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La  práctica  regular  de  ejercicio  físico  aporta  un  beneficio 

indiscutible  para  la  salud  de  los  seres  humanos,  incluyendo  el  efecto 

preventivo  sobre  diferentes  patologías  crónicas  como  el  cáncer,  las 

enfermedades cardiovasculares y la diabetes. 

Paradójicamente, durante la última década, en que el ejercicio físico 

ha sido ampliamente estudiado, se ha asociado la práctica de éste con un 

aumento en  la producción de especies reactivas de oxígeno y nitrógeno 

en  el  tejido  muscular,  que  a  su  vez  se  incrementan  con  el  ritmo 

metabólico y el consumo de oxígeno. Dichas especies  incluyen el óxido 

nítrico (NO), cuya participación es relevante en la regulación de multitud 

de procesos  fisiológicos en  los que  se ha visto que ejerce  funciones de 

vasodilatador, neurotransmisor, antimicrobiano e  inmunomodulador. La 

síntesis de NO está catalizada por  la enzima óxido nítrico sintasa  (NOS). 

Existen tres isoformas descritas para esta enzima, la neuronal (nNOS), la 

inducible (iNOS) y  la endotelial (eNOS), codificadas por distintos genes y 

que presentan diferencias tanto en sus propiedades catalíticas como en 

su  regulación.  La  producción  de  elevadas  concentraciones  de  NO  por 

parte de dichas isoformas, puede estimular el proceso inflamatorio y una 

elevación de  las  concentraciones de  citoquinas  como  la  interleucina 1β 

(IL‐1β).  Durante  la  inflamación,  el  NO  y  otras  especies  reactivas  de 

nitrógeno  derivadas  del  mismo,  tales  como  el  peroxinitrito,  son 

potencialmente tóxicas, contribuyendo al daño oxidativo muscular y a  la 

nitración proteica. La destrucción  indiscriminada de células y tejidos por 

parte  del NO  y  otras  especies  reactivas  de  nitrógeno  pueden  jugar  un 

papel significativo en  la patología de muchos cuadros  inflamatorios. Por 

ello la regulación de la expresión muscular de las isoformas de NOS es un 

proceso delicado que requiere ser investigado en detalle.  
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La expresión génica de  la enzima  iNOS  implica diferentes  rutas de 

transducción  de  señales,  a  través  del  factor  de  transcripción  nuclear 

kappa  B  (NF‐B).  La  regulación  transcripcional  de  nNOS  y  eNOS  es 

particularmente  compleja.  En  la última década,  se pensaba que  ambas 

isoformas  se  expresaban  de  forma  constitutiva,  sin  embargo, 

recientemente  los  estudios  se  han  centrado  en  su  modulación  por 

distintos  factores  químicos  y  físicos,  incluso  bajo  determinadas 

condiciones  fisiológicas.  Los  factores  de  transcripción  implicados  en  la 

activación  de  los  genes  de  nNOS  y  eNOS  no  se  han  identificado,  pero 

determinados factores de transcripción sensibles a estos cambios, como 

el  NF‐B  y  el  factor  inducible  por  hipoxia  (HIF),  podrían  ser  dos 

candidatos  bastante  atractivos  para  la  posible  regulación  de  dichas 

isoformas. 

Numerosos  autores  han  manifestado  un  gran  interés  por  la 

administración  de  antioxidantes  como  intervención  terapéutica  para 

contrarrestar  el  daño  causado  por  el  estrés  oxidativo/nitrosativo 

producido  durante  el  ejercicio. De  hecho,  el  entrenamiento  se  plantea 

como  una  herramienta  beneficiosa  para  atenuar  significativamente  el 

daño  muscular,  traducido  en  distintas  respuestas  fisiológicas,  y  la 

respuesta  inflamatoria. Con el fin de minimizar  los efectos causados por 

el  ejercicio  con  un  alto  componente  excéntrico,  caracterizado  por  un 

conjunto de  síntomas aparentemente bien definidos,  se han propuesto 

entrenamientos  que  proporcionen  un  incremento  en  la  capacidad 

contráctil  del músculo,  un mínimo  coste metabólico  y  una  percepción 

menor de esfuerzo. 

Contemplando  todo  lo  expuesto  anteriormente,  en  el  presente 

trabajo los objetivos específicos planteados, son los siguientes: 
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1. Valorar  el  posible  daño  nitrosativo  causado  por  una  sesión  de 

ejercicio excéntrico agudo en aspectos tales como  la nitración de 

proteínas celulares, marcador utilizado como medida indirecta de 

la  formación de peroxinitritos,  analizándose  simultáneamente el 

efecto  del  compuesto  antioxidante  pirrolidina  ditiocarbamato 

(PDTC) o del entrenamiento excéntrico. 

2. Evaluar  si  una  sesión  de  ejercicio  excéntrico  agudo  induce 

cambios en  la  ruta de señalización del NF‐B y determinar si  los 

posibles  efectos  sobre  dicho  factor  de  transcripción  podrían 

prevenirse mediante  la  administración  del  compuesto  PDTC,  así 

como  por  un  entrenamiento  excéntrico  de  8  semanas  de 

duración. 

3. Profundizar en el efecto de un ejercicio excéntrico agudo sobre la 

expresión  génica  de  las  distintas  isoformas  de  la  enzima  óxido 

nítrico  sintasa,  así  como  evaluar  la  posible  atenuación  de  las 

mismas tras  la realización del programa de entrenamiento o tras 

la administración de PDTC. 

4. Analizar la relación entre la expresión de las diferentes isoformas 

de  NOS  y  la  vía  de  señalización  del  factor  nuclear‐B  en  los 

diferentes grupos experimentales. 

5. Analizar  los  efectos  que  el  ejercicio  físico  excéntrico  agudo 

produce en  la activación del factor de transcripción  inducible por 

hipoxia  (HIF),  su  posible  participación  en  la  regulación  de  los 

genes de  las distintas  isoformas de  la NOS  y  la  influencia de un 

entrenamiento excéntrico o el tratamiento con PDTC sobre dicho 

factor. 
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6. Evaluar el papel que el ejercicio físico agudo con alto componente 

excéntrico  produce  en  la  expresión  génica  de  algunos  de  los 

mediadores  de  la  inflamación  tales  como  la  IL‐1β,  así  como  el 

efecto  del  entrenamiento  y  el  tratamiento  con  PDTC,  sobre  la 

expresión de dicha citoquina. 
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2.1. CARACTERÍSTICAS DEL EJERCICIO EXCÉNTRICO 

2.1.1 Generalidades 

El  modelo  de  funcionamiento  muscular  presenta  una  serie  de 

características  especiales  que  se  complementan  entre  sí.  En  todas  las 

especies animales, cuando el músculo esquelético se activa mediante  la 

generación  de  potenciales  de  acción,  pueden  producirse  tres  tipos  de 

contracción:  

Contracción  concéntrica,  en  la  que  el músculo  se  activa  y  se 

acorta (sus dos inserciones se acercan durante la contracción). 

Contracción  isométrica,  en  la  que  el músculo  se  activa  y  no 

puede  vencer  la  resistencia  que  tiene,  con  lo  que  su  longitud  no 

cambia. 

Contracción excéntrica, en  la que el músculo  se activa pero  la 

resistencia le vence, y se estira (sus dos inserciones se alejan durante 

la contracción). 

Este  criterio  es  importante,  ya  que  los  ejercicios  se  clasificarán 

según el tipo de contracción que predomine, y se ha observado, además, 

que producen diferentes efectos fisiológicos a nivel del organismo; p.e. el 

ejercicio  excéntrico  produce  más  daño  oxidativo  que  el  concéntrico 

(Amstrong, 1990). 

2.1.2 Ejercicio excéntrico 

Como  acabamos de  ver, podemos definir  la  contracción muscular 

excéntrica  como  aquella  en  que  la  tensión  que  genera  el músculo  es 
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menor que  la resistencia externa que se  le aplica, por  lo que el músculo 

se  alarga  o  distiende  (Tous,  1999).  Cuando  la  fuerza  aplicada  a  un 

músculo  excede  la  fuerza  producida  por  el  mismo,  éste  se  estira, 

absorbiendo energía mecánica  (Lindstedt  y  cols., 2001). Así, podríamos 

decir  que  el  papel  primario  de  las  contracciones  excéntricas  en 

actividades habituales de la vida diaria como correr, andar, saltar, etc, es 

la desaceleración y absorción de energía (Stauber, 1989). Por lo tanto, la 

aparición  de  este  tipo  de  contracción  muscular  en  determinados 

movimientos va a permitir a los músculos antagonistas la desaceleración 

y detención del gesto al final del movimiento. Esta contracción no se va a 

manifestar de forma aislada puesto que normalmente aparece integrada 

en  una  secuencia  denominada  “ciclo  estiramiento‐acortamiento”.  Este 

funcionamiento muscular presenta una serie de características especiales 

que lo hacen diferente al resto de tipos de contracción.  

Está  ampliamente  demostrado  que  un  ejercicio  con  alto 

componente  excéntrico,  sobre  todo  cuando  el  organismo  no  está 

acostumbrado  a  ello,  induce  daño muscular. Dicho  daño  es  provocado 

presumiblemente  por  la  excesiva  tensión  a  la  que  un  número 

determinado de fibras es sometido durante esta contracción (Armstrong, 

y  cols.,  1983).  De  esta  manera,  la  lesión  cursa  inicialmente  con 

alteraciones  de  tipo  mecánico  (Armstrong  y  cols.,  1991)  que 

posteriormente  se  traducen  en  procesos  y  alteraciones  de  tipo 

metabólico  (Pizza y cols., 1995). Además del daño muscular, el ejercicio 

excéntrico  también  puede  provocar  cambios  en  determinados 

componentes del sistema  inmune  (Akimoto y cols., 2002),  incluyendo  la 

elevación de los niveles de interleucinas IL‐1β, IL‐6 y el factor de necrosis 

tumoral  alfa  (TNF‐α)  (Ostrowski  y  cols.,  1999;  Vassilakopoulos  y  cols., 
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2003). Se sabe que estas citoquinas están  involucradas en  la  regulación 

de  la  respuesta  inmune y de  la  inflamación. Y aunque  la producción de 

estas  citoquinas  proinflamatorias  son  beneficiosas  para  la  defensa  del 

sistema,  su  sobreproducción  en  el  proceso  inflamatorio  puede  causar 

daño  muscular,  debilidad  y  un  incremento  del  riesgo  de  infección 

(Meksawan y cols., 2004). 

2.1.3 Entrenamiento excéntrico 

Las  particularidades  que  acompañan  la  contracción  excéntrica 

hacen que cada vez sean más los estudios interesados en las respuestas y 

adaptaciones  que  puede  provocar  un  entrenamiento  con  un  alto 

componente  de  este  tipo.  El  entrenamiento  excéntrico  puede  ser  una 

alternativa a  los clásicos entrenamientos de  fuerza muscular, ya que  se 

ha  demostrado,  en  numerosos  estudios,  que  existen  incrementos 

significativos de la fuerza a través del entrenamiento excéntrico. Además 

dada la baja fatigabilidad, el bajo requerimiento cardiopulmonar (Vallejo 

y cols., 2006) y un incremento en la eficiencia metabólica asociado a este 

tipo de  contracción,  teóricamente éste  sería un  tipo de entrenamiento 

prolongado  ideal  para  conseguir  mejoras  de  fuerza  con  un  gasto 

metabólico muy pequeño. 

Se  ha  demostrado  incluso  como  un  entrenamiento  excéntrico 

puede prevenir el daño muscular y la disminución de la pérdida de fuerza 

tras un ejercicio agudo (Vallejo y cols., 2006).  

No  son  muchos  los  estudios  científicos  que  recogen  resultados 

sobre el efecto que tiene  la realización de un entrenamiento excéntrico 

previo sobre la inducción del daño muscular. Si está claro que el ejercicio 
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excéntrico  induce  una  cierta  protección  contra  sucesivos  daños 

provocados  por  contracciones  excéntricas  (García‐López  y  cols.,  2006). 

Por  ello,  es  razonable  pensar  que  al  planificar  un  entrenamiento  es 

importante  introducir una parte de entrenamiento excéntrico específico 

(Allen, 2001). 

Debido  a  la disparidad de  resultados  y  a  la  falta de  estudios que 

ahonden en marcadores de  inflamación y estrés oxidativo, así como en 

las vías de activación génicas responsables de algunas de  las respuestas 

inflamatorias,  se  hace  necesario  tener  una  idea  más  precisa  de  los 

mecanismos que  subyacen a  la hipotética adaptación producida por un 

entrenamiento específico excéntrico. 

El  daño  muscular  inducido  especialmente  por  la  contracción 

muscular excéntrica, induce daño muscular, el cual conlleva una serie de 

síntomas característicos como el aumento de  la concentración sérica de 

determinadas  proteínas musculares,  p.e.  la  creatínquinasa  (CK)  (Toft  y 

cols., 2002; Lee y Clarkson, 2003). En los últimos años se están utilizando 

otros  métodos  a  través  de  los  cuales  se  intenta  cuantificar  el  daño 

muscular  tras  la  realización  de  un  ejercicio  excéntrico.  Uno  de  éstos 

métodos es el análisis de  la activación de  las  células  satélite,  las cuales 

son  responsables  del  desarrollo  de  las  miofibrillas  y  su  regeneración 

(Asakura  y  cols.,  2001,  Asakura  y  cols.,  2002;  Grounds  y  cols.,  2002). 

Algunos de  los estudios sobre  la activación de  las células satélite tras  la 

realización de una sesión aguda de ejercicio se han realizado en humanos 

(Malm  y  cols.,  2004),  demostrándose  un  incremento  en  el  número  de 

células  satélite  tras  una  sesión  de  ejercicio  muy  intenso.  En  algunos 

casos, esta activación de células satélite ha derivado en una expresión de 

miosina  fetal  como  señal  de  regeneración,  produciendose  “nuevo 
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sarcoplasama”  dónde  se  encontraban  expresadas  las  isoformas  de  la 

miosina embriónica.  

El  músculo  esquelético  es  el  tejido  mayoritario  del  cuerpo,  lo 

forman  células  postmitóticas  que  muestran  una  mayor  tendencia  a 

acumular estrés oxidativo/nitrosativo. Por tanto el entrenamiento puede 

aumentar  la  resistencia de  este  tejido  al  estrés.  En  resumen, podemos 

considerar que el ejercicio  físico moderado, practicado con  regularidad, 

puede ser responsable de las adaptaciones de los sistemas antioxidantes 

y de reparación de daño (Radak y cols., 2001). Por todo ello parece que 

las  adaptaciones  inducidas  por  el  estrés  oxidativo/nitrosativo  pueden 

jugar un papel  importante en  los efectos beneficiosos del ejercicio físico 

regular.  

2.2 INFLAMACIÓN 

2.2.1 Generalidades 

La  inflamación  representa  un  estado  fisiopatológico  que  altera 

sustancialmente  el  equilibrio  redox  celular.  Está  demostrado  que,  la 

realización  de  un  ejercicio  con  alto  componente  excéntrico,  cuando  el 

organismo  no  está  acostumbrado  a  ello,  induce  daño  en  el  músculo 

esquelético,  el  cual  induce  una  respuesta  inflamatoria  aguda.  El  valor 

adaptativo más  importante  reside  en  eliminar  el  tejido  necrótico  o  los 

restos celulares  lo que posteriormente promueve  la reparación del daño 

en miofibrillas,  fibras  y matriz extracelular. Esto  se  logra  a  través de  la 

rápida estimulación de varios  tipos de células  inflamatorias después del 

daño (Cannon y St Pierre, 1998). 
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Las fibras musculares se dañan debido a la fuerza física y el ejercicio 

intenso,  el  cual  desencadena  la  liberación  de  citoquinas  inflamatorias 

desde  las  células  inmunes  y/o  desde  el  propio músculo  dañado.  Estas 

citoquinas están  implicadas en  la  respuesta  inmune  y  la  inflamación. A 

pesar  de  que  la  producción  de  citoquinas  pro‐inflamatorias  son 

beneficiosas  para  la  defensa  del  sistema  inmune,  como  se  mencionó 

previamente, la sobreproducción de éstas puede provocar un daño en el 

músculo, lo que conlleva un aumento de riesgo de infección (Meksawan y 

cols.,  2004).  Durante  la  fase  temprana  del  daño  en  el  músculo  las 

citoquinas  inflamatorias promueven  la expresión de diversos genes tales 

como la óxido nítrico sintasa. 

 La secuencia de eventos que se desencadenan tras la realización de 

un  ejercicio  inductor  de  daño  culmina  en  la  respuesta  inflamatoria. 

Durante  la  inflamación  el  óxido  nítrico  y  sus  metabolitos,  como  el 

peroxinitrito,  son  potencialmente  citotóxicos  y  son  capaces de  lesionar 

los patógenos y eliminar las células lesionadas. 

2.2.1.1 La respuesta inflamatoria 

La  lesión provocada mecánicamente en distintas estructuras de  la 

célula muscular desencadena una respuesta  inflamatoria mediada por  la 

síntesis  de  leucotrienos  y  prostaglandinas  (prostaglandina  E2,  PGE2). 

