modelo 

animal de CMD 33. En paralelo también exploramos algunos de los 

mecanismos involucrados en el remodelado miocárdico que ocurren 

durante el desarrollo de CMD 17 en diferentes contextos metabólicos 

asociados con una señalización alterada a la insulina tanto in vivo como in 

vitro. Aunque inicialmente nos propusimos también analizar el posible 

papel de S1P, una especie esfingolipídica bioactiva con acciones 

favorables sobre diferentes modelos experimentales de enfermedad 

cardiovascular 157, su análisis no pudo ser concluido a tiempo para ser 

incluido en este trabajo. 

Elección del modelo animal de CMD 

En este trabajo utilizamos un modelo de ratón wildtype db/+ (con fondo 

genético C57BLKs/J) de prediabetes a través de la inducción con una dieta 

rica en grasas, de obesidad, intolerancia a la glucosa e insulinoresistencia. 

El estudio de este modelo se realizó a la luz de resultados previos en 

sujetos con obesidad a los que se les había identificado signos de 

cardiomiopatía muy parecidos a los de CMD en modelos experimentales 
309-313. Los ratones obesos mostraron aumento de la adiposidad e 

intolerancia a la glucosa; sin embargo, este modelo de prediabetes no 

desarrolló en nuestro estudio signos de disfunción diastólica, sello 

ecocardiográfico de la CMD 17, aunque sí cambios en el remodelado 

reflejados por alteraciones estructurales del ventrículo izquierdo 

calculados a partir de la exploración ecocardiográfica de la función 

sistólica. 
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Por otro lado, como modelo animal de diabesidad y CMD escogimos el 
ratón db/db (con fondo genético C57BLKs/J) por haber sido previamente 

reportado que reproducen los signos de cardiomiopatía similares a los de 

sujetos con DM 33, siendo esto último confirmado en este estudio. Durante 

el desarrollo del trabajo, observamos que una parte no despreciable de los 

ratones db/db, manifestaron un fenotipo significativamente diferente 

(db/dbcat) al esperado para los ratones db/db, al presentar una adiposidad 

disminuida a pesar de cursar con polidipsia y polifagia. El término 

“catabólico” se definió como expresión análoga a la utilizada para referirse 

adelgazamiento provocado en modelos de ratón de DM inducidos por 

estreptozotocina 314. Este hallazgo, según nuestro conocimiento no ha sido 

reportado previamente. La aparición del fenotipo en estos ratones db/dbcat 

no era a priori anticipable y fue probablemente aleatorio, manifestándose 

en solo un pequeño porcentaje de ratones db/db. Tampoco alcanzamos 

poderlo explicar por cambios en las condiciones de estabulación, ni su 

localización, ni a su manipulación, ya que siempre se mantuvieron 

constantes, o debido a la administración de fármacos (ya que el único 

fármaco que se administró fue FTY720/Fingolimod disuelto en agua). La 

consulta directa a la casa comercial que los suministró (Jackson 

Laboratories) reveló que este fenómeno podía ocurrir en 

aproximadamente un 10% de esta cepa 

(jaxpheno17dataset;https://phenome.jax.org/projects/Jaxpheno17?straini

d=162). 

No cabe duda de que la conversión de un fenotipo diabésico (db/db) a uno 

diabético exacerbado (db/dbcat), con una adiposidad significativamente 

reducida en comparación con sus congéneres db/db, generaba un grupo 

de aspecto y características corporales muy distinto al modelo db/db 

comúnmente reportado. Como se indicó más arriba, la pérdida de 

adiposidad en los ratones db/dbcat se presentó a pesar de la ausencia de 

cambios en la ingesta y manteniéndose una concentración plasmática de 



214 
 

ácidos grasos elevada, lo que sugiere que persiste una movilización 

masiva de triglicéridos del tejido adiposo y posiblemente un metabolismo 

aumentado de ácidos grasos en tejidos diana de estos animales. 

Un aspecto importante que merece ser también resaltado es que todo ello 

no se vio acompañado de cambios en la hiperglicemia, aunque sí se 

observó una disminución en los niveles circulantes de insulina en los 

ratones db/dbcat en comparación con los ratones db/db, sugiriendo 

alteraciones en la secreción de insulina por parte de células β pancreáticas 

o un aumento en su degradación 315. 

Como era de esperar, los ratones db/db mostraron disfunción diastólica 33, 

a juzgar por los cambios en las ondas atriales E y A y su relación alterada 

comparado con estas mismas variables en el grupo de referencia (ratones 

db/+), siendo estos datos similares a los reportados en otros estudios 183. 

Por su parte, un hallazgo importante de este trabajo fue evidenciar que el 

modelo animal db/dbcat también cursó con disfunción diastólica, no 

difiriendo de la presentada en los db/db. En cuanto al remodelado cardíaco, 

los animales diabésicos cursaron con disminución del tamaño del 

ventrículo izquierdo y las dimensiones de sus paredes, mientras que los 

db/dbcat no exhibieron cambios significativos a esos niveles en 

comparación con los del grupo db/+. 

La caracterización de la funcionalidad cardíaca en ambos estadios de la 

DM (prediabetes y DM2) llevó a continuar con el estudio del efecto del 

fármaco sólo en el modelo animal db/db. 

Ceramidas y manifestación de CMD en ratones db/db 

La CMD es una enfermedad cardiometabólica 17. Las alteraciones 

metabólicas suelen iniciar su desarrollo y avanzar subclínicamente hasta 

fases más avanzadas de esta complicación de la DM 17. Actualmente no 

existen biomarcadores específicos que permitan un diagnóstico precoz de 
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la CMD, por lo que la identificación de nuevos candidatos a biomarcadores 

para su diagnóstico/pronóstico y cuya determinación pueda ser trasladable 

a la práctica clínica representa un área de investigación prioritaria. 

La composición alterada de lípidos circulantes es uno de los factores 

metabólicos comunes de la DM2 y la enfermedad cardiovascular 316. Los 

ratones db/db (tanto db/db como db/dbcat) presentaron un perfil lipídico y 

lipoproteico diferente del que muestran sus controles no diabésicos 

(ratones db/+). Los niveles circulantes de colesterol se encontraron 

aumentados en los dos grupos de ratones db/db (db/db y db/dbcat), debido 

a un aumento en la concentración plasmática de HDL sobretodo en el 

grupo db/db que además son disfuncionales 317, siendo esto último muy 

probablemente debido a su peor aclaramiento. Es interesante destacar 

que, ambos grupos de ratones db/db y db/dbcat, mostraron una 

hipertrigliceridemia moderada. La concentración de triglicéridos plasmática 

se encontró acompañada de una tendencia al aumento de las 

concentraciones plasmáticas elevadas de ácidos grasos libres en los 

ratones db/db, probablemente derivadas de una movilización de 

triglicéridos a través de la activación de la actividad lipasa sensible a las 

hormonas en respuesta a una señalización a la insulina defectuosa en este 

tejido. Consistentemente, el contenido de triglicéridos en hígado 

(determinado mediante RMN) en ratones db/db y marginalmente también 

en db/dbcat se encontró elevado respecto de los ratones db/+. En contraste, 

si bien también se observó un aumento en el contenido de ácidos grasos 

libres miocárdicos en ratones db/db, esto no se evidenció en ratones 

db/dbcat. Es posible que, como consecuencia de la exacerbación de la DM 
318, 319, el metabolismo de ácidos grasos y por tanto su β-oxidación 

mitocondrial pudiera estar aumentada en diferentes tejidos diana de estos 

ratones, incluyendo el hígado además del miocardio. En este contexto, se 

ha descrito que la abundancia de UCP-2 y de UCP-3 se encuentra 

significativamente aumentada en miocardio de ratones db/db 320. Esto 
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último se relacionó con una ineficiencia en la obtención de ATP a partir de 

ácidos grasos, conllevando a un daño mitocondrial derivado del 

incremento de la producción de ROS. Sin embargo, en el presente trabajo 

no alcanzamos a evaluar la β-oxidación mitocondrial de ácidos grasos. 

Tampoco evaluamos la expresión génica de estas UCPs. Posiblemente la 

determinación de cuerpos cetónicos en plasma, como métrica de 

utilización aumentada de ácidos grasos por el organismo en el modelo de 

DM exacerbada 319, pudiera arrojar más luz en la explicación de estas 

diferencias entre ambos modelos animales de DM. 

El hígado es uno de los principales órganos implicados en la exportación 

de lípidos, así que podría proponerse que este órgano también pudiera 

contribuir a los niveles plasmáticos de ceramidas y de otras moléculas 

lipídicas derivadas 321. Además del hígado, otros tejidos como el tejido 

adiposo, también ha sido propuesto como que contribuye a los niveles 

circulantes de ceramidas 198. Al menos en parte este tejido podría influir en 

los niveles de ceramidas plasmáticas a través de su secreción en forma 

de exosomas, tal y como se ha descrito en adipocitos de ratones ob/ob 322. 

Este último trabajo representaría uno de los primeros estudios en 

identificar que los adipocitos también pueden empaquetar y liberar 

esfingolípidos y ceramidas a la circulación. En nuestro estudio quedó 

pendiente comprobar si la composición de ceramidas de exosomas 

aislados directamente de explantes de tejido adiposo coincidiría con el 

mostrado en el perfil sistémico. Desafortunadamente y por razones 

técnicas tampoco pudimos analizar exhaustivamente la posible presencia 

de exosomas en el rango de densidades en que recolectábamos las 

fracciones lipoproteicas, aisladas por ultracentrifugación a partir de plasma 

de ratones, por lo que no podríamos descartar que tales exosomas 

pudieran estar mezclados con las fracciones lipoproteicas aisladas. 
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Todos los tejidos pueden sintetizar ceramidas, siendo el hígado el principal 
determinante de las ceramidas circulantes 200, 323. La llegada de cantidades 

elevadas de ácidos grasos saturados movilizadas del tejido adiposo se 

acompaña de un aumento en el contenido de ceramidas en el hígado y el 

músculo esquelético 181, así como de una señalización de la insulina 

alterada en esos tejidos 181, 201, 324-326. Aunque nuestros datos no sugieren 

cambios en ninguna de las especies de ceramidas determinadas en 

hígado, particularmente la Cer 18:0 se encontró relacionada de manera 

directa con la misma forma ceramídica circulante. 