Además  de  las  células  del  sistema  inmune,  que  juegan  un  papel 

importante en el proceso de degeneración y  regeneración del músculo, 

se produce una acumulación de  líquido en el tejido  lesionado,  la cual es 

utilizada  por  muchos  autores  como  marcador  de  daño.  Las  primeras 

células que  se  infiltran en el  tejido dañado  son  los neutrófilos  (Tidball, 
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1995)  cuyos  incrementos  tras  ejercicios  de  alta  intensidad  se  han 

detectado tanto en el torrente sanguíneo (Pizza y cols., 1995) como en el 

propio  tejido muscular  (MacIntyre y  cols., 2000).  Los neutrófilos  tienen 

un  papel  primordial  en  la  defensa  de  determinados  tejidos  contra 

invasiones  víricas  y  bacterianas.  Durante  su  actividad  fagocítica  los 

neutrófilos  liberan  dos  factores  primarios:  lisozimas  (facilitan  la 

degradación  de  las  proteínas  dañadas)  y  radicales  superóxido  (O₂.⁻) 

(Petrone  y  cols.,  1980).  Su  activación  parece  íntimamente  relacionada 

con  las  microlesiones  provocadas  por  el  ejercicio.  De  hecho  varios 

autores  han  encontrado  correlaciones  positivas  entre  los  neutrófilos 

circulantes y ciertos marcadores de daño, tanto directos como indirectos 

(concentración  plasmática  de  creatínquinasa  (CK)  y  mioglobina),  tras 

protocolos  de  ejercicio  con  alto  componente  excéntrico  (Peake  y  cols., 

2005). Al parecer, tanto los neutrófilos como los macrófagos contribuyen 

a la degradación del tejido dañado mediante la liberación de las especies 

reactivas  de  oxígeno  y  nitrógeno  (Nguyen  y  Tidball,  2003)  y  pueden 

producir enzimas proinflamatorias (Cannon y St Pierre, 1998) 

Toda esta  respuesta  inflamatoria es  importante para  la  regulación 

de  la  respuesta en  la  fase aguda y  la  regeneración del músculo dañado 

después de este tipo de ejercicio. 

Son muchos los estudios que demuestran la presencia de éste tipo 

de células inflamatorias en el músculo y en la sangre tras la realización de 

ejercicio  con  alto  componente  excéntrico.  No  obstante,  los  tipos  de 

células  y  tejidos  estudiados,  los  protocolos  excéntricos  utilizados  y  los 

puntos de muestreo  varían mucho  entre unos  estudios  y otros,  lo que 

puede  explicar  la  gran  variabilidad  encontrada  respecto  al  patrón 

temporal del proceso de inflamación. 
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En general,  se ha demostrado un  incremento en  la  concentración 

de  determinados  mediadores  químicos,  tanto  a  nivel  muscular  como 

plasmático, tras ejercicios con alto componente excéntrico.  

Estos mediadores químicos  pueden clasificarse según su acción en: 

‐Moléculas efectoras: radicales libres de oxígeno y enzimas.  

‐Moléculas  facilitadoras:  que  favorecen  la  vasodilatación,  la 

permeabilidad  y  la  expresión  de  moléculas  de  adhesión,  entre  otras 

acciones.  Entre  éstas  podemos  citar  la  IL‐1β,  las  prostaglandinas  y 

moléculas  de  adhesión  celular  como  inmunoglobulinas,  integrinas, 

selectinas  y  caderinas.  Estas  últimas  promueven  la  marginación  y  el 

reclutamiento de los leucocitos circulantes y su adherencia al endotelio. 

‐Moléculas  inhibidoras:  que  controlan  el  excesivo  desarrollo  del 

proceso inflamatorio. 

Estos mediadores químicos  también  se pueden clasificar  según  su 

localización como: 

 Factores tisulares:  

‐Mediadores  almacenados  en  las  células:  los  más 

importantes  son  la  histamina  (contribuye  a  la  vasodilatación)  y 

enzimas como la mieloperoxidasa. 

‐Mediadores  sintetizados  de  novo:  como  radicales  libres, 

óxido  nítrico,  derivados  de  fosfolípidos  (prostaglandinas, 

tromboxanos...) o citoquinas. 

 Factores plasmáticos, como  los sistemas de complemento 

que  intervienen en  la permeabilidad, vasodilatación, acumulación de 

leucocitos, etc. 
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A pesar de que esta respuesta inflamatoria es de suma importancia 

en lo que a eliminación de células dañadas se refiere, y por lo tanto en la 

prevención  de  infección,  los  radicales  libres  y  otros  agentes  oxidantes 

liberados por los neutrófilos tienen un efecto negativo, dado que son los 

responsables del denominado “daño oxidativo/ nitrosativo”, que afecta a 

las  células  en  varios  puntos.  De  hecho,  el  estrés  oxidativo/nitrosativo 

aumenta  la  inflamación  a  través  de  la  activación  de  factores  de 

transcripción  sensibles  al  equilibrio  redox,  tales  como  el NF‐B  que  se 

unen  a  sus  respectivos  sitios  en  regiones  concretas  de  los  genes 

implicados en esta respuesta.  

2.2.1.2 Citoquinas 

Existen  diversos  estímulos  relacionados  con  el  daño  muscular, 

incluyendo  daños  mecánicos  o  por  el  efecto  cizalla  (“shear  stress”), 

ejercicio físico, las especies reactivas del oxígeno/nitrógeno, que pueden 

producir un incremento en la concentración de determinadas citoquinas, 

tales  como  interleucinas,  factor  de  necrosis  tumoral  alfa  (TNF‐α)    e 

interferón gamma (INF‐). Esta ampliamente demostrado que el ejercicio 

induce  cambios  en  muchos  de  los  componentes  del  sistema  inmune, 

incluyendo elevados niveles de interleucina 1 (IL‐1), interleucina 6 (IL‐6) y 

de TNF‐αy que explicaremos a continuación detenidamente.  

Las  citoquinas  son  péptidos  señalizadores  que  se  producen  en 

respuesta  a  la  agresión  de  un  tejido  e  intervienen  en  la  respuesta 

inflamatoria (Miller y Krangel, 1992). En general, éstas actúan a través de 

receptores de alta afinidad, que  se expresan en  la  superficie celular. La 

mayoría de ellas  son moléculas multifuncionales que ejercen diferentes 
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acciones en las distintas células sobre las que actúan. Las funciones de las 

citoquinas  se  solapan  entre  ellas,  y  son  pocas  las  que  tienen  un  único 

cometido. Las citoquinas suelen actuar de  forma  local, ya sea de  forma 

autocrina o paracrina, pero alguna de ellas, como la IL‐6, tiene funciones 

endocrinas. Existen dos tipos de citoquinas: 

- Citoquinas anti‐inflamatorias, son generadas en el proceso 

inflamatorio, inducen su propia producción y son responsables de 

la correcta conclusión de la respuesta inflamatoria.  

- Citoquinas  pro‐inflamatorias,  responsables  del  comienzo 

de  la  respuesta  inflamatoria.  Estas  moléculas  suelen  actuar 

conjuntamente con otras citoquinas. 

Citoquinas anti‐inflamatorias 

Entre ellas se incluyen el factor de crecimiento transformante (TGF‐ 

β), la IL‐10 y el antagonista del receptor de IL‐1 (IL‐1Ra). 

TGF‐β.  Existen  3  tipos  de  receptores  del  TGF‐β  en  la  superficie 

celular  que  activan  una  vía  de  segundos  mensajeros  que  actúan 

inhibiendo,  de  manera  competitiva,  la  activación  del  factor  de 

transcripción nuclear inducido por los mediadores inflamatorios (Tedgui y 

Mallat, 2001). 

IL‐1  (IL‐1Ra). Compite  con  la  IL‐1 en  la unión  a  los  receptores de 

superficie  celular  sin  presentar  ninguna  actividad  biológica  ni 

desencadenar  las  respuestas  celulares  típicas  de  la  IL‐1  tras  unirse  al 

receptor.  El  IL‐1Ra  y  la  IL‐1β  son  a  menudo  co‐expresados  en  los 

monocitos  activados,  y  parece  ser  que  la  gravedad  de  la  respuesta 
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inflamatoria desencadenada por la IL‐1, depende más de la relación entre 

las concentraciones  locales de  IL‐1 e  IL‐1Ra, que de  la concentración del 

agonista exclusivamente (Tedgui y Mallat, 2001). 

Interleucina 4 (IL‐4). Se expresa en basófilos y eosinófilos. Inhibe la 

producción de citoquinas pro‐inflamatorias como el TNF‐α y  la  IL‐1β, así 

como  la  producción  de  óxido  nítrico  (mediante  la  inhibición  de  la 

transcripción del gen de la enzima óxido nítrico sintasa inducible) (Kamijo 

y cols., 1994).  

Interleucina  10  (IL‐10).  Actúa  sobre  diferentes  tipos  celulares, 

incluyendo  timocitos,  celulas  T  citotóxicas,  mastocitos,  celulas  B  y 

monocitos‐macrófagos. La  IL‐10 es producida por  los  linfocitos y una de 

sus principales funciones es  la capacidad para  inhibir  la síntesis de otras 

citoquinas (Tracey y cols., 1989; De Waal Malefyt y cols., 1991; Baeuerle y 

Henkel, 1994; Wang y cols., 1995; Bourcier y cols., 1997). 

Citoquinas pro‐inflamatorias 

Entre las más importantes se incluyen la IL‐1, la IL‐6, el TNF‐α y el 

INF‐. 

Interleucina 1 (IL‐1). Es una molécula producida principalmente por 

los macrófagos (Mizel y cols., 2003). Sus dos formas, IL‐1α e IL‐1β, están 

codificadas  por  genes  distintos  y  se  unen  a  varios  receptores  que  se 

encuentran en diferentes tipos celulares.  

La  IL‐1 desempeña un papel  central en el  inicio de  las  reacciones 

inflamatorias,  ya  que  desencadena  respuestas  inmunoespecíficas  al 

estimular  las  células  inmunitarias.  La  aplicación  local  de  IL‐1  activa  la 

formación  de mediadores  de  la  inflamación,  induciendo  la  síntesis  de 
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prostaglandinas  (French  y  cols.,  1991),  de  leucotrienos,  del  factor 

activador de plaquetas y de  la enzima NOS, por  las células endoteliales 

(Sica  y  cols.,  1990).  La  IL‐1  está  estrechamente  relacionada  con  la  IL‐6 

(Bochner y cols., 1991) y, de hecho, es uno de  los principales estímulos 

para su producción. La  IL‐1 también aumenta  la expresión de moléculas 

de  adhesión  por  las  células  endoteliales  y  los  leucocitos  (Saklatvala  y 

cols.,  1984)  asi  como  la  secreción  de  enzimas  proteolíticas  (Biasucci  y 

cols., 1999).  

La IL‐1 induce la expresión de genes que codifican para factores de 

la coagulación e inhibidores de la fibrinolisis, para la adhesión y posterior 

migración  de  leucocitos  a  través  del  endotelio  (Filonzi  y  cols.,  1993)  y 

para  la  síntesis del  factor estimulador de colonias de macrófagos  (Kurt‐

Jones y cols., 1995). La IL‐1α se expresa en la superficie de los macrófagos 

activados  y  se  libera  desde  los  gránulos  de  las  plaquetas  activadas 

(Hawrylowicz  y  cols.,  1989).  También  juega  un  papel  importante  en  el 

proceso de la aterogénesis, potenciando la respuesta inflamatoria local y 

sistémica  y  parece  contribuir  al  desencadenamiento  de  procesos 

coronarios agudos. 

Interleucina  6  (IL‐6).  Es  una  citoquina  pleiotrópica  que  regula  la 

respuesta  inmune  humoral  y  celular  (Baumann  y  Gauldie,  1990)  y  la 

expresión de moléculas de adhesión y de otras citoquinas, como la IL‐1β y 

el  TNF‐α,  contribuyendo  a  incrementar  la  respuesta  inflamatoria 

(Schieffer y cols., 2000). La síntesis de  la  IL‐6 puede verse  incrementada 

en respuesta a diversos estímulos,  incluyendo  la presencia de  IL‐1  (Ng y 

cols.,  1994),  el  factor  de  crecimiento  derivado  de  las  plaquetas  (PDGF) 

(Franchimont y Canalis, 1995), distintos virus  (Tanner y  cols., 1996),  las 

endotoxinas  bacterianas  (Neilly  y  cols.,  1995),  el  INF‐  y  el  TNF‐α 
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(Sanceau  y  cols.,  1995).  Los  principales  productores  de  IL‐6  son  los 

monocitos, los fibroblastos y las células endoteliales (Sironi y cols., 1989).  

Factor de necrosis tumoral alfa (TNF‐α). Se sintetiza en células de 

la estirpe monocitaria/macrofágica, en  linfocitos, en células endoteliales 

y  en  las  células  del  músculo  liso.  Su  producción  se  induce  mediante 

endotoxinas  bacterianas,  antígenos  de  hongos  o  virus  (Tracey  y  cols., 

1989) y por otras citoquinas como la IL‐1. El TNF‐α es un potente inductor 

de  los  efectos  sistémicos  de  la  inflamación  como  fiebre,  hipotensión  y 

taquicardia (Tracey y cols., 1987). 

Interferón gamma (INF‐). Es un potente activador de macrófagos, 

neutrófilos  y  linfocitos B  (Garcia‐Moll  y  Kaski,  1999).  El  INF‐  induce  la 

expresión  de muchas moléculas  clave,  entre  las  que  se  encuentran  la 

enzima NOS y citoquinas como la IL‐1 (Farrar y Schreiber, 1993). El INF‐ 

también regula la producción de varios componentes del complemento y 

algunas proteínas de  la  fase aguda, ya  sea mediante efectos directos o 

mediante  la  inducción  de  otras  moléculas,  modulando  asimismo  la 

síntesis y actividad de otras citoquinas como la IL‐1, IL‐2 y el TNF‐α. 

Por lo tanto es importante considerar estos indicadores específicos 

cuando se interpreten datos en las respuestas inflamatorias  en respuesta 

al ejercicio excéntrico. Son varios los estudios (Toft y cols., 2002; Hirose y 

cols., 2004; Paulsen y cols., 2005) y revisiones (Suzuki y cols., 2002) que 

analizan  los cambios en  la concentración sistémica de citoquinas tras un 

ejercicio excéntrico. En este caso  también existen diferentes  respuestas 

dependiendo del ejercicio a realizado. Por ejemplo correr cuesta abajo  a 

elevadas intensidades estimula un mayor incremento en la concentración 

plasmática de IL‐6, IL‐1 e IL‐1ra (Petersen y cols., 2001; Toft y cols., 2002). 
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Sin embargo,  son poco conocidos  los mecanismos genéticos de  la 

inflamación  causadas por el ejercicio.  Si bien,  sabemos que uno de  los 

factores  de  transcripción  más  importantes  que  están  expuestos  a  su 

activación durante el ejercicio excéntrico es el factor nuclear B (NF‐B) 

(García‐López y cols., 2007). Este factor es responsable de la transcripción 

de  proteínas  relacionadas  con  el  proceso  inflamatorio  como  TNF‐α,  e 

interleucinas como IL‐1, IL‐2 e IL‐6; moléculas de adhesión como ICAM‐1, 

VCAM, e‐selectina y actividades enzimáticas como iNOS y COX‐2 (Chung y 

cols.,  2005).  Otro  factor  de  transcripción  importante  inducido  en  la 

respuesta inflamatoria provocada por la contracción muscular excéntrica 

es el factor inducible por hipoxia, HIF‐1β, cuya expresión se ha puesto de 

manifiesto  en  el  músculo  esquelético  en  los  días  posteriores  a  la 

realización  de  un  ejercicio  excéntrico  de  carrera  cuesta  abajo  (Malm  y 

cols., 2004). 

2.3 ESTRÉS OXIDATIVO Y NITROSATIVO 

El estrés oxidativo es un estado de la célula en la cual se encuentra 

alterada  la  homeostasis  de  la  óxido‐reducción  intracelular,  es  decir  el 

equilibrio  entre  prooxidantes  y  antioxidantes.  Este  desequilibrio  se 

produce  a  causa  de  una  excesiva  producción  de  especies  reactivas  de 

oxígeno  (EROs)  y  de  nitrógeno  (ERNs)  y/o  por  deficiencia  en  los 

mecanismos antioxidantes, lo que finalmente conduce al daño celular. 

De  hecho,  del  2  al  5%  del  oxígeno  consumido  en  la  mitocondria  se 

convierte  en  estas  dañinas moléculas  (Urso  y Clarkson,  2003),  que  son 

responsables  de muchos  procesos  degenerativos  que  acontecen  en  el 

organismo. Dentro de  las EROs podemos encontrar el anión superóxido 
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(O₂.⁻),  el  radical  hidroxilo  (.OH),  o  el  peróxido  de  hidrógeno  (H₂O₂), 

mientras que entre  las ERNs están el óxido nítrico  (NO) y el dióxido de 

nitrógeno (NO₂∙). 

2.3.1 Generación de radicales libres durante la contracción muscular, 

papel en la señalización celular 

En  la  última  década  cada  vez  son más  los  trabajos  en  los  que  se 

apunta hacia la función fisiológica que las especies reactivas de oxígeno y 

nitrógeno desempeñan en el músculo esquelético. La producción de  las 

mismas está vinculada a  la actividad muscular y pueden  influir  sobre  la 

expresión de ciertos genes (Marshall y cols., 2000). Los datos indican que 

las  EROs  y  ERNs  son  generadas  continuamente  en  el  músculo  de 

individuos sanos y que estas moléculas modulan procesos que van desde 

el desarrollo al metabolismo, pasando por el control del flujo sanguíneo y 

la contracción muscular. 

Los genes expresados en el músculo son sensibles al estado redox, 

de  hecho,  éstos  se  adaptan  al  ejercicio  sobreexpresando  genes  de 

enzimas  antioxidantes  (Jackson,  2008).  La  producción  de  radical 

superóxido en el músculo esquelético en reposo es pequeña, sin embargo 

ésta  se  acelera  durante  la  actividad  contráctil.  Se  propone  al  radical 

superóxido y al peróxido de hidrógeno  como  las especies  reactivas  con 

función  en  la  señalización.  El  radical  hidroxilo,  sin  embargo,  dada  su 

elevada reactividad y su baja vida media, es prácticamente  indetectable 

en el músculo en condiciones basales. Éste aumenta cuando el ejercicio 

se  realiza  hasta  el  agotamiento  y  está  más  relacionado  con  la  fatiga 

muscular (Reid, 2001). 



Tesis Doctoral: María Elena Lima Cabello 

 
 

 
24 

Durante  el  ejercicio  existen  diferentes  fuentes  generadoras  de 

radicales libres: 

 Las  catecolaminas,  cuya  liberación  se  incrementa  durante  el 

ejercicio,  pueden  sufrir  autooxidación,  produciendo  radicales 

libres. 

 El  ejercicio  físico  incrementa  las  demandas  energéticas, 

incrementándose  el  consumo  de  oxígeno  (VO₂).  Esto, 

lógicamente, induce una mayor producción de O₂.⁻ por parte de la 

mitocondria. 

 El  ejercicio  intenso  puede  provocar  un  estado  transitorio  de 

hipoxia en los tejidos de determinados órganos (riñones, órganos 

de  la  región  esplácnica,  etc) debido  a que  el  flujo  sanguíneo  se 

centra  en  abastecer  principalmente  a  los  músculos  activos.  La 

reoxigenación de estos tejidos, además de  los tejidos musculares 

que también han sufrido hipoxia (si el esfuerzo se ha desarrollado 

en algún momento a intensidades superiores al VO₂max), se lleva 

a  cabo  una  vez  que  la  actividad  ha  finalizado,  y  este  proceso 

(conocido como isquemia‐reperfusión) puede originar EROs/ERNs 

(Packer, 1997). 

 El daño muscular  inducido por algunas modalidades de ejercicio 

(principalmente el que conlleva contracciones excéntricas) puede 

inducir un proceso de inflamación. La actividad de las células que 

se  infiltran  y  actúan  durante  este  proceso  de  inflamación 

(macrófagos y neutrófilos) es una  importante  fuente productora 

de EROs/ERNs. 
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2.3.2 Óxido nítrico (NO) 

El óxido nítrico ha cobrado gran relevancia en  los últimos años por 

la  importante  función  fisiológica  que  desempeña,  además  de  ser 

considerado  un  intermediario  tóxico  importante  por  su  condición  de 

radical libre.  

El NO es un radical diatómico considerado funcionalmente como un 

potente radical libre, aunque su estructura electrónica no se corresponda 

con  la  de  estos  elementos.  Este  hecho  es  debido  a  sus  propiedades  y, 

sobre  todo, a  los derivados que  surgen en  su metabolismo,  todos ellos 

con estructura y función de radical libre. Como radical libre reacciona con 

otros radicales, con el oxígeno molecular y con metales pesados. Es una 

molécula gaseosa altamente reactiva que participa en una gran variedad 

de  funciones celulares en el organismo como neurotransmisor y agente 

microbiano  (Moncada  y  cols.,  1991),  efectos  mediados  por  sus 

metabolitos.  

La  mayor  parte  de  las  células  del  organismo  son  capaces  de 

producir NO en un determinado momento, ya sea de forma constitutiva o 

a consecuencia de una agresión. Esta multiplicidad de orígenes hace que 

sus funciones fisiológicas sean a su vez muy variadas, actuando de forma 

específica  a  través  de  un  amplio  rango  de  reacciones  químicas, 

controlando diversas actividades enzimáticas, modificando  la apertura o 

el  cierre  de  canales  iónicos,  la  transcripción  de  genes,  la  respiración 

mitocondrial e incluso la formación de radicales libres (Yun y cols., 2003). 

En  términos  generales  se  considera  que  el  NO  a  bajas 

concentraciones  es  pro‐inflamatorio,  favoreciendo  la  respuesta  inmune 

inespecífica mediante la vasodilatación y el reclutamiento de neutrófilos, 
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mientras  que  a  concentraciones  elevadas  disminuye  la  capacidad  de 

adhesión celular e induce la apoptosis de las células inflamatorias (Ross y 

Reske‐Kunz,  2001),  estando  asociado  a  citotoxicidad  y  carciogénesis 

(Nguyen y cols., 1992; Lyons, 1995). El óxido nítrico  también puede  ser 

oxidado dando  lugar a otras especies reactivas de nitrógeno que  tienen 

un comportamiento similar a las EROs. 

En su  forma reducida  (NO, propiamente dicho) posee una enorme 

capacidad  lesiva,  ya  que  se  combina  con  el  anión  superóxido  (O₂.⁻)  

formando  peroxinitrito  (ONOO⁻),  que  no  es  un  radical,  pero  si  un 

intermediario  oxidante  que  puede  protonarse  y  descomponerse  con 

facilidad de modo que   es altamente reactivo (Murphy y cols., 1998). Es 

capaz de inducir la peroxidación lipídica en lipoproteínas, interferir con la 

señalización  celular  por  nitración  de  residuos  tirosina,  oxidar  grupos 

tioles y guanosinas, degradar carbohidratos así como de fragmentar ADN 

(Beckman, 1996; Beckman y cols., 1990). 

Otras formas derivadas del NO con acciones típicas de radical  libre 

son:  dióxido  de  nitrógeno  (NO₂),  trióxido  de  dinitrógeno  (N₂O₃)  y 

tetraóxido de dinitrógeno (N₂O₄). Por otra parte, cuando se encuentra en 

forma oxidada (NO⁺, ión nitrosonium) su acción es protectora (Tamargo y 

cols., 1996). 

2.3.2.1 Síntesis del óxido nítrico 

El NO se sintetiza a partir del nitrógeno terminal del aminoácido L‐

arginina  en  una  reacción  catalizada  por  una  familia  de  enzimas 

denominadas óxido nítrico sintasas. 
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La síntesis de NO se lleva a cabo en dos pasos. En el primer paso se 

forma N‐hidroxiarginina, que es una especie intermedia, a través de una 

reacción que requiere una molécula de O2 y otra de NADPH, además de la 

presencia de tetrahidrobiopterina (BH4) (Kwon y cols., 2004). El segundo 

paso es la oxidación de la N‐hidroxiarginina para formar L‐citrulina y NO. 

Básicamente,  se  transfieren  los electrones desde el NADPH a  través de 

los  flavín  cofactores:  FAD  y  FMN,  produciéndose  la  reducción  de  la 

molécula de oxígeno (Mayer y cols., 1991). 

2.3.2.2 Óxido nítrico sintasa (NOS) 

Las  primeras  descripciones  de  la  enzima  óxido  nítrico  sintasa 

demostraron que en la síntesis de NO se requería además de L‐arginina y 

NADPH,  otros  coenzimas  y  cofactores  tales  como  FAD,  FMN,  BH4  y 

calmodulina (Moncada y cols., 1991). 

Dicha enzima presenta tres isoformas (Bredt y cols., 1991; Lamas y cols., 

1992): 

- nNOS (Tipo I), de origen neuronal 

- iNOS (Tipo II), inducible 

- eNOS (Tipo III), de origen endotelial 

Cada una de  las  isoformas es el producto de diferentes genes, con 

diferentes  localizaciones,  regulación,  propiedades  catalíticas  y 

sensibilidad a los inhibidores (Alderton y cols., 2001). 
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2.3.3 Acciones fisiológicas del óxido nítrico 

El óxido nítrico juega un papel fundamental en numerosos procesos 

fisiológicos. Entre ellos, actúa como mediador biológico, desempeñando 

tres  funciones  fisiológicas  relevantes:  la  comunicación  intercelular,  la 

regulación tisular del flujo sanguíneo y la eliminación de cuerpos extraños 

(McCall  y  Vallance,  1992).  El  papel  que  adopte  dependerá  de  las 

diferentes ubicaciones de su síntesis. 

El NO actúa como regulador del flujo sanguíneo, en el control de la 

presión  arterial  y  en  la  inhibición  de  la  agregación  plaquetaria  y  de  la 

adhesión de  los neutrófilos.  El NO  interviene en diversas  funciones del 

sistema  nervioso  tales  como  la  transmisión  sináptica,  la  regulación  del 

flujo sanguíneo cerebral,  la  inducción y regulación del ritmo circadiano y 

la hiperalgesia  (Bachneff, 1996). En el  sistema nervioso periférico es un 

neurotransmisor sináptico no adrenérgico ni colinérgico. En las neuronas 

incrementa  la  vascularización  interviniendo  por  lo  tanto  en  el 

mantenimiento de la integridad de las mismas. En el pulmón su acción es 

variada  y  en  algunos  casos  perjudicial;  así,  el NO  de  origen  endotelial 

regula  la  circulación  pulmonar,  mientras  que  el  NO  neuronal  tiene 

acciones  broncodilatadoras  y  el  producido  por  la  enzima  iNOS  puede 

provocar asma, bronquiectasia y fibrosis alveolar (Kubes, 2000; Calatayud 

y cols., 2001). En el sistema  inmunológico el NO participa de diferentes 

formas  con  acciones  tan  diversas  como  ser  agente  tóxico  frente  a 

microorganismos  infecciosos  (Hibbs,  2002;  Hibbs  y  cols.,  1988),  o 

inmunorregulador  (Wei  y  cols.,  1995).  Debido  a  las  características  del 

sistema  inmune,  cuya  capacidad  de  reacción  se  prolonga  de  días  a 

semanas,  la  producción  de  NO  debe  realizarse  de  forma  intensa  y 
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continuada,  siendo  la  isoforma  iNOS  la que entra en actividad en dicha 

situación (Coleman, 2001). El NO es capaz de interaccionar con proteínas 

de  la  cadena  respiratoria  inhibiendo  los  mecanismos  oxidativos 

mitocondriales  (Stuehr  y Nathan, 1989).  Estos mecanismos permiten  al 

sistema  inmune  defender  al  organismo  frente  a  posibles  agentes 

infecciosos, aunque también puede producir daño tisular como ocurre en 

varios procesos patológicos (Greenwald, 1991). 

Diferentes autores atribuyen al NO un papel protector como agente 

antioxidante debido  a que puede  reaccionar  con el  radical O₂˙⁻  y otros 

radicales  libres  produciendo  especies  menos  tóxicas  (Kanner  y  cols., 

1991; Gorbunov y cols., 1995; Wink y cols., 1998; Sarti y cols., 2002). Por 

el contrario, otros investigadores afirman que puede interaccionar con el 

radical  O₂˙⁻,  produciendo  peroxinitritos  y  dando  lugar  a  especies  con 

mayor toxicidad (Beckman y cols., 1990). 

2.3.4 Efecto de las ERNs en la contracción muscular 

Como  las  ERO, el NO es  generado  continuamente por el músculo 

esquelético,  y  su  producción  aumenta  en  los  períodos  de  contracción 

muscular. Esta molécula de bajo peso molecular cataliza una variedad de 

señales que regulan procesos intracelulares e interacciones entre células. 

A  niveles  bajos,  el  NO  puede  tener  propiedades  antioxidantes 

oponiéndose a  los efectos de  las EROs. Pero el NO también  interacciona 

con  el  radical  superóxido  para  generar  peroxinitrito,  una  especie muy 

tóxica y cuya reactividad sólo se ve superada por el radical hidroxilo. 

Como se comentó anteriormente, el NO es sintetizado por las óxido 

nítrico  sintasas  (NOS),  una  família  de  enzimas  que  se  expresan  en 
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músculo esquelético. Las formas constitutivas de NOS son dependientes 

de las concentraciones del Ca⁺² citoplasmático. 

Las células musculares expresan de forma contitutiva nNOS, eNOS, 

o ambas. Se ha demostrado que tanto las fibras tipo I como las fibras tipo 

II  expresan  ambas  isoformas  de  forma  constitutiva.  Sin  embargo  los 

músculos  de  fibras  rápidas  expresan  una  mayor  cantidad  de  nNOS 

mientras  que  los  músculos  de  fibras  oxidativas  están  asociados  a  la 

expresión de la isoforma eNOS (Kobzik y cols., 1994). 

La  isoforma  neuronal,  se  localiza  en  el  sarcolema  de  las  fibras 

musculares rápidas y está asociada al complejo distrofina. La distrofina es 

una proteína del citoesqueleto que forma, al unirse con una glicoproteína 

de membrana,  un  puente  de  unión  entre  el  citoesqueleto  y  la matriz 

extracelular.  El  complejo  distrofina‐glicoproteína,  previene  el  daño  al 

sarcolema  durante  los  ciclos  repetitivos  de  contracción  muscular 

transmitiendo las fuerzas generados por los sarcómeros en el interior de 

la  fibra  muscular,  al  tejido  conectivo  extracelular  (Miyagoe‐Suzuki  y 

Takeda, 2001). 

La isoforma neuronal de la NOS está estratégicamente situada cerca 

del complejo distrofina‐glicoproteína para  la transmisión de  información 

del exterior de  la  célula  al  interior  y  viceversa.  El Ca⁺²    liberado por  el 

retículo  sarcoplásmico  en  respuesta  a  los  potenciales  de  acción  que 

alcanzan  los túbulos transversales, se considera que puede desempeñar 

un  papel  en  la  activación  de  la  nNOS  en  la  cara  citoplasmática  del 

sarcolema. Curiosamente se han encontrado contenidos más elevados de 

ARNm  y  de  actividad  enzimática  nNOS  en músculo  que  en  cerebro  de 

humano (Peters y cols., 1997). 
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La NOS endotelial está asociada a la mitocondria. Los contenidos de 

eNOS no  se  correlacionan  con el contenido de miosina del músculo.  La 

isoforma  eNOS  está  relacionada  con  el  desarrollo  muscular,  el  tono 

vascular  y  especialmente  la  función  mitocondrial.  Esta  isoforma  se 

encuentra tanto en la matriz como en la membrana mitocondrial (Bates y 

cols., 1996).  La  liberación de NO por eNOS mejora el  flujo  sanguíneo y 

han sido varios  los trabajos en  los que se han encontrado evidencias de 

que el NO regula  la respiración mitocondrial mediante  interacciones con 

la  citocromo  oxidasa  y  el  complejo  I  de  la  cadena  de  transporte 

electrónico mitocondrial (Clementi y cols., 1999). 

Las enfermedades  inflamatorias pueden estimular  la expresión de 

un tercer tipo de  isoforma,  la  inducible (iNOS). En condiciones normales 

el músculo esquelético presenta bajos niveles de  iNOS, en  las  fibras de 

tipo  I  (Chaubourt y cols., 2002). La producción de NO por  iNOS no está 

regulada  por  Ca²⁺  y  depende  del  sustrato.  Como  la  L‐arginina  es muy 

abundante  en  músculo,  sus  ratios  de  producción  son  mucho  más 

elevados que los de las otras dos isoformas. Este hecho exagera la acción 

del NO en  las células a  las que afecta y puede desembocar en un estrés 

oxidativo o nitrosativo. 

Las tres isoformas están reguladas por citoquinas y por los procesos 

de hipoxia  (Gaston, 1999).  La expresión de  la nNOS aumenta por daño 

por compresión, la actividad muscular y el envejecimiento, mientras que 

disminuye  tras  denervación  (Tews  y  cols.,  1997).  Las  isoformas  eNOS, 

tanto vascular  como muscular, y nNOS aumentan  con el ejercicio  físico 

crónico  (Tidball  y  cols.,  1998).  La  isoforma  iNOS  es  inducida  también 

durante el ejercicio, como respuesta a la liberación de citoquinas y otros 

factores (Husain y Hazelrigg, 2002) 
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En músculo esquelético, el NO está implicado en la regulación de la 

contracción,  la  función mitocondrial,  la  homeostasis  de  la  glucosa  y  el 

flujo sanguíneo (Grozdanovic y Baumgarten, 1999; Stambler y Meissner, 

2001).  Por  último,  el  NO  puede  influenciar  la  expresión  de  enzimas 

antioxidantes  al  igual  que  inflamación  celular  en músculos  ejercitados 

como se sugirió en estudios realizados en tejidos vasculares (Fukai y cols.,  

2000; Harrison y cols., 2006) 

 

Figura  1.‐  Esquema  de  las  principales  dianas  del  óxido  nítrico  (NO)  en  músculo 

esquelético.  