El contenido miocárdico de ceramidas en ratones db/db no difirió de las de 

ratones db/+; sin embargo, el contenido en ceramidas totales de miocardio 

de ratones db/dbcat se encontró disminuido, sobre todo las de cadena muy 

larga (Cer 24:0 y Cer 24:1). Los niveles en triglicéridos y ácidos grasos de 

ese tejido no difirieron de aquellos mostrados en miocardio del grupo db/+. 

En esta fase del estudio, la explicación de estos datos es compleja, aunque 

podrían sugerir una disminución de sustrato para la síntesis de ceramidas 

en ese tejido. Probablemente, la medición de factores que determinan el 

metabolismo de los sustratos de ceramidas (posiblemente ácidos grasos) 

ayudaría a esclarecer los mecanismos involucrados. En conjunto estos 

datos revelaron un fenotipo diferenciado entre ratones db/db y db/dbcat 

también en el metabolismo de ceramidas en tejido miocárdico. 

La Cer 18:0 se encontró elevada también en circulación, sobretodo la 

asociada a HDL. Es interesante destacar que esto último no se asoció con 

cambios en los niveles totales de ceramidas entre los diferentes grupos, 

de forma consistente con estudios previos 321, apoyando por tanto el 

concepto de que no todas las ceramidas sino algunas de ellas y/o sus 

cocientes se relacionarían con el desarrollo de enfermedad cardiovascular 
327. Además de utilizar ácidos grasos como sustrato, las ceramidas también 

pueden ser sintetizadas a partir de la metabolización de la esfingomielina 
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a través de la acción la enzima esfingomielinasa 321. En nuestro estudio, 

sin embargo, los niveles relativos circulantes y miocárdicos de la 

esfingomielina total no cambiaron en ninguno de los dos grupos db/db en 

comparación con los ratones db/+. Aunque no determinamos directamente 

la actividad de la enzima esfingomielinasa en ese tejido, en un estudio 

reciente se reportó que su abundancia relativa está aumentada en tejido 

adiposo de ratones diabéticos ob/ob 328. Tampoco analizamos 

directamente el contenido de esfingomielina en tejido adiposo, pero de 

confirmarse, los datos del estudio en nuestros ratones db/db quizá 

sugeriría patrones tejido específico para este esfingolípido en tejidos 

adiposo y miocárdico. 

Los datos de expresión génica de diferentes marcadores de inflamación 

revelaron que este proceso celular se encontró exacerbado solo en 

miocardio de ratones db/dbcat. Esto último se ha propuesto como otra vía 

a través de la que podría inducirse la producción de ceramidas 202, 329, 330, 

por lo que no podríamos descartar la posible implicación de este 

mecanismo en la modulación del contenido miocárdico de ciertas especies 

de ceramidas en estos ratones con DM avanzada. 

La abundancia relativa de ceramidas miocárdicas puede también 
modularse por mecanismos relacionados con su catabolismo. Aunque no 

analizamos la actividad ceramidasa tisular, estudios recientes muestran 

que el receptor de la adiponectina presenta una actividad ceramidasa 

intrínseca 331, 332 por lo que podría ejercer un papel modulador de los 

niveles de ceramida en tejidos diana. Este receptor se expresa entre otros 

tejidos también en hígado y miocardio 325, por lo que su acción podría verse 

disminuida ante niveles circulantes disminuidos de adiponectina. Solo los 

ratones db/dbcat mostraron unos niveles disminuidos de adiponectina, 

sugiriéndose una acción reducida de su receptor y de su actividad 

ceramidasa en tejidos diana de esos ratones, lo que a su vez podría 
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promover la acumulación de ceramidas en dichos tejidos. Sin embargo, 

nuestros datos no apoyarían esta hipótesis, ya que el contenido de 

ceramidas totales en miocardio de ratones db/dbcat se encontró disminuido 

respecto al de los no diabéticos, sugiriendo que la gestión metabólica de 

los ácidos grasos podría dirigirse a su catabolismo mitocondrial, en 

detrimento de una eventual transformación en ceramidas, al menos en 

tejido miocárdico. 

Diferentes estudios prospectivos en humanos muestran la existencia de 

una asociación entre ciertas ceramidas y el riesgo de DM2. En el estudio 

Strong Heart, las Cer 16:0, Cer 18:0, Cer 20:0 y Cer 22:0 se asociaron con 

una mayor resistencia a la insulina 333. La relación Cer 18:0/Cer 16:0 se 

asoció con un mayor riesgo de DM2 en la cohorte FINRISK 334, lo que 

sugiere la relación de Cer 18:0 con los precursores de cadena más corta 

como predictor de la incidencia de DM2. Por tanto, elevaciones en la 

concentración plasmática de Cer 18:0 se han relacionado con un riesgo 

elevado de DM2, lo que sugeriría que esta molécula puede estar 

directamente involucrada en la etiopatología de la DM2 y sus 

complicaciones 335. Esta ceramida en particular interfiere con la 

señalización de insulina y promueve la inflamación inducida por citoquinas 
336. 