2.3.5 Regulación de las isoformas de la NOS 

Assreuy  y  cols.  (1993)  afirman  que  la  enzima  NOS  se  regula 

mediante  un  mecanismo  de  retroalimentación  llevado  a  cabo  por  el 

propio NO,  ya que éste puede  inhibir  indirectamente  la actividad de  la 

enzima afectando a las concentraciones de NADPH y BH4. 
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La producción de NO por  las células endoteliales y neuronas  tiene 

lugar  cuando  se  incrementa  el  calcio  intracelular.  Éste  se  une  a  la 

proteína  calmodulina  formando  un  complejo  que  se  une  a  su  vez  a  la 

enzima eNOS o nNOS. 

 En las células neuronales el calcio entra en la célula para unirse a la 

calmodulina mediante  la apertura de canales de calcio  localizados en el 

neurilema, como consecuencia de  la  llegada de un potencial de acción a 

una  neurona.  En  las  células  endoteliales  la  síntesis  constitutiva  genera 

pequeñas  cantidades  de  NO,  el  cual  participa  en  diversos  procesos 

fisiológicos celulares (Moncada y cols., 1991). 

 Existen  evidencias  de  que  estas  dos  isoformas  también  pueden 

regularse  por  una  vía  independiente  del  calcio. Así,  se  ha  descrito  que 

mecanismos de estrés y la acción de estrógenos pueden regular la acción 

de  la eNOS (Dimmeler y cols., 1999), mientras que situaciones de  lesión 

nerviosa pueden modular la actividad de la nNOS (Steel y cols., 1994). 

Las  tres  isoformas  pueden  estar  inducidas  por  distintos  estímulos, 

estímulos  apropiados  a  través  de  mecanismos  transcripcionales  y 

postranscripcionales  y  pueden  ser  expresados  constitutivamente  en 

algunos tejidos o células (Stamler y Meisser, 2001). 

La  complejidad  de  la  regulación  transcripcional  de  los  genes  de 

nNOS  y  eNOS  se  refleja  en  las  numerosas  funciones  biólógicas  y 

fisiopatológicas  celulares  y  tisulares  del  NO  (Vassilakopoulos  y  cols., 

2002).  Los  factores  de  transcripción  implicados  en  la  activación  de  los 

genes  que  codifican  a  ambos,  no  han  sido  identificados.  Un  buen 

candidato sería el NF‐B, ya que  los genes que codifican para estas dos 
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isoformas  contienen  sitios  de  unión  para  el  NF‐B  en  su  región 

promotora (Guo y cols., 2003; Davis y cols., 2004; Tai y cols., 2004). 

La  regulación de  la  iNOS  es  regulada  tanto  a nivel  transcripcional 

como  postranscripcional.  En  situaciones  fisiológicas  la  actividad  de  la 

iNOS es muy baja o ausente; sin embargo, en procesos patológicos como 

la  infección  o  la  inflamación,  la  enzima  se  induce  generando  grandes 

cantidades de NO  (Moncada y cols., 1991).  La actividad  iNOS  se  induce 

por varios factores  incluyendo citoquinas tales como  la  IL‐1,  los factores 

de  necrosis  tumoral  TNF‐α  o  TNF‐  y  endotoxinas  como  lipposacáridos 

(LPS)  (Pfeilschifter  y  cols.,  1993),  incrementando  considerablemente  la 

producción  de  NO  durante  periodos  prolongados  de  tiempo  y 

provocando  una  marcada  vasodilatación  que  desempeña  un  papel 

importante  en  la  regulación  de  los  procesos  inflamatorios.  Por  el 

contrario,  citoquinas  como el TGF‐β  (Ding y  cols., 1990),  la  IL‐4  (Liew y 

cols., 1991) y la IL‐10 (Cunha y cols., 1992) inhiben la iNOS de forma que 

su expresión puede estar controlada por el equilibrio entre las citoquinas 

que inducen y que reprimen su síntesis (Terenzi y cols., 1995). 

En la mayoría de las células, un proceso esencial que participa en la 

inducción de  la enzima  iNOS consiste en  la activación de  los factores de 

transcripción  tales  como  el  NF‐B,  el  cual  induce  la  activación  del 

promotor de la iNOS. La iNOS está regulada transcripcionalmente por las 

citoquinas,  como  también  lo  están  la  nNOS  y  la  eNOS  en  el músculo 

esquelético (El‐Dwairi y cols., 1998). 

Otros  estudios  realizados  han  sugerido  un  incremento  en  estas 

isoformas en situaciones de hipoxia, esta regulación puede deberse a dos 

mecanismos distintos: estrés celular general o una activación directa de 



Revisión Bibliográfica 

 
 

 
35 

la transcripción de los genes de las tres isoformas a través de los sitios de 

unión  del  factor  de  hipoxia  a  los  elementos  cis  de  las  mismas 

(Förstermann y cols., 1998). 

2.4 FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN 

Los factores de transcripción son proteínas de bajo peso molecular 

que estimulan la transcripción de genes que intervienen en el desarrollo, 

crecimiento  y  envejecimiento  celular,  mediante  la  unión  específica  a 

regiones  promotoras  presentes  en  los mismos  (Kamata  y  cols.,  1999; 

Israel, 2000).  

Muchos  factores  transcripcionales  que  actúan  en  las  células 

aparecen  por  síntesis  de  novo;  en  respuesta  a  procesos  de  activación 

génica,  que  necesitan  a  su  vez  la  actividad  de  otros  factores 

transcripcionales  preexistentes  en  la  célula,  y  que  responden  a  un 

estímulo dado mediante modificaciones como puede ser unión a ligando, 

fosforilación,  o  asociación  con  subunidades  reguladoras.  Esta 

respuesta/activación  puede  suponer  una  ganancia  en  la  capacidad  de 

unión  al  ADN,  la  modificación  de  su  capacidad  como  potenciador 

transcripcional,  su  desplazamiento  al  núcleo  o  una  combinación  de 

algunos de estos procesos. Los factores trascripcionales preexistentes en 

las  células  se  denominan  factores  transcripcionales  primarios,  y  son 

piezas clave en los sistemas de respuesta rápida a señales extracelulares, 

pues  las  rutas  de  las  que  forman  parte,  suponen  generalmente 

mecanismos de transducción rápida de señales desde el exterior hacia el 

núcleo celular. 



Tesis Doctoral: María Elena Lima Cabello 

 
 

 
36 

2.4.1 Factor de transcripción nuclear kappa B (NF‐B) 

Existen  muchas  rutas  de  señalización  intracelular,  bien 

caracterizadas, que conducen a la activación de la transcripción de genes, 

es decir, que median la activación de factores de transcripción. De estas, 

la correspondiente al factor nuclear kappa B (NF‐B) es única en cuanto a 

la  rapidez  de  su  activación,  su  inusual mecanismo  de  regulación  y  el 

actual  conocimiento  de  la  misma,  ya  que  este  abarca  desde  el 

entendimiento de la estructura molecular, hasta las funciones fisiológicas 

de cada uno de sus componentes (Schreck y cols., 1991; Schreck y cols., 

1992a; Nakshatri y cols., 1997; Van den Berg y cols., 2001). 

En este contexto las características de NF‐B lo hacen un elemento 

clave.  Este  factor  transcripcional  es  más  conocido  por  su  importante 

papel en  los mecanismos  inflamatorios (y con ellos en  las patologías con 

base  inflamatoria, entre otras) por  ser un elemento  fundamental en el 

inicio  y  perpetuación  de  éstos;  su  respuesta  a  toda  una  serie  de 

señalizadores iniciales en estos fenómenos y su capacidad para inducir la 

síntesis de mediadores de todo tipo, han hecho de este heterodímero, y 

la ruta que lo incluye, un foco de atención en la investigación relacionada 

con todo tipo de enfermedades. 

2.4.2 Componentes de NF‐B 

En  su  forma activa de unión al ADN, el NF‐B abarca un conjunto 

heterogéneo de dímeros constituidos por miembros de  la  familia NF‐B 

/Rel. En mamíferos se han identificado hasta el momento cinco proteínas 

que  integrarían  esta  familia  (Chen  y  cols.,  1999): NF‐B  1  o  p50  (y  su 
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precursor el p105), NF‐B 2 o p52 (y su precursor p100), c‐Rel, RelA o p65 

y Rel B (Saccani  y cols., 2003). Todas estas proteínas comparten una zona 

homóloga  de  unos  300  aminoácidos  llamada  dominio  Rel,  el  cual  es 

responsable de la dimerización, de la unión al ADN, de la interacción con 

las  proteínas  inhibidoras  y  que  además  contiene  las  secuencias  de 

localización  nuclear  (Baldwin  y  cols.,  1996).  La  secuencia  consenso  de 

ADN  que  reconocen  responde  a  la  siguiente  estructura: GGGRNNYYCC, 

donde R es una purina, Y una pirimidina y N es cualquier base. No todos 

los miembros  de  esta  familia  se  unen  a  esta  secuencia  con  la misma 

afinidad, de modo que se ha constatado que las subunidades p65 (RelA) y 

c‐Rel son las que se unen con más afinidad y activan la transcripción con 

mayor  eficiencia  (Zhong  y  cols.,  2002;    Saccani    y  cols.,  2003).  Se  ha 

postulado que los dímeros constituidos por miembros de la familia Rel sin 

capacidad  de  activar  la  transcripción,  como  el  dímero  p50‐p50  por 

ejemplo,  mediarían  respuestas  represoras  de  la  transcripción  génica 

(Israel,  2000).   

Tanto  p50  como  p65  presentan  una  región  de  aproximadamente 

300 aminoácidos con la homología mínima necesaria para la unión al ADN 

y  para  la  dimerización.  Como  esta  región  también  se  observa  en  el 

oncogen  Rel  y  en  la  proteína  dorsal  de  Drosophila  melanogaster,  se 

denomina  a  esta  región  NRD  (NF‐B  /Rel/Dorsal)  o  RHD  (dominio  de 

homología Rel). La porción N‐terminal de esta secuencia es responsable 

de la capacidad de unión a ADN, y la mitad C terminal es necesaria para la 

interacción  NRD‐NRD,  es  decir,  para  mantener  el  heterodímero.  El 

extremo  C‐terminal  de  esta  región  también  esta  implicado  en  la 

interacción con  la proteína  inhibidora de NF‐B (IB) y presenta además 

la  secuencia necesaria para que NF‐B  sea  llevado al núcleo  cuando  se 
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produzca  su  activación,  región  denominada  NLS  ("nuclear  location 

sequence") (Siebenlist y cols., 1994). 

 

Figura  2.‐ Mecanismo  de  acción  del  factor  de  transcripción  NF‐B,  a  través  de  la 

fosforilación  de  su  inhibidor  (IB)  vía  IB  kinasa  (IKK),  el  cual  es  degradado 

posteriormente  vía  proteosoma.  El  complejo  p50/p65  se  traslada  al  núcleo  donde  el 

complejo se une al sitio específico del gen objetivo. 

 

Para  llegar a un mejor entendimiento de  las  funciones  fisiológicas 

que cada unos de los miembros de esta familia de proteínas desempeña, 

se han desarrollado estudios con ratones knockout,  los cuales presentan 

mutaciones en determinados  locus para genes de miembros específicos 

de  la  familia Rel. Los  investigadores han  llegado a  la conclusión de que 

tan sólo la subunidad p65/RelA sería imprescindible para la supervivencia 

del animal. (Beg y cols., 1995). Los heterodímeros p50/p65 (los primeros 

receptor 

señal

receptor

citoplasma 

degradación 
proteosoma

poro 
nuclear

proteína

ribosoma 

ARNm

núcleo 

ARN polimerasa
ARNm

ADN nuclear 

coactivador

genes diana

 



Revisión Bibliográfica 

 
 

 
39 

en  ser descubiertos),  son  los más abundantes en  la mayor parte de  las 

células, es por ello que en muchas ocasiones bajo el  término NF‐B  se 

designe a este dímero en particular. En la actualidad se cree que todos los 

complejos NF‐B se encuentran sometidos a mecanismos de  regulación 

muy similares, en  los que  jugaría un papel  imprescindible  la  interacción 

con las diferentes proteínas inhibidoras de la familia IB aunque distintas 

IBs pueden presentar diferente afinidad por distintos complejos NF‐B. 

2.4.3 Proteínas IB 

La  familia de proteínas  IB  incluye  las  isoformas:  IBα,  IBβ,  IBγ, 

IBε,  bcl‐3  y  los  precursores  de  NF‐B  1  (p105)  y  NF‐B  2  (p100).  En 

mamíferos, los miembros más relevantes son el IBα, IBβ e IBε. Todos 

ellos  tienen  en  común  siete  dominios  helicoidales  de  anquirina  en  su 

estructura que permiten  la unión al dominio Rel del NF‐B (Whiteside e 

Israel,  1997)  y  enmascaran  la  zona  de  localización  nuclear  del mismo. 

Sólo  las  isoformas  IBα,  IBβ  e  IBε  poseen  la  secuencia  N‐terminal 

necesaria  para  su  ubiquitinación  y  posterior  proteolisis  en  respuesta  a 

ciertos estímulos, que como hemos citado anteriormente es un requisito 

básico para  la posterior activación del NF‐B. El  IBα  recién  sintetizado 

entra en el núcleo  y promueve  la disociación del NF‐B de  la  zona del 

ADN a la que se encuentra unida, ya que la afinidad de este último por el 

IBα  es  mayor  que  por  las  secuencias  B  del  ADN.  Así,  el  NF‐B  es 

exportado de nuevo al citoplasma unido al  IBα gracias a una secuencia 

nuclear  de  exportación  presente  en  ésta,  denominada  NES  (Li  y  Reid, 

2000; Saccani y cols., 2003). Existen datos que confirman este transporte 

NF‐B‐IB entre el núcleo y el citoplasma (Tam y cols., 2000).  
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2.4.4 Rutas de activación de NF‐B 

a) Translocación al núcleo 

En condiciones basales, NF‐B permanece retenido en el citoplasma 

gracias a la interacción con IB. Cuando se produce la señalización, IBα 

resulta fosforilado en dos residuos de serina (Ser 32 y Ser 36 o Ser 19 y 

Ser 23 en IB‐β) cercanos a la porción N‐terminal de la secuencia de estas 

proteínas.  Parece  que  existe  el  prerrequisito  de  una  fosforilación 

constitutiva  en  la  porción  C‐terminal mediada  por  la  casein  quinasa  II. 

Una vez fosforilada en estos residuos específicos, IB es ubiquitinada en 

residuos de lisina, cercanos de nuevo a la porción N‐terminal (Lys 21 y Lys 

22),  lo  que  conlleva  el  reconocimiento  por  el  proteosoma  26s,  que  a 

continuación  degrada  a  estas  moléculas  de  IB  marcadas.  Esta 

degradación  implica  el  desenmascaramiento  de  las  secuencias  de 

localización nuclear de NF‐B, con  lo que es traslocado al núcleo, donde 

se unirá a  los elementos B de  los promotores de  los genes modulados 

por este factor transcripcional. 

b) Fosforilación específica de IBs 

La  fosforilación  de  las  proteínas  IBs  es  un  paso  clave  en  la 

regulación de  los complejos Rel/NF‐B. Dicha fosforilación está mediada 

por las denominadas IB kinasas (IKKs), cuya actividad se ve fuertemente 

inducida por  los  agentes  activadores de  esta  ruta de  señalización.  Esta 

actividad enzimática  se  refiere a un complejo proteico de elevado peso 

molecular,  constituido  por  tres  subunidades,  dos  de  ellas  catalíticas 

(pueden  llevar  a  cabo  la  fosforilación):  IKKα,  IKKβ  y  una  tercera 
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reguladora:  IKKγ o NEMO  (Israel, 2000). Las  tres  subunidades presentan 

una  homología  del  52%  en  cuanto  a  su  composición  en  aminoácidos  y 

una  organización  estructural  muy  similar  que  incluye,  un  dominio 

quinasa,  una  cremallera  de  leucina  y  dominios  hélice‐bucle‐hélice. 

Pueden formar heterodímeros y homodímeros. 

Los estudios genéticos y bioquímicos realizados en ratones revelan 

que  el  IKKβ  sería  la  kinasa  principal  involucrada  en  el  proceso  de 

activación  del  NF‐B,  desempeñando  el  IKKα  un  papel  redundante  y 

accesorio. En cualquiera de los casos, los genes para ambas subunidades 

son imprescindibles para la supervivencia del animal (Li y Reid, 2000). 

El complejo IKK activo fosforilará a la proteína IBα en dos residuos 

de  serina  cercanos  a  su  extremo N‐terminal,  de modo  que  la  proteína 

queda  marcada  para  su  posterior  reconocimiento  por  el  complejo 

ubiquitín‐ligasa  E3,  que  ubiquitina  dos  residuos  de  lisina  cercanos  al 

extremo N‐terminal (Palombella y cols., 1994; Verma y cols., 1995). Esto a 

su  vez  sirve  de  señal  para  el  proteosoma  26S  que  procede  a  la 

degradación  del  IBα  (Karin  y  cols.,  2000).  Una  vez  liberado  de  sus 

inhibidores, el NF‐B  se  transloca al núcleo donde  se une a  secuencias 

promotoras  específicas  de  genes  activando  su  expresión  génica.  Se 

observan pues dos hechos  claves para  la activación de éste  factor, que 

son  la  inducción  de  las  IKKs  y  la  fosforilación  y  posterior  degradación 

proteosómica de las IBs. 