Las concentraciones de ceramida en plasma predicen también el riesgo 

de enfermedad cardiovascular 166, 220, 221, 337-339. En este contexto, las 

ceramidas y sus intermediarios modulan diferentes procesos de 

señalización se han relacionado con la resistencia a la insulina, 

lipotoxicidad y la inflamación 329, 336, 340, 341, lo que sugiere que pueden 

desempeñar un papel en el desarrollo de CMD 185, 342, 343. En el contexto de 

la inflamación cabría añadir que al tener el receptor de la adiponectina una 

acción sensibilizadora a la insulina y anti-inflamatoria 344, la disminución de 

las concentraciones circulantes de adiponectina en ratones db/dbcat podría 
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exacerbar la inflamación e insulinoresistencia en miocardio de este 

modelo. Esto último le convierte en una diana terapéutica muy interesante 

en el tratamiento de la DM y de sus complicaciones. En consonancia con 

nuestros datos de expresión génica de diferentes dianas de estrés de RE 

en miocardio de ratones db/dbcat, se ha reportado que una señalización 

disminuida de la adiponectina se relaciona con el desarrollo cardiomiopatía 

a través de un aumento del estrés de RE en ratones db/db 345. En nuestro 

estudio la alteraciones de mecanismos como la inflamatorio, estrés de RE 

y también la apoptosis se acompañaron de una función cardíaca 

empeorada sobretodo en el modelo db/dbcat, siendo consistente con 

estudios previos en los que describe la implicación de estos mecanismos 

en la CMD 346, 347. 

Contribución de las lipoproteínas al remodelado miocárdico  

Una proporción significativa de los esfingolípidos plasmáticos circulan 

predominantemente asociados a lipoproteínas 348. Se ha sugerido que la 

presencia aumentada de esfingolípidos en ciertas lipoproteínas, tales 

como algunas especies de ceramidas podría dotarlas de bioactividad. La 

concentración de LDL modificadas y en particular de una pequeña fracción 

de estas, las LDLox, se encuentra frecuentemente aumentada en sujetos 

diabéticos 349, 350, por lo que podrían participar en el desarrollo de CMD 351. 

La fracción de LDL modificadas presenta un alto poder citotóxico a través 
de la inducción de estrés oxidativo, inflamación y apoptosis, mecanismos 

celulares todos ellos relacionados frecuentemente con el remodelado y 

disfunción cardíacas de origen isquémico 352. Sin embargo, su papel en la 

cardiomiopatía de origen no isquémico está pobremente explorada. 

La cinética metabólica de las LDLox circulantes se encontró acelerada en 

ratones db/db en comparación con los ratones db/+. Adicionalmente la 

captación de LDLox aumentó en miocardios de ratones db/db. Se ha 
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sugerido que su captación implica al receptor CD36 353. Consistentemente 

la inhibición funcional de CD36 con inhibidores específicos disminuyó la 

captación selectiva de LDLox en cardiomiocitos AC16, del mismo modo 

que se ha descrito en macrófagos 354. A pesar de que la abundancia 

relativa de los receptores LDLR/LRP1 en miocardio de ratones db/db no 

difirió de la de los no diabéticos, la inhibición de la captación de LDLox 

producida por la coincubación con la proteína RAP in vitro sugirió su 

contribución en la captación miocárdica de estas lipoproteínas. En 

conjunto estos datos apoyarían una captación selectiva de LDLox en 

miocardio de ratones db/db. 

El impacto de las LDLox sobre la apoptosis ha sido ya estudiado en 

cardiomiocitos 355; sin embargo, su contribución añadida a las condiciones 

de DM2 está menos explorada. Nuestros datos indicaron que la exposición 

a LDLox promovió per se la apoptosis en cardiomiocitos AC16. Este 

hallazgo fue consistente con un trabajo previo 355 según el cual la 

incubación con LDLox, a la misma concentración que usamos, aumentó la 

apoptosis tardía en cardiomiocitos de rata neonatal después de 24 h. En 

contraste con el estudio anterior, en datos previos de nuestro equipo 

pudimos comprobar además que la adición de LDLnat no promovió 

apoptosis. Además, las condiciones de DM basadas exclusivamente en la 

elevación de la concentración de glucosa en el medio no lograron inducir 

la apoptosis en nuestros cardiomiocitos AC16 (Diarte-Añazco E, datos no 

publicados). Este hallazgo contrasta con lo reportado en estudios 

independientes en los que la glucosa elevada promueve la apoptosis, 

aunque en cardiomiocitos neonatales cultivados 356. Nuestros datos son 

consistentes con otros que muestran que los cardiomiocitos adultos 

cultivados eran resistentes a desarrollar apoptosis significativa en 

presencia de concentraciones elevadas de glucosa en el medio 256. 
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La incubación con el PA ya sea solo o combinado con niveles elevados de 
glucosa, induce la apoptosis en los cardiomiocitos en cultivo 356. En este 

trabajo, la concentración final de PA utilizada para inducir la apoptosis en 

diferentes tipos de cardiomiocitos estuvo dentro del rango fisiológico 

observado en DM2 (150-500 µM) 357-361. 

En nuestro estudio el efecto de la LDLox en combinación con otros 

estímulos de DM2 (glucosa elevada y PA) exacerbó en gran medida la 

inducción de la apoptosis tardía en comparación con las condiciones no 

diabéticas, lo que sugiere la participación de mecanismos alternativos a la 

apoptosis que conducen a la muerte celular, como la piroptosis o la 

inflamación 362. 