Dada  la gran diversidad de procesos  involucrados en  la activación 

del  NF‐B,  no  resulta  sorprendente  el  hecho  de  que  existan  a  su  vez 

múltiples inhibidores que prevengan dicha activación. 
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2.4.5 Agentes inductores de la activación de NF‐B  

El  factor de  transcripción NF‐B puede  ser  activado por una  gran 

variedad de estímulos,  lo cual explica su ubicua  localización y su función 

central no sólo en  las respuestas  inmune e  inflamatoria sino también en 

muchos otros procesos biológicos. 

De  esta  manera,  encontramos  estímulos  físicos,  como  las 

radiaciones  ionizantes  (X  y  γ),  la  luz  UV  y  la  hipoxia,  estímulos 

bioquímicos,  como  la  calmodulina  A,  el  pervanadato,  la  ceramida,  el 

ácido  okadaico,  inhibidores  de  la  síntesis  de  proteínas  (cicloheximida, 

anisomicina, emetina), señales inmunológicas como citoquinas (TNF‐α, IL‐

1,  IL‐2,  IFN  γ,  M‐CSF,  GM‐CSF)  o  mitógenos  (antígenos,  estimulación 

alogénica,  lectinas,  ésteres  de  forbol,  diacilglicerol,  suero,  PDGF,  etc), 

bacterias y/o productos bacterianos, toxinas, virus y/o productos virales 

(Li y cols., 2000; Saccani y cols., 2003). 

El  estatus  redox  de  la  célula  constituye  un  desencadenante  en  la 

activación  de  este  factor  de  modo  que,  las  situaciones  de  estrés 

oxidativo/nitrosativo que promueven un aumento en la concentración de 

EROs/ERNs son un estimulo importante (Saenko y cols., 2002).  

No  obstante  la mayor  parte  de  estos  estímulos  también  activan 

otras  rutas  de  señalización  distintas  a  la  del  NF‐B,  que  pueden 

interaccionar entre sí  lo cual constituye una dificultad añadida a  la hora 

de  esclarecer  cómo  se  desarrollan  los  acontecimientos  espacial  y 

temporalmente. 
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2.4.6 Genes regulados por NF‐B 

NF‐B  es  descrito  a  menudo  como  un  mediador  central  en  la 

respuesta  inmune  y  en  ciertas  respuestas  al  estrés  en  humanos.  Esta 

denominación  se  empieza  a  entender  si  nos  atenemos  al  número  de 

agentes  inductores  y  al  número  de  genes  diana  de  este  factor 

transcripcional: hasta el momento se han descrito aproximadamente 150 

agentes inductores de NF‐B entre moléculas y agentes físicos.  

Se conoce más de 800 genes regulados por NF‐B, bien de manera 

putativa, porque al ser secuenciados se ha encontrado en sus promotores 

motivos  de  unión  de  este  factor  transcripcional,  o  bien  porque  se  ha 

demostrado  directamente  su  activación  al  observar  su  transcripción  o 

traducción en combinación con ensayos de  la presencia de NF‐B en el 

núcleo.  La  mayoría  de  las  proteínas  codificadas  por  estas  secuencias 

participan de una manera u otra en la defensa inmune, el crecimiento, la 

regulación  del  metabolismo  y/o  los  sistemas  de  protección  contra 

diferentes condiciones de estrés. 

Las citoquinas estimuladas por NF‐B, como son  la  IL‐1 y el TNF‐α 

pueden  a  su  vez  activar por  sí mismas  la  ruta del NF‐B por  lo que  se 

establece  un  bucle  positivo  que  amplifica  la  respuesta  e  intensifica  el 

proceso  inflamatorio. La  IL‐2  también se ve  inducida por acción del NF‐

B, por lo cual se ve incrementada la proliferación y diferenciación de los 

linfocitos T. 

También  por  acción  del  NF‐B  se  ven  activados  los  genes  para 

enzimas  cuyos  productos  participan  en  la  patogénesis  del  proceso 

inflamatorio,  incluyendo  la  forma  inducible de  la óxido nítrico  sintetasa 
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(iNOS)  que  sintetiza  óxido  nítrico  y  la  ciclooxigenasa  inducible  (COX‐2) 

que está implicada en la síntesis de prostanoides (Pahl, 1999). 

Otros  procesos  en  los  que  el NF‐B  tiene  un papel  relevante  son 

aquellos  relacionados  con  la  proliferación  celular  (Barkett  y  Gilmore, 

1999) y la apoptosis (Kucharczak y cols., 2004). 

2.4.7 NF‐B y modulación en el ejercicio  

Los  estudios  realizados  en  cultivos  de  células  de  músculo 

esquelético revelan que la adición al medio de citoquinas como el TNF‐α, 

induce la activación del NF‐B. En el músculo esquelético in vivo se sabe 

que  la  acción  de  esta  citoquina  promueve  la  pérdida  de  proteína 

muscular.  Entre  las  dianas  potenciales  del  NF‐B  en  el  músculo 

esquelético  se  encuentran  diversos  genes  antiapoptóticos,  como  el 

TRAF2 durante  la miogénesis o  genes de  supervivencia en procesos de 

distrofia muscular  (Baghdiguian  y  cols.,  2001).  Durante  el  ejercicio,  el 

aumento de  consumo de oxígeno  conduce  a una mayor producción de 

EROs, hecho que puede propiciar  la  activación del NF‐B que  regula  la 

expresión de numerosos genes relacionados con  la actividad de enzimas 

antioxidantes,  y con la regulación de los mediadores de la inflamación. La 

activación del NF‐B es sensible en muchos casos al estado redox o a  la 

sobreexpresión  de  enzimas  antioxidantes,  por  lo  tanto  puede  ser 

regulado por el estado de oxidoreducción general de la célula (Li y Karin, 

1999). Además, nuestro equipo de  investigación ha demostrado que   en 

células  polimorfonucleares  sanguíneas  también  puede  ser  activado 

debido a la realización de un test anaeróbico (Cuevas y cols., 2005), o en 

respuesta a un ejercicio excéntrico (García‐López y cols., 2007).   
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2.4.8 Factor inducible por hipoxia (HIF‐1)  

El  factor  inducible  por  hipoxia  (HIF‐1)  es  un  heterodímero 

compuesto por dos subunidades (HIF‐1α y HIF‐1β) con pesos moleculares 

aparentes de 120‐130 kD y 91‐94 kD respectivamente (Wang y Semenza, 

1995). Ambas subunidades comparten cierta homología en sus extremos 

N‐terminales,  conteniendo  un  dominio  bHLH  (hélice‐bucle‐hélice)  y  un 

dominio PAS (Per‐Arnt‐Sim), que están  involucrados en  la dimerización y 

en la unión al ADN (Wang y cols., 1995). El extremo COOH‐terminal de la 

subunidad  alfa  contiene  dos  dominios  de  transactivacion  (TADs)  y  un 

dominio de degradación dependiente de oxígeno (ODD), siendo éstos los 

responsables  de  las  funciones  transactivadora  y  reguladora  de  dicho 

factor  en  diferentes  condiciones  de  disponibilidad  de  oxígeno  (Jiang  y 

cols., 1997). 

HIF‐1β  es  idéntico  al  ARNT,  translocador  nuclear  del  receptor  Ah 

(aril  hidrocarburo).  Esta  proteína  ARNT  dimeriza  con  receptores  Ah 

activados  cuyos  ligandos  constituyen  diferentes  contaminantes 

ambientales,  como  aminas  heterocíclicas,  hidrocarburos  aromáticos  y 

compuestos  aromáticos  (dioxinas,  dibenzofuranos  y  bifenilos).  La 

identificación  de  ARNT  como  subunidad  de  HIF‐1  demostró  por  vez 

primera que ARNT  (HIF‐1α)  constituye una  subunidad  común de  varios 

heterodímeros que contienen dominios bHLH. La translocación al núcleo 

de HIF‐1α y heterodimerización con HIF‐1α son necesarias para  la unión 

de HIF‐1  a  los HBSs  y  su  consiguiente  transactivación  (Hoffman  y  cols., 

1991). 

El  descubrimiento  de  HIF‐1  como  factor  regulador  de  la 

homeostasis  del  O2  surgió  como  consecuencia  del  estudio  de  los 
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mecanismos  moleculares  que  modulaban  la  transcripción  de  la 

eritropoyetina  en  respuesta  a  la  hipoxia  (Semenza  y  cols.,  1991).  La 

caracterización de los niveles de expresión de HIF‐1α y HIF‐1β, se evaluó 

inicialmente  en  células  Hep3B  y  HeLa  bajo  diferentes  condiciones  de 

disponibilidad  de  O2,  hipoxia,  normoxia  y  re‐oxigenación  (Wang  y 

Semenza, 1993). De manera general el ARNm de ambas subunidades se 

expresaba constitutivamente bajo cualquier condición.  

Sin embargo,  la proteína de HIF‐1α sólo era detectable en hipoxia. 

En presencia de oxígeno, HIF‐1α sufre modificaciones post‐traduccionales 

por parte de hidroxilasas  (PHD1‐3, FIH‐1),  las cuales hidroxilan  residuos 

de Pro402/564  y de Asn803 que  se  localizan en  los dominios ODD  y TADs, 

respectivamente  (Jaakkola  y  cols.,  2001;  Lando  y  cols.,  2002).  Estas 

modificaciones permiten la unión de la proteína VHL (von Hippel Lindau) 

a  los  sitios  hidroxilados  de  HIF‐1α  formando  parte  del  complejo  E3 

ubiquitin‐ligasa, provocando asi su ubiquitinación y posterior degradación 

(Huang y cols., 1998). La hidroxilación del  residuo Asn803  se ha descrito 

recientemente y constituye un  impedimento estérico en  la unión del co‐

activador CBP/p300 a HIF‐1α, necesario para  la transactivación de HIF‐1 

(Lando y cols., 2002). 

En  ausencia  de  oxígeno,  HIF‐1α  es  fosforilado  y  translocado  al 

núcleo,  donde  dimeriza  con  HIF‐1β  y  se  acopla  a  su  co‐activador 

CBP/p300, permitiendo la transactivación e inducción de genes (Figura 3). 
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Figura  3.‐  Ciclo  de  activación‐degradación  de  HIF‐1α.  A  la  izquierda  se muestra  el 

funcionamiento en hipoxia y a  la derecha en normoxia. Abreviaturas: Asn, asparagina; 

CBP/p300, complejo coactivador transcripcional CREB‐binding protein/p300; FIH, factor 

inhibidor  de  HIF;  HIF‐1α,  subunidad  α  del  factor  inducible  por  hipoxia; OH,  sitios  de 

hidroxilación; P, sitios de fosforilación; PHDs, prolil hidroxilasas; Pro, prolina. 

Es  importante también, aunque está menos caracterizada,  la unión 

de HIF‐1 a proteínas de estrés térmico (Heat Shock Proteins) (Katschinski 

y cols., 2002).  

2.4.9 Vías de estimulación de HIF‐1 

La hipoxia no es el único estímulo que incrementa los contenidos de 

HIF‐1α.  En  condiciones  de  normoxia muchas  citoquinas  y  factores  de 

crecimiento  activadores  de  receptores  del  tipo  tirosina  quinasa  (RTKs) 

son  también  capaces  de  inducir  HIF‐1α,  repercutiendo  sobre  un 
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incremento en  los contenidos de este factor transcripcional. Entre éstos 

se incluyen: insulina (Zelzer y cols., 1998), factor de crecimiento similar a 

la insulina 2 (IGF‐2) (Feldser y cols., 1999), IL‐1β y TNF‐α, (Hellwig‐Burgel 

y  cols.,  1999;  Albina  y  cols.,  2000;  Jung  y  cols.,  2003a),  factor  de 

crecimiento epidérmico (EGF) (Zhong y cols., 2000), trombina (Gorlach y 

cols.,  2001),  endotelina  1  (ET‐1)  (Spinella  y  cols.,  2002)  y  heregulina 

(HER2) (Laughner y cols., 2001). 

El  HIF‐1  también  juega  un  papel  importante  en  los  procesos  de 

inflamación  regulando  la  inmunidad  (Lukashev  y  cols.,  2001;  Kojima  y 

cols., 2002; Mecklenburgh y cols., 2002; Cramer y cols., 2003). Asimismo 

el HIF‐1 puede estar regulado por el NO (Callapina y cols., 2005). 

De manera general, el mecanismo por el  cual  todos ellos  inducen 

HIF‐1α incluye un incremento en la síntesis de la proteína, a diferencia de 

lo que ocurre en hipoxia, en la que la estabilidad del factor está asociada 

a una disminución en su tasa de degradación. 

Existen trabajos enfocados a estudiar el efecto de las EROs sobre las 

células endoteliales,  los  resultados  sugieren  la existencia de una  vía de 

retroalimentación  del  VEGF  sobre  su  propio  factor  de  transcripción 

principal, el HIF‐1 (Deudero y cols., 2008). Un aspecto novedoso adicional 

de esta vía es el papel del anión superóxido como mediador principal de 

transmisión  de  la  señal  activadora.  En  cuanto  al  posible  significado 

funcional de esta vía, pueden postularse  la sensibilización a  la respuesta 

hipóxica a través de uno de sus productos intermedios y la amplificación 

de  los efectos de  factores de crecimiento a  través del reclutamiento de 

genes  dependientes  de  HIF‐1.  En  este  último  sentido,  puede 

considerarse, por ejemplo, que el efecto inductor de HIF‐1 sobre las vías 
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glucolíticas  puede  ser  crítico  a  la  hora  de  la  oferta  de  energía  y 

metabolitos intermediarios necesarios para la proliferación. 

Diferentes estudios han demostrado que en  situaciones donde  se 

incrementa  los  niveles  de  HIF‐1α  se  produce  una  activación  de  un 

promotor  novel,  de  la  nNOS,  como  respuesta  al  HIF‐1α,  sintetizando 

ARNm con una alta eficiencia transduccional (McLaren y cols., 2007).  

Existen datos que indican que la hipoxia induce la transcripción y la 

expresión de  la  iNOS y regula también  la expresión de  la nNOS. Esto ha 

sido demostrado en neuronas y en músculo esquelético (McLaren y cols., 

2007).  La  regulación  de  la  eNOS  en  condiciones  de  hipoxia  induce  la 

vasodilatación  y  el  aumento  del  flujo  sanguíneo  (Bolanos  y  Almeida, 

1999). En definitiva el HIF‐1 es un activador transcripcional de una serie 

de genes que aumentan el transporte de oxígeno, como por ejemplo  las 

isoformas de la NOS (Grange y cols., 2001). 

2.4.10 HIF‐1 y ejercicio 

Durante  la  actividad  física  hay  un  gran  aumento  del  consumo  de 

oxígeno,  independientemente  del  tipo  y  de  la  intensidad  del  ejercicio, 

(Stainsby  y  cols., 1991; Astrand, 1992).  Este  incremento es debido  a  la 

gran  tensión  generada  por  los  músculos  durante  las  contracciones 

máximas o submáximas. 

Durante  la  actividad  física  moderada  o  intensa  el  músculo  y  el 

organismo  en  general  se  ven  sometidos  a  un  gran  estrés  oxidativo  y 

nitrosativo  (Sen,  1995).  No  obstante,  no  está  claro  si  en  el  músculo 

esquelético el fenómeno que se asocia al aumento de los radicales libres 

es  la hipoxia o  la hiperoxia (Wenger, 2000; White, 2006). El aumento de 
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las  EROs  y  ERNs  como  consecuencia  de  ciclos  hipoxia‐hiperoxia  se  ha 

relacionado en el músculo  con  la  fatiga  y el daño  (Zerba  y  cols., 1990; 

Reid y cols., 1992). Además, se ha propuesto a  los radicales  libres como 

posibles mediadores de la respuesta celular a la hipoxia (Acker, 2005). 

El papel desempeñado por el HIF‐1 en el aumento de  la demanda 

de  oxígeno  durante  las  adaptaciones  fisiológicas  en  situaciones  no 

patológicas, no ha  sido  todavía muy  clarificado. El músculo esquelético 

posee una gran capacidad para cambiar su estructura y sus características 

metabólicas cuando se altera la demanda de oxígeno (Blomqvist y Saltin, 

1983).  Durante  el  ejercicio,  y  debido  al  incremento  de  oxígeno  en  el 

músculo esquelético, tanto el organismo como el músculo sufren cambios 

profundos orientados a incrementar el envío de oxígeno al músculo para 

mejorar  sus  capacidades  metabólicas.  Otro  cambio  adicional  en  el 

músculo es el que afecta a  la ruta glucolítica, este proceso parece estar 

mediado por HIF‐1α. 

Son varios los estudios en los cuales se ha visto una relación directa 

entre  la  regulación  del  HIF‐1α  y  ratas  sometidas  a  un  determinado 

ejercicio. De hecho, en animales no entrenados se puesto de manifiesto 

una sobreexpresión del ARNm de HIF‐1α después de un ejercicio agudo. 

Además, diversos estudios han  confirmado que  la hipoxia per  se es un 

importante estímulo para la adaptación al músculo esquelético durante el 

entrenamiento.  Otro  ejemplo  de  cambios  en  la  respuesta  muscular 

mediados  por  este  factor  de  transcripción  sería  el  aumento  de  la 

capilarización,  fenómeno  conocido  como  angiogénesis  y  que  está 

considerado como una adaptación importante después de un periodo de 

entrenamiento (Gustafsson y Kraus, 2001; Hudlicka y cols., 1992). Todos 

estos datos evidencian el importante papel que el factor de transcripción 
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HIF‐1α puede jugar en las adaptaciones del músculo esquelético (Ameln y 

cols., 2005). 

Jackson  y  cols.,  en  2007,  propusieron  a  las  EROs  y  ERNs  como 

mediadoras  de  las  adaptaciones musculares,  y  cabe  recordar  en  este 

punto, que también se han sugerido como mediadoras de la respuesta a 

la  hipoxia  (y  a  la  hiperoxia).  Por  tanto,  se  justifica  la  necesidad  de 

profundizar en la relación HIF‐EROs/ERNs en diferentes tipos de ejercicio, 

bien  sesiones  de  ejercicio  agudo  a  diferentes  intensidades,  o  bien 

después  de  un  programa  de  entrenamiento,  evaluando  prospectiva  y 

paralelamente  la  respuesta  del  HIF  y  la  producción  de  EROs/ERNs.  El 

óxido nítrico puede aumentar  la expresión del HIF‐1, de modo que ésta 

podría  ser  una  vía  de  conexión,  en  el músculo  esquelético,  entre  los 

radicales libres y el HIF. 

2.4.11 Inhibición de NF‐B/HIF por agentes antioxidantes y pirrolidina 

ditiocarbamato (PDTC) 

Una de las principales evidencias a favor de la modulación redox de 

NF‐B  ha  sido  la  inhibición  de  su  activación  por  compuestos  de 

reconocida actividad antioxidante per se, especialmente: N‐acetil cisteína 

(NAC) y pirrolidina ditiocarbamato. 

La  NAC  es  un  antioxidante  que  actúa  incrementando  los  niveles 

intracelulares  de  GSH  al  funcionar  como  dador  de  cisteína,  pero  que 

además,  funciona  como neutralizador directo de especies oxidantes de 

oxígeno como los ya mencionados H2O2, o HCIO (Schreck y cols., 1992b). 

El PDTC pareció en un principio ser un  inhibidor general de NF‐B. 

Como ditiocarbamato, el PDTC presenta propiedades tanto antioxidantes 
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como quelante de metales. Este carbamato es capaz de penetrar en  las 

células, por lo que ha sido ampliamente utilizado en modelos celulares en 

cultivo. De nuevo el grupo de Scherck (Schreck y cols., 1992b) demostró 

una  actividad  inhibitoria  de  la  activación  de  NF‐B  frente  a  todo  un 

abanico de diferentes agentes (IL‐1, TNF‐α, LPS o H2O2). De esta forma se 

mostraban  más  evidencias  del  papel  central  de  los  oxidantes  en  la 

modulación de la actividad de NF‐B. 

Como en el caso de la NAC, se han ido mostrando evidencias de la 

dependencia del  tipo celular y del agente activador en  la  inhibición por 

PDTC. Existen otros compuestos de actividad antioxidante  implicados de 

manera putativa en la modulación de las rutas de activación de NF‐B. 

El PDTC se ha visto que además de suprimir la activación del NF‐B, 

también  inhibe al  factor de transcripción HIF‐1α, esto sugiere que estos 

efectos inhibitorios pueden ser mediados por la oxidación directa de este 

factor de transcripción (Brennan y O´Neill, 1996). 
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3.1 ÁMBITO DE TRABAJO 

Este  trabajo de experimentación  se  inicia en el mes de Marzo de 

2006  y  se  desarrolla  en  el  Instituto  de  Biomedicina  (IBIOMED)  de  la 

Universidad de León. 

3.2 ANIMALES  

Para la realización de este trabajo se han utilizado ratas macho de la 

raza  Wistar  (Charles  River,  Barcelona),  con  un  peso  aproximado 

comprendido entre 200 ± 20 g, mantenidas en  jaulas con  libre acceso al 

agua y a una dieta estándar.  

Los  animales  se  mantienen  en  condiciones  controladas  de 

temperatura  (22‐24°C)  y  humedad  (50‐60%),  con  un  fotoperiodo 

(luz/oscuridad) de 12 horas, desde las 8:00 a las 20:00 horas.  

Todos  los experimentos realizados con  los animales de  laboratorio 

se ejecutan siguiendo  las pautas recogidas en  la normativa  internacional 

GLP (Good Laboratory Practices), en la Directiva Europea 86/609/CEE y en 

la  Legislación  Española  R.D.  223/86,  referentes  a  la  investigación  y 

protección animal.  

3.3 DISEÑO EXPERIMENTAL  

Durante  8  semanas  un  grupo  de  ratas  realizó  un  entrenamiento 

aeróbico  de  tipo  excéntrico  (AT).  Las  ratas  se  ejercitaron  5  días  a  la 

semana corriendo sobre una cinta  rodante con pendiente negativa de  ‐

16°. La duración de las sesiones y la velocidad del tapiz se incrementaron 
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gradualmente. Pasadas estas 8 semanas, y tras dos días de descanso, se 

les  sometió  a  una  sesión  de  ejercicio  agudo  según  indica  el  protocolo 

propuesto  por  Armstrong  y  cols.,  1983.  Este  es  un  protocolo 

intermitente,  cuesta  abajo  con  una  inclinación  negativa  de  16°,  a  una 

velocidad de 16 m.min‐1 durante 90 minutos. El resto de los animales del 

grupo ejercitado de  forma aguda  (A y AP), solamente  llevaron a cabo el 

protocolo de Armstrong, el cual se realizó el mismo día del sacrificio. Para 

la  realización de ambos protocolos  se empleó un  tipo de  tapiz  rodante 

sencillo (Letica, L18706).  

3.3.1 Grupos experimentales 

Los  40  animales  que  participaron  en  el  presente  estudio  se 

dividieron en dos grandes grupos: animales control y animales sometidos 

a una sesión de ejercicio excéntrico agudo. 

El grupo de animales control (16 ratas no sometidas a ejercicio físico) se 

distribuyó a su vez en:  

 Grupo C: animales control no tratados ni ejercitados (n=8).  

 Grupo CP: ratas a las que se inyectaron dos dosis del antioxidante 

pirrolidina ditiocarbamato  (PDTC) 24 horas y una hora antes del 

sacrifico (n=8). 

El grupo de 24 ratas sometidas a una sesión de ejercicio excéntrico agudo 

se dividió en: 

 Grupo A: ratas sin tratamiento sacrificadas 2 horas después de  la 

sesión de ejercicio excéntrico agudo (n=8). 
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 Grupo AP: ratas a las que se inyectaron dos dosis del antioxidante 

pirrolidina ditiocarbamato  (PDTC)  24 horas  y una hora  antes de 

realizar el ejercicio agudo excéntrico y que se sacrificaron 2 horas 

después de dicha sesión (n=8). 

 Grupo AT: ratas sin tratamiento, entrenadas durante 8 semanas y 

sacrificadas dos horas después de la sesión de ejercicio excéntrico  

agudo (n=8). 

3.4 PROCEDIMIENTO QUIRÚRGICO. RECOGIDA DE MUESTRAS 

Para  la obtención de  las diferentes muestras objeto de estudio  se 

procedió  a  la  disección  quirúrgica  de  los  animales,  previamente 

anestesiados,  vía  intraperitoneal,  con  una  solución  de  pentobarbital 

sódico  en  solución  salina  al  0,9%  a  una  dosis  de  50  mg/g  de  peso 

corporal.  

La  intervención  quirúrgica  comenzó  con  la  disección  de  la  arteria 

carótida del  lado  izquierdo,  introduciendo  en ella un  catéter  (0,5  x  0,9 

mm Braun, Melsungen AG, Alemania) provisto de solución anticoagulante 

(heparina  0,05%  en  solución  salina  al  0,9%)  y  se  procedió  a  la 

exanguinación  del  animal  a  través  de  dicho  catéter.  Posteriormente  se 

recogieron  las muestras  de músculo  esquelético  vastolateral  profundo 

(DVL)  que  fueron  inmediatamente  sumergidas  en  nitrógeno  líquido  y 

almacenadas a ‐80°C para su posterior análisis.  
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3.5 SOLUCIONES UTILIZADAS 

Solución salina fisiológica  

Se  preparó  disolviendo  cloruro  sódico  (Panreac,  Madrid)  en  agua 

destilada hasta una concentración final de 0,9%. 

Pirrolidina ditiocarbamato (PDTC) 

EL  PDTC  (Sigma  Chemical  Co,  San  Luis,  USA)  se  disolvió  en  1  ml  de 

solución salina al 0,9%. Se calculó  la cantidad de PDTC para cada animal 

de modo que la dosis administrada fuera de 100 mg/kg peso corporal. 

Pentobarbital sódico 

El pentobarbital sódico (Sigma Chemical Co, San Luis, USA) se disolvió en 

solución salina fisiológica a una concentración de 5 mg/ml.  

Heparina sódica 

Se preparó disolviendo heparina sódica (Rovi, Madrid) en solución salina 

fisiológica (0,9%) a una concentración final de 0,05%. 

Solución salina fisiológica  

Se  preparó  disolviendo  cloruro  sódico  (Panreac,  Madrid)  en  agua 

destilada hasta una concentración final de 154 mM.  

3.6 APARATOS UTILIZADOS  

 Autoclave: Raypa, modelo Sterilmatic. 

 Baños  termostáticos:  Selecta,  modelo  135925  Selecta,  modelo 

CE95, Selecta, modelo Unitronic 320 OR. 

 Baño ultrasónico: Sonovex, modelo TK‐52. 
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 Centrífugas: Eppendorf, modelo Centrifugue 5415C, S‐4 Du pont, 

modelo  Sorvall  RC‐5B  Superspeed  Centrifuge,  Beckman, modelo 

XL‐100 K Ultracentrifuge.  

 Espectrofotómetros: Milton Roy, modelo Spectronic 1201 Hitachi, 

modelo U‐2000.  

 Cubetas de electroforesis vertical: Bio‐Rad Mini‐PROTEAN®3 Cell, 

Bio‐Rad, Miniprotean II cell Bio‐Rad, Protean II xi cells. 

 Cubetas de electroforesis horizontal:  

 Desecador de geles: BioRad, modelo 583. 

 Aparato de transferencia: Bio‐Rad, Trans‐blot SD.  

 Fuentes  de  alimentación:  Bio‐Rad,  modelo  200/2  Savant 

instruments, modelo HV 1000.  

 Granatario: Sartorius, modelo 1216 MP.  

 Balanzas de precisión: Sartorius, modelo R200D, Sartorius, modelo 

2842. 

 pH metros: Crison, modelo 2001 Meteor, modelo 991 A. 

 Homogenizador: Homogenizador electrónico, potters y vástagos. 

 Tapiz rodante: Letica modelo LI8706. 

 Sonicador: Branson Sonifier 150. 

 Termociclador:  Gene  Amp  PCR  Biosystems  2400  (Applied 

Biosystems). 

 Termociclador: Step One Plus (Applied Biosystems). 

 Material  de  cirugía:  Agujas,  bisturís,  cánulas,  catéteres,  pinzas, 
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suturas, tijeras, etc. 

 Material de  laboratorio de carácter general: agitadores de tubos, 

arcones  congeladores,  dispensadores  automáticos,  frigoríficos, 

micropipetas automáticas, ordenadores, etc.  

3.7 MÉTODOS ANALÍTICOS  

3.7.1  Determinaciones  en músculo  esquelético  vastolateral  profundo 

(DVL) 

3.7.1.1 Obtención de homogeneizado fresco 

Se homogeneizaron 100 mg de músculo esquelético vastolateral 

profundo en 1 ml de tampón de homogeneización (Tris 10 mM, Sacarosa 

0,25 M, EDTA 5 mM, NaCl 50 mM,  fosfato  sódico 30 mM, NaF 50 mM, 

ortovanadato sódico 30 mM a pH 7,4. El músculo se troceó previamente 

para  facilitar  su  completa homogeneización, que  se  llevó  a  cabo en un 

homogeneizador manual. 

3.7.1.2 Obtención de la fracción citosólica 

Para  la  obtención  de  la  fracción  citosólica  las  muestras  se 

homogeneizaron tal y como se describe en el apartado anterior, con una 

posterior  centrifugación  a  14000  xg  durante  media  hora  y  a  4°C.  El 

sobrenadante  que  resulta  de  dicha  centrifugación  se  recolectó  y 

almacenó a ‐80°C hasta la realización de las determinaciones analíticas. 
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3.7.1.3 Obtención de extractos nucleares 

Fundamento 

  La  extracción  nuclear  se  llevó  a  cabo  mediante  lisis  celular  y 

posteriores centrifugaciones. 

Reactivos 

 Tampón A: 10 mM Hepes NaOH (pH 7,9), 1,5 mM MgCl2, 10 mM 

KCl, 1 mM DTT, 1 mM PMSF 

 Tampón B: 20 mM Hepes‐NaOH  (pH 7,9), 25% glicerol, 420 mM 

NaCl, 1,5 mM MgCl2, 0,2 mM EDTA (pH 8), 0,5 mM DTT, 0,5 mM 

PMSF 

 Nonidet 

Procedimiento 

Para  la  obtención  de  los  extractos  nucleares  de  músculo 

esquelético vastolateral profundo se homogeinizaron 50 mg de tejido en 

2 ml de tampón A con un 0,1% de Nonidet, utilizando homogeneizadores 

y  vástagos  autoclavados. Tras 15‐60 minutos de  incubación en hielo  se 

centrifugaron  las muestras 10 minutos a 1000 xg a 4°C y se descartó el 

sobrenadante resultante. El precipitado se resuspendió nuevamente en 2 

ml de tampón A sin detergente, se agitó vigorosamente y se centrifugó 10 

minutos a 1000 xg a 4°C. Al precipitado resultante se  le añadieron 50 μl 

de tampón B. Posteriormente se incubó en hielo durante 30 minutos y se 

centrifugó  a  4°C  durante  15‐30  minutos  a  14000  xg  para  recoger  el 

sobrenadante que se almacenó a ‐80°C hasta su posterior análisis.  
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3.7.1.4 Concentración de proteínas  

Fundamento  

Se  utilizó  una modificación  del método  de  Lowry  y  cols.  (1951) 

realizada  por  Markwell  y  cols.  (1978)  basada  en  la  reducción  de  la 

proteína con el cobre en medio alcalino y la posterior reducción del ácido 

fosfomolíbdico fosfotúngstico con la proteína tratada.  

Reactivos 

 Reactivo  A:  carbonato  sódico  2%,  NaOH  0,4%,  tartrato  sódico 

0,16% y SDS 1%.  

 Reactivo B: sulfato de cobre 4%.  

 Reactivo C: Folin Ciocalteu 50%.  

 Reactivo D : 100 ml de reactivo A + 1 ml de reactivo B  

 

Procedimiento 

Se  incubó  durante  15  minutos  a  temperatura  ambiente  y  en 

ausencia  de  luz,  la  siguiente mezcla:  5  µl  de muestra,  495  µl  de  agua 

destilada, 1,5 ml de  reactivo D. Posteriormente  se añadieron 150 µl de 

reactivo C y  se  incubó a  temperatura ambiente durante 45 minutos en 

oscuridad. La lectura de la absorbancia se realizó a una longitud de onda 

de 650 nm. Para el cálculo de  las concentraciones se elaboró una  recta 

patrón utilizando albúmina bovina (fracción V, Sigma). 
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3.7.1.5  Cuantificación  de  la  proteína  nNOS,  iNOS,  eNOS,  IBα,  IBα‐

fosforilado, IKKα, IKKα‐fosforilado e IL‐1β 

Fundamento  

La  determinación  de  las  proteínas  nNOS,  iNOS,  eNOS,  IBα, 

IBα‐fosforilado,  IKKα,  IKKα‐fosforilado e  IL‐1β se  llevó a cabo mediante 

la técnica de Western blot utilizando el sistema de Laemmli (1970).  

Reactivos 

 Tampón de lisis: NaCl 140 mM, EDTA 15 mM, glicerol 10%, Tris 20 

mM a pH 8. 

 Mezcla  de  inhibidores  de  proteasas:  Fenilmetil‐sulfonil  fluoruro 

(PMSF), aprotinina e inhibidor de tripsina. 

 Solución de ebullición: H₂O, Tris/HCl 2 M, glicerol 60%, SDS 10%, 

pirrolina 0,5%. 

 Tampón de electroforesis: Tris 25 mM, glicina 0,2 M, SDS 3,5 mM 

pH 8,8. 

 Tampón  de  transferencia:  Tris  25 mM,  glicina  0,2 M  y metanol 

20%. 

 PBS: NaCl 0,14 M, KH2PO4 1,4 mM, NaHPO4 8 mM, KCl 2,7 mM. 