Parte 2. Uso de un análogo estructural de la S1P (FTY720/Fingolimod) 
para el tratamiento de la CMD 

A excepción de los tratamientos convencionales no específicos enfocados 

en lograr un control glucémico intensificado 363, no existe ningún otro 

tratamiento efectivo o específico para frenar la progresión de CMD en 

sujetos con riesgo aumentado. Aunque la base metabólica de esta 

complicación no está bien definida, las hipótesis actuales incluyen 

lipotoxicidad y fibrosis cardíacas, además de la utilización defectuosa de 

sustratos por parte de los cardiomiocitos, secundaria a una señalización 

inducida por insulina 279-281. 

FTY720/Fingolimod y disfunción diastólica 

Estudios recientes sugieren un papel para FTY720/Fingolimod en el 

tratamiento de cardiomiopatía de origen vascular isquémico 292, 364. Sin 

embargo, el posible efecto de este fármaco sobre el remodelado 

miocárdico y cardiomiopatía lipotóxica característico de la CMD aún no 

había sido estudiado cuando empezamos este trabajo. 
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Para este estudio se seleccionaron los ratones db/db, un modelo animal 
de CMD 33, a diferencia de los ratones obesos generados tras alimentarlos 

con una dieta rica en grasas (modelo de prediabetes y resistencia a la 

insulina), los ratones db/db presentaron signos de disfunción diastólica. 

Sin embargo, en discordancia con algún estudio previo 33, 307 el miocardio 

de nuestros ratones db/db (i.e., db/db y db/dbcat) no mostró signos de 

hipertrofia, a juzgar por los parámetros estructurales medidos mediante 

ecocardiografía. 

La administración de FTY720/Fingolimod tuvo un efecto favorable en la 

relación de ondas E y A en ambos grupos de ratones db/db, siendo este 

hallazgo la principal novedad de nuestro estudio. Sin embargo, durante el 

desarrollo de este trabajo apareció publicado un estudio donde se reportó 

por primera vez que FTY720/Fingolimod redujo la progresión de 

cardiomiopatía hipertrófica generada como consecuencia de una mutación 

en el gen miocárdico que codifica para en la tropomiosina (Tm-E180G) 

(ratones Tm-E180G) 289. El tratamiento de estos ratones con 

FTY720/Fingolimod promovió, como en nuestro caso una mejora en la 

disfunción diastólica. Además, también se observaron otros efectos 

favorables, como la prevención parcial del remodelado auricular en 

ratones tratados con FTY720/Fingolimod. Las mejoras en el remodelado y 

disfunción cardíaca se atribuyeron a cambios favorables en la abundancia 

relativa de dos NADPH oxidasas, NOX2 y NOX4, y disminución en la S-

glutationalización de la proteína de unión a la miosina cardíaca-C (cMyBP-

C), cuya modificación induce la disfunción diastólica. Estos efectos 

favorables por parte de FTY720/Fingolimod fueron, en parte, explicados 

por cambios en la señalización de S1P 289. Aunque en dicho estudio no se 

mostraron los niveles de S1P ni en circulación ni en miocardio, se 

demostró que la mejora de la disfunción diastólica generada se relacionó 

con una reducción en los niveles de S1PR1, uno de los principales 

receptores involucrados en la señalización de S1P 157, sugiriéndose que 
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esta podría estar disminuida en ratones Tm-E180G tratados 289. También 

se han reportado efectos favorables por parte de este fármaco sobre la 

inflamación miocárdica inducida por infección con coxsackievirus B3 

(CVB3) 365. 

Como se indicó en la introducción de este trabajo, FTY720/Fingolimod es 

un fármaco inmunosupresor desarrollado para el tratamiento de la 

esclerosis múltiple. Se sintetiza por la modificación química del antibiótico 

miriocina, purificada a partir del medio de cultivo de Cordyceps sinensis 

(Ascomycete subtilis). Como tal se ha identificado como un análogo 

estructural de la esfingosina, que puede ser fosforilado in vivo 366. Tras la 

administración de FTY720/Fingolimod in vivo, la mayor parte de este 

compuesto se encontró en su forma fosforilada (87%) en circulación; 

mientras que en miocardio fue un 21%. Este resultado sugeriría que buena 

parte del fármaco se encuentra fosforilado en circulación y que estaría 

disponible para actuar en diferentes tejidos diana. En este trabajo quedó 

pendiente determinar la actividad Sphk2, enzima que predominantemente 

cataliza la reacción de fosforilación de este fármaco, o en su defecto su 

expresión génica en hígado de ratones tratados. 

Los sujetos con esclerosis múltiple presentan altas tasas de mortalidad 
comparados con la población general, lo que, al menos en parte, se 

atribuiría a causas cardiovasculares 367-370. Los mecanismos 

etiopatogénicos y posibles características patológicas relacionadas con el 

desarrollo de las manifestaciones cardíacas en estos sujetos no son del 

todo conocidos y podrían ser completamente diferentes a los involucrados 

en el desarrollo de la CMD. Por otro lado, la fisiopatología de la disfunción 

cardiovascular en sujetos con esclerosis múltiple es compleja, aúnque su 

desarrollo podría obedecer a fenómenos relacionados con alteraciones en 

el estrés oxidativo y la función endotelial, además de la disfunción en el 
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sistema nervioso autónomo cardiovascular y discapacidad física 

relacionada con el desarrollo de esta condición 371-373. 