 PBS‐Tween 0,05%. 

 Solución  de  bloqueo  e  incubación  de  anticuerpos:  4%  y  3%  de 

leche en polvo desnatada en PBS‐Tween 0,05%, respectivamente. 

Procedimiento 

En  primer  lugar  se  realizó  la  homogeneización  de  100  mg  de 
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músculo esquelético vastolateral en 1 ml de tampón de homogeneización 

(ver apartado 3.7.2.1). El homogeneizado se incubó durante 30 minutos a 

4°C y se centrifugó durante 30 minutos a 13000 xg y 4°C, recogiéndose a 

continuación el sobrenadante.  

a) Electroforésis en gel de poliacrilamida   

Se  tomó una  cantidad de muestra equivalente  a 50‐100 µg de 

proteína  a  la  que  se  le  añade  tampón  de  lisis  y  se  incubó  durante  2 

minutos a 100°C. A continuación  se  realizó una electroforesis en gel de 

poliacrilamida al 12% en tampón de electroforesis. Para la realización del 

gel se preparó la siguiente mezcla: 

 3 ml de mezcla acrilamida/bis acrilamida. 

 4,75 ml de tampón Tris/HCl 0,75 M pH 8,8. 

 0,5 ml de SDS al 2%. 

 0,43 ml de persulfato amónico al 1%. 

 0,3 ml de TEMED al 1%. 

 1 ml de H2O milliQ. 

b) Transferencia 

Una vez separadas las proteínas, éstas fueron transferidas a una 

membrana de PVDF para permitir  su exposición a  los anticuerpos. Para 

dicha  transferencia,  una  vez  extraído  el  gel,  éste  se  equilibró  en  un 

tampón de transferencia. La transferencia se realizó a 13 V durante 20‐25 

minutos. Para comprobar que la transferencia fue correcta se introdujo la 

membrana  de  nitrocelulosa  en  una  solución  de  rojo  Ponceau  para 

visualizar  las proteínas  totales.  La membrana  se  lavó en  agitación    con 

PBS y después se incubó durante media hora en solución de bloqueo (2‐
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4%  leche  en  polvo  desnatada  en  PBS‐Tween  frío)  a  37°C,  durante  30 

minutos. 

c) Incubación con anticuerpo 

A  continuación  la membrana  se  incubó  durante  una  noche  con 

anticuerpos  específicos  para  la  nNOS  (155kDa),  iNOS  (130  kDa),  eNOS 

(133 kDa),  IBα (36 kDa), IBα‐fosforilado (40 kDa), IKKα (85 kDa), IKKα‐

fosforilado  (85  kDa) e  IL‐1β  (17  kDa) de  rata obtenidos en  conejo  y en 

ratón  (adquiridos  a  Santa  Cruz  Biothecnology,  Santa  Cruz,  USA,  a  Cell 

Signaling  Technology,  Beverly,  USA,  o  a  Calbiochem,  San  Diego,  USA). 

Transcurrido ese tiempo se lavó 5 veces con PBS‐Tween. Posteriormente 

se incubó durante 90 minutos con un anticuerpo anti‐inmunoglobulina de 

conejo o de  ratón unido a peroxidada de  rábano picante  (HRP),  (DAKO 

A/S,  Glostrup,  Dinamarca).  Transcurrido  el  tiempo  se  volvió  a  lavar  5 

veces en PBS‐Tween.  

d) Revelado 

La detección de las proteínas se realizó por quimioluminiscencia 

utilizando  el  kit  comercial  ECL  (Amersham  Pharmacia  Biotech,  Little 

Chalfont, Gran Bretaña) exponiendo  la membrana durante 1 minuto a  la 

mezcla  reactiva comercial. Posteriormente  se  introdujo en una cassette 

hermética  junto  con  una  película  (Amersham  Hyperfilm  ECL,  Gran 

Bretaña), durante aproximadamente 5 minutos.  

Tras  el  revelado  y  secado  de  la  película  se  llevó  a  cabo  la 

cuantificación  de  las  bandas  por  densitometría  utilizando  para  ello  el 

programa Scion Image 4.02 para Windows (Scion Corporation, Frederick, 

USA).  

Con objeto de verificar que se había cargado la misma cantidad de 



Tesis Doctoral: María Elena Lima Cabello 

 
 

 

66 

proteína  en  cada  pocillo  del  gel,  las  manchas  de  las  membranas  se 

lavaron en tampón de deshibridación durante 15 minutos y se expusieron 

posteriormente  a  anticuerpos  β‐actina  (42kDa)  (Sigma,  Saint  Louis, 

EEUU). 

3.7.1.6 Ensayo de retardo de la movilidad electroforética (EMSA)  

Fundamento  

La determinación de los factores de transcripción nuclear kappa‐

B (NF‐B) y el factor inducible por hipoxia (HIF‐1α), se realizó mediante la 

técnica  EMSA  (del  inglés:  “electrophoretic  mobility  shift  assay”),  que 

consiste en la separación electroforética del complejo formado por el NF‐

B  y/o  el  HIF‐1α  con  una  sonda  específica  de  ADN  marcada 

radiactivamente.  

Los  extractos  nucleares  fueron  obtenidos  según  el  método 

descrito  anteriormente.  Se  examinaron  la  activación de  los  factores de 

transcripción NF‐B e HIF‐1α usando los oligonucleótidos específicos:  

 NF‐B: 5’‐AGT TGA GGG GAC TTT CCC AGG C‐3’ 

 HIF‐1α: 5’‐TCT GTA CGT GAC CAC ACT CAC CTC‐3’ 

Procedimiento 

1) Marcaje de la sonda específica:  

Se  utilizó  un  oligonucleótido  con  la  secuencia  consenso  para 

cada uno de los factores de transcripción marcado con 32P, para lo cual se 

dispuso en un tubo eppendorf, a 4°C, de la siguiente mezcla reactiva:  
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 2,5 µl de EDTA sódico 0,1 M. 

 5,7 µl de oligonucleótido para NF‐B.  

 2,5 µl de tampón 10x T4 PNK (T4 polinucleótido kinasa).  

 5, 3 µl (10 pmol) γ‐32P (ATP).  

 2 µl de la enzima T4 PNK.  

Tras  agitar  esta mezcla,  se  incubó  a  37°C durante  30 minutos, 

posteriormente  y  con  el  fin  de  detener  la  reacción  y  purificar  el 

oligonucleótido, se añadieron:  

 2,5 µl de EDTA sódico 0,1 M. 

 50 µl de TE (Tris/HCL 10 mM y EDTA 1 mM pH= 7.4). 

La mezcla anterior  se centrifugó 2 minutos a 3500 xg. Al volumen 

resultante de  la  centrifugación  se  le añadió 125 µl de TE.  La  sonda, en 

estas condiciones, fue almacenada a ‐20°C durante un período  inferior a 

15 días.  

2) Reacción de unión con el ADN:  

Se preparó la siguiente mezcla reactiva:  

 5 µl de tampón de  incubación (10 mM Tris/HCl, 40 mM NaCl, 

1mM EDTA y glicerol 4% a pH 7,5).  

 1 µl de Poli (dI‐dC).  

 25 µg proteína correspondientes a  los extractos nucleares de 

cada muestra.  

 H2O estéril hasta completar un volumen final de 25 µl.  

Después  de  15  minutos  en  hielo  se  añadieron  2  µl  del 
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oligonucleótido marcado y se incubó a temperatura ambiente durante 20 

minutos.  

3) Separación electroforética:  

Para la realización del gel se preparó la siguiente mezcla: 

 10 ml de acrilamida/bis acrilamida. 

 2.5 ml TBE 5x (Tris 0.25M, ácido bórico 0.25M y EDTA 5mM). 

 15 ml de H2O.  

 200 µl de persulfato amónico al 10%.  

 10 µl de TEMED.  

Posteriormente  la mezcla  fue  sometida  a  electroforesis  a  través 

de un gel de poliacrilamida al 6% a 4°C durante dos horas a 150V.  

Con  el  fin  de  facilitar  la manipulación  posterior  del  gel,  este  se 

desecó al vacío y con calor seco (80°C) en un desecador de geles.   El gel 

desecado  se  introdujo  en  el  interior  de  una  cassette  hermética  con  el 

objeto  de  exponerlo  con  una  película  de  alta  sensibilidad  (Amersham 

Pharmacia, Piscataway, USA) y se  incubó a  ‐80°C durante 7 días. Tras el 

revelado  de  la  película  se  realizó  la  cuantificación  de  las  bandas  por 

densitometría utilizando el programa Scion Image.  

3.7.1.7 Análisis  de  la  expresión  génica  por  retrotranscripción‐reacción 

en cadena de la polimerasa (RT‐qPCR) 

1) Aislamiento de ARN a partir de tejido muscular 
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Fundamento: 

El aislamiento de ARN a partir de músculo esquelético vastolateral 

se llevó a cabo utilizando el kit Promega, “SV Total RNA Isolation System”. 

Éste se basa en un método que combina las propiedades disruptivas y a la 

vez  protectoras  del  tiocianato  de  guanidina  (GTC)  y  β‐mercaptoetanol 

para  inactivar  las  ribonucleasas  presentes  en  los  extractos  celulares.  El 

tiocinato en combinación con el duodecil sulfato sódico (SDS), rompe los 

complejos  de  nucleoproteínas,  dejando  libre  el  ARN  en  la  solución  y 

aislado  de  proteína.  Tras  la  centrifugación  para  limpiar  el  lisado  de  las 

proteínas  centrifugadas  y  escombros  celulares,  el  ARN  es  precipitado 

selectivamente  con  etanol  y  unido  a  la  silica  de  las  fibras  del  cristal 

encontradas en el filtro de  la columna.  Los lisados, ya limpios, se unirán 

a  los  filtros  por  centrifugación.  La  unión  ocurre  rápidamente, 

favoreciendo  la adsorción de  los ácidos nucleicos al  filtro. La DNasa  I es 

aplicada directamente en el filtro para digerir la contaminación con ADN 

genómico.  El  ARN  unido  se  purifica.  Finalmente  el  ARN  se  eluye 

añadiendo agua libre de nucleasas. 

Reactivos   

Los proporcionados por el kit. 

Procedimiento 

Según  las  instrucciones  del  kit,  se  siguieron  los  siguientes  pasos, 

para cada una de las muestras. Se pesaron 30 mg de tejido y se añadieron 

al  homogeneizador  con  175  μL  de  tampón  de  lisis,  se  homogeneizó  el 

tejido y posteriormente se añadieron 350 μL del tampón de dilución. Se 

bloqueó  la  mezcla,  en  un  baño  seco  a  70°C  durante  3  minutos  y  se 

centrifugó durante 15 minutos a 14000 xg. El sobrenadante se recogió en 
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un eppendorf limpio. Se añadieron 200 μL de etanol al 95% y todo ello se 

transfirió  a una  columna  la  cual  se  centrifugó  a  14000  xg  1 minuto.  El 

eluido  fue  desechado  y  se  añadieron  600  μL  de  tampón  de  lavado, 

volviéndose  a  centrifugar  a  14000  xg  1  minuto.  A  continuación  se 

procedió a la incubación con  50 μL de la mezcla de DNasa I, 15 minutos a 

temperatura  ambiente,  y  posteriormente,  se  añadieron  900  μL  del 

tampón  de  lavado.  Finalmente,  el  ARN  se  eluyó  añadiendo  100  μL  de 

agua  libre de nucleadas. El ARN se almacenó a ‐80 °C hasta su posterior 

utilización. 

2) Cuantificación de la concentración de ARN  

Para  la cuantificación del ARN  total  se procedió a  la medida de  la 

densidad óptica  (DO)  a 260 nm  (1 unidad de DO equivale  a 40  μg/mL) 

usando un Espectrofotómetro UV‐Vis que cubre  todo el rango espectral 

de  220  a  750  nm  (modelo  NANODROP  1000).  La  pureza  del  ARN  se 

comprobó a  través de  la relación DO A260/A280, debiendo encontrarse 

dicho  valor  dentro  del  intervalo  1,7‐2,0.  Un  valor  menor  indica 

contaminación con proteínas. 

3) Retrotranscripción‐Amplificación 

La RT‐PCR consistió en dos pasos: 

3.1) Síntesis de ADNc: Retrotranscripción (RT) 

Procedimiento 

Consiste  en  la  obtención  de  un  ADN  complementario  (ADNc)  a 

partir de un ARN  total, el proceso  inverso de  la  transcripción. Para ello 

son  necesarias  unas  ADN  polimerasas  particulares,  llamadas 
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transcriptasas  inversas  o  retrotranscriptasas.  Las  enzimas  utilizadas 

proceden de algunos retrovirus, que son virus que presentan ARN como 

genoma, en vez de ADN. Para poder expresar sus proteínas, han de pasar 

la información a ADN. Para la síntesis de ADNc se utilizó el sistema “High‐

Capacity  cDNA  Archive  Kit”  (Applied  Biosystems,  Foster  City,  CA, USA). 

Para ello, se utilizaron cantidades idénticas de ARN total de cada uno de 

los  animales  de  los  diferentes  grupos  experimentales,  realizándose  en 

paralelo un control negativo, con H2O. 

Reactivos 

 Tampón  RT‐PCR  10X:  Tris  HCl  100mM;  KCl  500mM;  MgCl2 

15mM; pH 8,3 

 Mezcla de desoxinucleótidos trifosfato (dNTP) 25X 

 Iniciadores (secuencia de nucleótidos) 10X 

 Transcriptasa inversa Multiscribe (50U/μL) 

 Inhibidor de ARNasas (1U/μL) 

 Agua tratada con DEPC 

Con el fin de desnaturalizar las posibles estructuras secundarias del 

ARN y  facilitar el anillamiento de  los  cebadores,  se  incubaron 10  μg de 

ARN a 25°C durante 10 minutos  seguido de una  incubación posterior a 

37°C  durante  2  horas.  A  continuación,  se  añadieron  los  siguientes 

reactivos: 

 10 μl de tampón de retrotranscripción 

 4 μl de mezcla de dNTP 

 10 μl de iniciadores (mezcla de nucleósidos) 
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 5 μl de la enzima transcriptasa reversa MultiScribe 

 1 μl de inhibidor de ARNasas 

La mezcla de reacción se completó con agua tratada con DEPC hasta 

un  volumen  final  de  50  μl,  manteniéndose  a  temperatura  ambiente 

durante  10  minutos  e  incubándose  posteriormente  a  37°C  durante  2 

horas. 

El  ADNc  obtenido  se  congeló  a  ‐20°C  hasta  el  momento  de  su 

utilización en el proceso de amplificación. 

3.2) Amplificación del ADNc: Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

Una vez sintetizado el ADNc, se amplificó por medio de  la reacción 

en cadena de la polimerasa (PCR). La reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR) es un método que permite amplificar de forma selectiva secuencias 

específicas de ADN.  El método de PCR está basado en la síntesis de una 

hebra  complementaria  de  ADN,  utilizando  una  cadena  simple  como 

molde.  La PCR utiliza dos  fragmentos  cortos de ADN  (oligonucleótidos) 

como iniciadores de la síntesis. Estos iniciadores se unen específicamente 

a secuencias que flanquean la región a amplificar, uno en cada una de las 

cadenas del ADN. 

El  proceso  básico  se  desarrolla  en  tres  pasos  que  se  repiten 

sucesivas veces, según el gen a amplificar: 

‐ Desnaturalización:  Las  cadenas de ADN diana  se  separan mediante  la 

incubación  a  una  temperatura  superior  a  70°C.  Las  hebras  disociadas 

permanecerán  en  esta  forma  en  la  solución  hasta  que  la  temperatura 

baje lo suficiente para permitir el anillamiento de los iniciadores. 
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‐ Anillamiento de  los  iniciadores:  Los  iniciadores utilizados  consisten en 

un par de oligonucleótidos sintéticos  (sentido y antisentido) capaces de 

unirse  a  secuencias  específicas  del  ADN  de  la  región  que  se  pretende 

amplificar. La temperatura óptima para el anillamiento debe ser estimada 

de  forma  empírica  y  viene  determinada  por  la  composición  de 

nucleótidos de los dos iniciadores. 

‐  Elongación  a  partir  de  los  iniciadores:  El  resultado  del  proceso  es  la 

formación de copias de las cadenas de ADN diana. 

En  el  presente  estudio,  se  utilizó  la  metodología  de  la  PCR 

cuantitativa  a  tiempo  real  (PCR  real  time)  para  la  estimación  de  la 

concentración  de  ARNm.  Al  contrario  de  lo  que  ocurre  en  una  PCR 

convencional, en la PCR a tiempo real se puede cuantificar la cantidad de 

producto amplificado en cada ciclo de PCR. La repetición de este ciclo un 

determinado  número  de  veces  produce  un  aumento  exponencial  de  la 

cantidad de la región diana del ADN, que viene dado por la expresión 2n 

(siendo n el nº de ciclos) hasta que se llega a un punto en que disminuye 

la  eficiencia  de  la  enzima,  y  la  reacción  deja  de  ser  exponencial  (“fase 

Plateau”). 