En estudios previos en modelos experimentales se sugirió que la 

administración de FTY720/Fingolimod protege contra el desarrollo de 

arteriosclerosis 283-285 y los daños microvasculares inducidos por la DM 286. 

Consistentemente, también se ha reportado un efecto favorable por parte 

de FTY720/Fingolimod sobre el desarrollo de IC por causas isquémicas en 

modelos experimentales 157, 287, 288. Existe cierta controversia en relación 

con los efectos favorables de FTY720/Fingolimod sobre la incidencia de 

enfermedad cardiovascular 369, 372. 

La experiencia que se tiene de los estudios en humanos a nivel 

cardiovascular es escasa y la exploración del efecto protector contra el 

daño miocárdico en sujetos con esclerosis múltiple no ha sido abordada. 

Así, la posible contribución positiva de este fármaco sobre enfermedades 

cardíacas no isquémicas, tales como la de CMD, aún no ha sido estudiada. 

FTY720/Fingolimod: posibles mecanismos implicados 

Nuestros datos sugieren que el desarrollo de CMD en estos ratones db/db 

se debió a un aumento de inflamación, así como también de estrés de RE 

y apoptosis miocárdica, siendo ello más aparente en el grupo de ratones 

db/dbcat. 

Las acciones celulares favorables atribuidas a FTY720/Fingolimod vienen 
predominantemente mediadas por S1PRs en miocardio, siendo S1PR1 y 

S1PR3 los principales en cardiomiocitos 292, y la consiguiente transducción 

de su señalización 157. La farmacología de FTY720/Fingolimod y la 

modulación de S1PR1 es realmente compleja y está pobremente 

estudiada 374-377. Este receptor tiene la capacidad de transducir dos 

señalizaciones distintas mediadas por diferentes proteínas G, cada una de 

las cuales promueven a su vez diferentes vías de señalización. S1PR1 
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está predominantemente acoplada a la proteína Gi para inhibir la 

producción de ATP, S1PR2 y S1PR3 están principalmente acopladas a 

proteínas Gi, Gq y G12/13, mientras que S1PR4 y S1PR5 transducen la 

señalización de S1P a través de las proteínas Gi and G12/13 378. 

Estudios recientes sugieren que a diferencia de la transducción inducida 

por S1P, según la cual predominaría la señalización acoplada a las 

proteínas G; la vía de señalización predominante de su análogo estructural 

lipídico, FTY720/Fingolimod-P, sería a través de la acción de β-arrestina, 

sobre Gi, la internalización sostenida del receptor, y quizá su degradación 

proteosomal 379, 380. Se ha sugerido que la degradación del receptor 

inducida por la β-arrestina tras la unión del fármaco podría ser específico 

de células del sistema inmune (i.e., linfocitos), aunque no se descarta que 

esta proteína podría también actuar atenuando la señal en otros tipos 

celulares, como cardiomiocitos o células endoteliales, cambiando de este 

modo el balance de activación de ambas vías y, con ello, los efectos 

favorables atribuidos 381 374, 375, 382. 

Las formas S1PR1 y S1PR3 predominan en cardiomiocitos y células 
endoteliales 383. En nuestro estudio la expresión génica de S1pr1 en 

miocardio solo se encontró aumentada en ratones db/dbcat. La 

administración del fármaco indujo una disminución de la abundancia 

proteica de este receptor en cardiomiocitos de ratones db/dbcat en 

comparación con la de los mismos ratones no tratados. En cambio, el 

efecto del fármaco sobre la abundancia relativa de S1PR1 en miocardios 

de ratones db/db fue más modesta, no alcanzándose diferencias 

significativas entre tratados con no tratados. Aunque no se pudo 

comprobar directamente, estos resultados sugerirían que en esos ratones 

en la vía de acción del fármaco podrían predominar mecanismos de 

internalización sobre la de atenuación mediada por la β-arrestina. 
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Estrés oxidativo 

El tratamiento con FTY720/Fingolimod protege contra el estrés oxidativo 
384. La expresión de NOX2 (i.e., Cybb) y superóxido dismutasa mitocondrial 

(i.e., Sod2) son sensores de cambios en el estrés oxidativo celular.  Así, 

las NADPH oxidasas son una fuente de ROS y su expresión suele estar 

aumentada en cardiomiocitos sometidos a condiciones de estrés oxidativo 

aumentado 385; mientras que la expresión relativa de Sod2 está inducida 

por el estrés oxidativo 386. Sin embargo, los niveles de expresión de ambas 

no se encontraron afectados en miocardios de nuestros grupos de ratones 

db/db, si bien en el grupo de ratones db/dbcat mostró sólo una tendencia al 

aumento. Nuestros datos contrastan con los reportados en miocardio 

hipertrofiado de ratones Tm-E180G tratados 289 y con otro modelo 

experimental de cardiomiopatía por arresto cardioplégico y bypass 

cardiopulmonar 384, en los que se reportaron cambios favorables en 

variables relacionadas con el estrés oxidativo. En nuestro caso, la 

ausencia de diferencias en la expresión génica en miocardio de estos 

marcadores de estrés oxidativo entre ratones de los grupos db/db y db/+ 

sugeriría que no se alcanzaron unos niveles de oxidación suficientemente 

elevados, y por consiguiente no se observó el efecto antioxidante atribuido 

al fármaco. 

Disfunción mitocondrial 

Los niveles de expresión de dianas mitocondriales se encontraron 

aumentadas en miocardios de ratones db/db y de forma marginal en 

db/dbcat. El contenido celular en ceramidas es un determinante de la 

mitofagia e influye negativamente sobre la β-oxidación mitocondrial 320. 

Nuestros datos podrían sugerir una normalización generalizada en la 

pauta de expresión génica de estos genes en respuesta al tratamiento. 

Este hallazgo es intrigante y necesitaría ser abordado más 

exhaustivamente; sin embargo, podría sugerir cambios en la actividad 
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mitocondrial. No cabe duda de que el posible cambio de contexto 

metabólico provocado por la administración de FTY720/Fingolimod, 

sobretodo en los miocardios de ratones db/db justificaría analizar el 

contenido de ceramidas en ese tejido y quizá también la actividad β-

oxidación mitocondrial de ácidos grasos e indicadores de mitofagia tras el 

tratamiento con el fármaco o en su defecto abordarlo en cardiomiocitos 

AC16 incubados en condiciones mimetizantes de la DM2 en presencia de 

PA. 

Inflamación 

La administración del fármaco se relacionó con una mejora en el perfil de 

citoquinas proinflamatorias plasmáticas y también en la de expresión 

génica de algunas de estas citoquinas en miocardios de los ratones db/db 

tratados, sugiriendo un efecto antiinflamatorio global en estos ratones. Sin 

embargo, los cambios en la abundancia relativa de algunas de estas 

citoquinas en tejido miocárdico solo fueron significativos en ratones 

db/dbcat.  

Entre los posibles factores fisiopatogénicos de la CMD, la inflamación es 

uno de los componentes destacados 17. FTY720/Fingolimod promovió un 

efecto antiinflamatorio en miocardio de ratones tratados; confirmándose 

dicho efecto también in vitro en cardiomiocitos AC16 expuestos a un 

ambiente proinflamatorio inducido por la incubación con PA, a través de la 

disminución de los niveles de IL-6 secretados. Nuestros datos concuerdan 

con el efecto antiinflamatorio por parte de FTY720/Fingolimod en 

cardiomiocitos expuestos a condiciones que mimetizan la endotoxemia 387. 

En este contexto, nuestros resultados mostraron que la acción 

antiinflamatoria por parte de FTY720/Fingolimod se asoció a una 

inactivación del factor de transcripción NF-kB en núcleos de cardiomiocitos 

de ratones db/dbcat, bajo cuyo paraguas de regulación se encuentra la 

expresión de TNFα. Resultados similares muestran que 
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FTY720/Fingolimod protegió contra la inflamación en cardiomiocitos 

atenuando la vía de señalización NF-kB 387. Consistentemente, los niveles 

relativos de TNFα se correlacionaron de manera directa con una mejora 

en la disfunción cardíaca. 

El efecto antiinflamatorio por parte de FTY720/Fingolimod en miocardio de 

ratones db/db se ha descrito también en un modelo experimental de 

inflamación miocárdica inducida por infección con CVB3 365. En este otro 

estudio, la inflamación miocárdica se relacionó con mecanismos mediados 

a través de la señalización de S1PR1 y AKT/caspasa-3 activada, siendo 

estos procesos desactivados por el fármaco, interfiriendo de este modo en 

el ciclo de replicación del virus induciendo, por tanto, remisión de la 

inflamación cardíaca. Datos similares se han encontrado en un modelo 

independiente de cardiomiopatía inducida por arresto cardioplégico y 

bypass cardiopulmonar en ratas 384. 

Estrés de retículo endoplasmático y apoptosis 

En la DM, las alteraciones en el estrés del RE están asociadas con la 

apoptosis 388. La abundancia relativa de diferentes dianas moleculares de 

estrés de RE y apoptosis están alterados en ratones db/db 389. En nuestro 

caso, como ejemplo, observamos elevaciones en la expresión génica de 

Atf6 (marcador de estrés del RE) concomitantes con elevaciones de Ddit3 

(que codifica para CHOP) uno de los marcadores de apoptosis analizados 

en este trabajo, sobretodo en miocardios de ratones db/dbcat. 

El tratamiento con FTY720/Fingolimod redujo la expresión génica relativa 

de diferentes marcadores de estrés de RE y apoptosis en miocardios de 

ratones db/dbcat. Los datos de expresión génica de las diferentes dianas 

de estrés de RE y apoptosis analizadas se acompañaron de una reducción 

concomitante en la abundancia relativa de Caspasa 3 activada en 

miocardios de ratones db/dbcat tratados, lo que se relacionó con una mejora 
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de la función diastólica. El efecto anti-apoptótico de FTY720/Fingolimod es 

consistente con el reportado por otros utilizando cardiomiocitos cultivados 

en condiciones proinflamatorias no relacionadas con DM2 387. En este 

sentido, nuestro estudio es el primero en mostrar el efecto favorable del 

tratamiento con FTY720/Fingolimod contra el desarrollo de apoptosis in 

vitro en cardiomiocitos AC16 en condiciones que mimetizan la DM2. 

En otro modelo de cardiomiopatía, el tratamiento con FTY720/Fingolimod 

activó las vías de señalización Akt/Erk1/2 en miocardio de ratas tratadas, 

reduciendo no solo los niveles de mediadores inflamatorios, sino también 

activando proteínas anti-apoptóticas e inhibiendo proteínas 

proapoptóticas, lo que provocó una reducción del estrés nitrooxidativo y de 

la apoptosis de los cardiomiocitos 384. Estas mejoras resultaron en una 

recuperación favorable de las funciones sistólica y diastólica del ventrículo 

izquierdo en miocardios de rata inducidos por una perfusión miocárdica 

extracorpórea. 
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6. CONCLUSIONES 
 

Parte 1. Contribución del metabolismo de esfingolípidos a la CMD 

1. Caracterización fenotípica de los modelos in vivo de CMD 

[i] El modelo de prediabetes/resistencia a la insulina (ratones con obesidad 

inducida por una dieta rica en grasas), tras 5 meses de seguimiento, 

presentó un aumento de la masa de ventrículo izquierdo, reflejando 

cambios en el remodelado cardíaco, sin signos de disfunción diastólica. 

[ii] Un grupo de ratones db/db desarrolló un fenotipo de DM2 más 

descompensada (ratones db/dbcat), manifestándose en una reducción en 

la concentración de insulina plasmática (respecto del resto de ratones 

db/db), manteniendo insulinoresistencia y exhibiendo una concentración 

plasmática de adiponectina disminuida (respecto a los no diabéticos). 

[iii] Los modelos animales de DM2 (db/db y db/dbcat), después de 4 meses 

de seguimiento, mostraron signos de disfunción diastólica, definidos por 

alteraciones en las ondas atriales E y A, así como la relación entre ellas 

(E/A). Las fracciones de eyección y acortamiento se encontraron 

preservadas, como es característico de la CMD. 

2. Identificación y cuantificación de ceramidas 

[i] Los niveles plasmáticos relativos de la ceramida Cer 18:0 se 

encontraron aumentados en los ratones obesos, mientras que en ambos 

modelos de DM2 se hallaron elevadas las ceramidas Cer 18:0 y la relación 

Cer 18:0/Cer 24:0. 

[ii] No se observaron cambios en los niveles relativos de ceramidas totales 

en miocardio de ratones db/db; sin embargo, disminuyeron en el miocardio 

de ratones db/dbcat. 
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3. Contribución de las LDLox a la CMD en modelos in vitro e in vivo 

[i] La captación de LDLox se vio aumentada en el corazón de los ratones 

db/db, siendo mediada al menos en parte por CD36 y LDLR/LRP1. 

[ii] La incubación de LDLox en cardiomiocitos cultivados en condiciones 

mimetizantes de DM2 promovió la apoptosis tardía y se correlacionó 

directamente con el porcentaje de células muertas. 

Parte 2. Uso de un análogo estructural de la S1P (FTY720/Fingolimod) 
para el tratamiento de la CMD 

[i] La administración de FTY720/Fingolimod previno, sobretodo a nivel 

funcional, el desarrollo de la CMD en modelos animales de DM2 (db/db y 

db/dbcat) tras 3 meses de tratamiento. 

[ii] El tratamiento con FTY720/Fingolimod en general redujo la abundancia 

de los receptores S1PR1 en el miocardio de ratones db/dbcat, pero no en 

ratones db/db. 

[iii] FTY720/Fingolimod ejerció un efecto antiinflamatorio en ambos 

modelos animales disminuyendo los niveles circulantes de MCP-1 y TNFα 

en ratones db/db y de MCP-1 e IL-6 en ratones db/dbcat. 

[iv] El tratamiento con el fármaco redujo la abundancia de diferentes 

citoquinas y Nf-kB p65 en núcleos celulares del miocardio de ratones 

db/dbcat. La concentración de citoquinas en miocardio se correlacionó 

directamente con la disfunción cardíaca.  

[v] FTY720/Fingolimod también influyó favorablemente sobre el desarrollo 

de apoptosis en el modelo db/dbcat, en parte a través de una disminución 

de la forma activada de la Caspasa 3. Consistentemente, la abundancia 

relativa de Caspasa 3 activada se correlacionó con una mejora de la 

función diastólica. 
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[vi] FTY720/Fingolimod actuó como agente antiinflamatorio y anti-

apoptótico en cardiomiocitos humanos AC16, de forma consistente con los 

hallazgos previamente descritos en ratones db/db. 

[vii] La expresión de genes implicados en el estrés de RE se encontraron 

regulados al alza en el miocardio del modelo db/dbcat. El tratamiento con 

FTY720/Fingolimod mostró una reducción significativa de los mismos. 

[viii] La expresión de genes involucrados en la dinámica mitocondrial 

mostró una tendencia al aumento en miocardio, con el gen Mnf2 

claramente aumentado en los ratones db/db. El tratamiento con 

FTY720/Fingolimod disminuyó la expresión génica de esos marcadores a 

niveles cercanos a los que presentaron los ratones no diabéticos. 
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