Reactivos: 

 SYBR Green PCR Master Mix 2X (Applied Biosystems, Weiterstadt, 

Alemania) 

 Iniciadores (Tib Molbiol, Berlin, Alemania) 

 Agua libre de nucleasas (Ambion) 

En  una  placa  de  96  pocillos  se  preparó  la  siguiente  mezcla  de 

reacción con un volumen final de 25μl: 
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 1 μl de iniciadores ( sentido y antisentido) 

 1 μl de ADNc 

 12,5 μl de Sybergreen PCR Master Mix 

 10,5 μl de agua libre de nucleasas 

 

Nombre 
del Gen 

Iniciadores 

Tamaño 
fragmento 

(pb) 

nNOS 

Sentido: 5`‐CGATCGGCCCTTGGTAGAC‐ 3´ 

Antisentido: 5`‐AGGCAATGCCCCTGAGAAC‐ 3´ 

 

100 

iNOS 

Sentido: 5`‐CCAGGTGCACACAGGCTACTC‐ 3´ 

Antisentido: 5`‐GCTCTTTCTGCAGGATGTCTTGA‐ 3´ 

 

139 

eNOS 

Sentido: 5` ‐TGAGCAGCACAAGAGTTACAAAATC‐ 3´ 

Antisentido: 5`‐GCCGCCAAGAGGATACCA ‐3´ 

 

129 

IL‐1β 

Sentido: 5` ‐ATTTCGAAATGTCCCTTCTCCGTTC‐ 3´ 

Antisentido: 5`‐ATTAGGTTATCGATAGTC ‐3´ 

 

125 

HPRT 

Sentido: 5`‐CTCATGGACTGATTATGGACAGGAC‐ 3´ 

Antisentido: 5`‐GCAGGTCAGCAAAGAACTTATAGCC‐ 3´ 

 

123 

 

Tabla 1.‐ Oligonucleótidos utilizados en  la RT‐PCR como  iniciadores en  la amplificación 
de fragmentos correspondientes a cada gen.  

 

Las condiciones del termociclador fueron las siguientes: 
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1. Etapa inicial de desnaturalización de 10 minutos a 95°C 

2. Etapa de desnaturalización de 15 segundos a 95°C 

3. Etapa de anillamiento/elongación de 1 minuto a 60°C 

Las etapas 2 y 3 se repitieron a  lo  largo de 50 ciclos. Como patrón 

interno  para  normalizar  la  señal  entre  las  diferentes  muestras  se 

amplifico  un  fragmento  específico  del  gen  hipoxantina  fosforibosil 

transferasa (HPRT) en cada una de ellas.  

Cada experimento además incluyó un control negativo de cada una 

de  las  muestras  de  ARN  que  no  fueron  sometidas  a  la  transcripción 

reversa.  Dicha  muestra  no  dio  lugar  a  producto  de  PCR  alguno, 

confirmándose la ausencia de ADN genómico extraño o producto de PCR 

que  pudiera  haber  contaminado  la muestra  previamente.  Los  cambios 

relativos en  la expresión génica se determinaron mediante el cálculo del 

2‐ΔΔCt   (Livak y Schmittgen, 2001). 

3.7.1.8 Ensayo de Inmunoprecipitación de fragmentos de cromatina 

(ChIP assay) 

Fundamento 

Esta técnica permite  identificar  la presencia de proteínas  (histonas 

modificadas,  factores  de  transcripción  y  proteínas  cromosómicas  no‐

histonas)  unidas  directa  o  indirectamente  al  ADN.  Es  una  técnica  que 

ofrece  una mejor  representación  fisiológica  de  los  procesos  nucleares 

involucrados  en  el  procesamiento  del  ADN  (Spencer  y  cols.,  2003).  Se 

basa en el entrecruzamiento con formaldehído y  la  inmunoprecipitación 

de  los  complejos  cromatínicos  resultantes.  Se utiliza  formaldehído para 
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establecer enlaces covalentes entre las proteínas y las secuencias de ADN 

adyacentes.  La  cromatina  entrecruzada  es  sonicada  para  conseguir  los 

tamaños  deseados  (500‐1000  pb).  Los  fragmentos  de  ADN  y  los 

complejos de proteínas de interés unidos a éstos son inmunoprecipitados 

con anticuerpos frente a las proteínas presuntamente entrecruzadas. 

Los  fragmentos  de  cromatina  inmunoprecipitados  pueden  ser 

entonces  examinados  por  PCR  con  oligonucleótidos  específicos 

(Weinmann y Farnham, 2002) (ver Figura 4). De este modo, medimos  la 

relación  existente  entre  la  unión  de  un  factor  de  transcripción  y  la 

regulación  específica  de  un  gen  concreto.  Si  se  estudia  además  la 

presencia de la ARN polimerasa II en un exón se puede relacionar la unión 

del factor de transcripción con la transcripción del gen. 

Reactivos  

 PBS 1X pH 7,4 

 PBS 1X pH 7,4 1 % formaldehído 

 PBS 1X pH 7,4 glicina 0,125 M 

 Tampón de lisis celular (HEPES 5 mM; KCl  85 mM; NP‐40 0.5%, pH 

8) 

 Inhibidores  de  proteasas  (Sigma  P8340)  y  fosfatasas  (Sigma 

P2850) 

 Tampón de  lisis nuclear  (Tris‐HCl 50 mM; EDTA 10 mM; SDS 1%, 

pH 8.1) 

 Proteína A/G sefarosa (Amersham Pharmacia, Piscataway, USA) 

 ADN lammbda (ADNλ) Amersham (250 mg/mL) 
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 Albúmina sérica bovina (BSA) Sigma 

 ARN de transferencia (ARNt) Sigma 

 Tampón de baja salinidad  (Tris‐HCl pH 8, 50 mM; NaCl 150 mM; 

Deoxicolato sódico 0,5%; SDS 0,1%; NP‐40 1%; EDTA 1mM) 

 Tampón de alta salinidad  ( Tris‐HCl pH 8, 50 mM; NaCl 500 mM; 

Deoxicolato sódico 0,5%; SDS 0,1%; NP‐40 1%; EDTA 1mM) 

 Tampón de LiCl (Tris‐HCl pH 8, 50 mM; EDTA 1 mM; LiCl 250 mM; 

Deoxicolato sódico 0,5%; NP‐40 1%) 

 Tampón TE (Tris 10 mM; EDTA 0,25 mM, pH 8) 

 Tampón de elución (NaHSO3 100 mM; SDS 1%) 

 PCR purification Kit (Quiagen ®) 

Procedimiento 

Los ensayos se realizaron siguiendo el protocolo descrito por Borrás 

y  cols.  2003,  con  modificaciones.  Las  muestras  de  músculo  fueron 

extraídas, pesadas y sumergidas en 30 ml de PBS con formaldehído al 1%, 

durante  12  minutos,  en  rotación,  a  temperatura  ambiente.  El 

entrecruzamiento  une,  mediante  enlaces  carbamida,  el  ADN  con  los 

factores  nucleares,  proteínas  reguladoras  y  remodeladores  de  la 

cromatina.  La  reacción  se  detuvo  por  adición  de  glicina  a  una 

concentración final de 0.125 M. Las muestras se centrifugaron a 190 xg, 5 

minutos,  se  lavaron  dos  veces  con  10  ml  de  PBS  pH  7,4  y  se 

resuspendieron  en  10  ml  de  PBS.  El  tejido  se  disgregó  en  un 

homogeneizador  y  se  centrífugo  a  1000  xg  durante  5  minutos.  Los 

sedimentos  celulares  se  resuspendieron  en  tampón  de  lisis  celular 

suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas, se incubaron en 
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hielo durante 15 minutos y se centrifugaron a 5000 xg durante 5 minutos 

para recoger los núcleos. Los sedimentos nucleares se resuspendieron en 

3 ml de tampón de  lisis nuclear   y se almacenaron a    ‐20°C en alícuotas 

hasta su uso. 

Para  obtener  los  fragmentos  de  cromatina  para  la 

inmunoprecipitación,  los  núcleos  lisados  se  sometieron  a  sonicación. 

Cada muestra se sonicó 10 ciclos de 10 segundos, siendo mantenidas en 

hielo entre ciclos durante 1 minuto. A continuación fueron centrifugadas 

a 15000 xg durante 10 minutos para eliminar los residuos celulares. 

Los  sobrenadantes,  conteniendo  los  fragmentos  de  cromatina 

solubles,  se  transfirieron  a  nuevos  tubos,  y  se  determinó  su 

concentración de ADN. Cantidades equivalentes de muestra se diluyeron 

10  veces  y  se prelavaron  con 20 ml/ml proteína A/G  sefarosa 1:1  (v:v) 

[bloqueada previamente con ADNλ (250 mg/mL); BSA (10 mg/mL) y ARNt 

(250 mg/ml)]. Las muestras  se  incubaron a 4°C durante 4 horas en una 

plataforma rotatoria y se centrifugaron a 12000 xg durante 1 minuto para 

eliminar  la  proteína  A/G  Sefarosa.  Las  muestras  se  fraccionaron  en 

alícuotas equivalentes a 50 μg de ADN. 

Los  complejos  de  inmunoprecipitación  fueron  seleccionados 

mediante  la adición de 2 mg del anticuerpo correspondiente  frente a  la 

proteína  (factor de  transcripción) de  interés; en este  caso,  se utilizaron 

anticuerpos  frente  a  NF‐B  (p65),  ARN  polimerasa  II  (Santa  Cruz 

Biothecnology,  Santa  Cruz,  USA,),  HIF‐1α  (Abcam,  Cambrige,  Gran 

Bretaña) incubándose toda la noche a 4°C en un sistema rotatorio. Como 

control de la inmunoprecipitación se procesó una alícuota en paralelo en 

ausencia de anticuerpo (ver Figura 4). 
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Figura 4.‐ Esquema de la técnica de inmunoprecipitación de factores de transcripción.  

 

Las  muestras  se  incubaron  con  50  ml  de  proteína  A/G  sefarosa 

bloqueada  durante  3  horas  a  4°C,  bajo  agitación  suave.  Tras  la 

incubación,  se  centrifugaron  las muestras  a  12000  xg,  1 minuto  y  se 

recogió el sedimento con los inmunocomplejos formados por fragmentos 

de  cromatina/anticuerpo/  proteínas  A/G  sefarosa.  En  el  caso  del  tubo 

que  llevaba  la muestra  sin  anticuerpo,  se  tomó  el  sobrenadante,  que 

corresponde  al ADN  total  (el unido más el no unido) que  se denomina 

“Input”. 

ADN 
Proteína 

INPUT 

Lisado celular. Liberación
de los complejos ADN‐

Proteína1% de formaldehído

Cromatina 
Fragmentada 

Dilución del lisado celular y adición del
anticuerpo primario

Sonicación y eliminación de
restos celulares

Elución de los complejos ADN‐Proteína

Precipitación de los 
inmunocomplejos

Aislamiento de DNA y 
análisis mediante PCR 
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El  precipitado  de  esta muestra  (que  corresponde  a  la  fracción  de 

ADN  que  se  une  inespecíficamente  a  la  proteína  A/G  sefarosa,  y  que 

teóricamente,  debía  ser  nula)  se  trató  en  paralelo  con  el  resto  de 

muestras,  y  se  utilizó  como  control  negativo,  al  que  se  denomina  “Sin 

anticuerpo”. 

A continuación las muestras se lavaron 2 veces con tampón de baja 

salinidad, dos  veces  con  tampón de alta  salinidad, posteriormente dos 

veces  con  tampón  de  LiCl,  y  finalmente  dos  veces  con  tampón  TE.  La 

fracción de  cromatina  inmunoseleccionada  se eluyó de  la proteína A/G 

sefarosa mediante dos extracciones consecutivas con tampón de elución. 

Los  fragmentos de cromatina aislados con el anticuerpo  se  incubaron a 

continuación  a  65°C  durante  toda  la  noche  para  romper  el 

entrecruzamiento entre  los complejos proteicos y el ADN. El ADN de  las 

fracciones  (Input,  Sin  anticuerpo  y  el  Unido)  se  purificó  con  “PCR 

purification Kit” (Quiagen®). 

Análisis del ADN inmunoprecipitado 

Para determinar si  la fracción de cromatina  inmunoprecipitada con 

los difierentes anticuerpos  contiene  los ADNs de  los promotores de  los 

genes estudiados, las muestras de ADN (Input, Unido y Sin anticuerpo) se 

analizaron  por  PCR  utilizando  los  oligonucleótidos  descritos  en  la  tabla 

2A. En el caso del análisis de la posible unión de la ARN polimerasa II a la 

zona transcribible de los genes estudiados, se utilizaron oligonucleótidos 

con secuencias contenidas en esta región Tabla 2.  
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Nombre 
del Gen 

Secuencia seleccionada del promotor 
Tamaño  

fragmento(pb) 

nNOS 
Sentido 5`‐TTGTGGGACTCTCGTGGACA‐3´ 

Antisentido 5`‐ATCCATGTGACCCCGAAAG‐3´ 
300 

iNOS 
Sentido 5`‐CCTCCCTCCCTAGTGAGTCC‐3´ 

Antisentido 5`‐CCCAGTAGGGTGTGCAAGTT‐3´ 
315 

eNOS 
Sentido 5`‐AAGACGCTGCTTGGGATCC ‐3´ 

Antisentido 5`‐GGCCGGCTCTGTAACTTCCT ‐3´ 
342 

HPRT 
Sentido 5`‐CAGCACGGCCAGTACCATTT ‐3´ 

Antisentido 5`‐AAGTTGGGCCTGGGAATTTT ‐3´ 
280 

Nombre 
del Gen 

Secuencia seleccionada de la zona 

transcribible 

Tamaño 
fragmento(pb) 

nNOS 
Sentido 5`‐GCACCTGAAGAGCACACTGG‐3´ 

Antisentido 5`‐CCCATGCAAATGTGCTCTGT‐3´ 
333 

iNOS 
Sentido 5`‐AGCGGCTCCATGACTCTCA‐3´ 

Antisentido 5`‐TGCACCCAAACACCAAGGT‐3´ 
328 

eNOS 
Sentido 5`‐CTCCAGAGCATACCCGCACT‐3´ 

Antisentido 5`‐CTTGTGTCCACCGCTCGAG‐3´ 
346 

HPRT 
Sentido 5`‐GCTCGAGATGTCATGAAGGAGAT ‐3´ 

Antisentido 5`‐AGCAGGTCAGCAAAGAACTTATAG ‐3´ 
387 

 

Tabla  2.‐  Oligonucleótidos  empleados  para  el  análisis  por  PCR  del  ADN 
inmunoprecipitado 

 

 

 



Tesis Doctoral: María Elena Lima Cabello 

 
 

 

82 

3.8 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Para la expresión de los resultados se calculó el valor de la media 

y el error estándar de la media (E.E.M.). 

Para el análisis estadístico de  los  resultados  se  realizó el  test de 

análisis  de  varianza  (ANOVA).  Además,  en  aquellos  grupos  donde 

aparecían diferencias significativas, se realizaba posteriormente el test de 

Newman‐Keuls.  Se  consideró  que  existían  diferencias  significativas 

cuando p<0,05. 

Para el tratamiento de los datos y su análisis estadístico se utilizó 

el software comercial SPSS+ vrs. 14.0 (Chicago, IL). 
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4.1 Efecto de una sesión de ejercicio excéntrico agudo, de un programa 

de entrenamiento excéntrico o de la administración de PDTC, previos al 

ejercicio agudo, sobre la formación de peroxinitritos 

El NO puede  reaccionar  con el anión  superóxido dando  lugar a  la 

formación de otra especie reactiva de nitrógeno, el peroxinitrito, el cual 

puede provocar  la nitración de  los  residuos de  tirosina de  las proteínas 

celulares  formando 3‐nitrotirosina. La detección de 3‐nitrotirosina unida 

a  las  proteínas  se  utiliza  con  frecuencia  como  marcador  estable  y 

específico de la generación de peroxinitritos (Ishiropoulos y cols., 1992). 

En la Figura 5 se muestra el Western blot y la gráfica representativa de la 

oxidación de proteínas celulares. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.‐ Formación de peroxinitritos en los diferentes grupos experimentales. Valores 
medios ± E.E.M = 8 ratas. * Diferencias significativas respecto al grupo control (p<0,05). 
# Diferencias significativas respecto al grupo con ejercicio excéntrico agudo (p<0,05). 
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Los resultados muestran un marcado aumento de la nitración de los 

residuos de  tirosina de  las proteínas en el grupo de ejercicio excéntrico 

agudo.  Este  incremento  fue  menor  tanto  en  el  grupo  de  animales 

tratados  con  PDTC  como  en  los  entrenados.  Ambos  grupos  fueron 

estadísticamente  significativos  frente  al  grupo  con  ejercicio  agudo, 

aunque  se  detectó  una menor  proporción  de  proteínas  nitradas  en  el 

grupo de animales previamente entrenados (Figura 5). 

4.2 Efecto de una sesión de ejercicio excéntrico agudo, de un programa 

de entrenamiento excéntrico o de la administración de PDTC, previos al 

ejercicio  agudo,  sobre  la  activación  NF‐B  y  la  expresión  de  las 

proteínas más  relevantes de su  ruta de activación:  IBα,  IKK y  formas 

fosforiladas 

La activación del factor de transcripción nuclear B (NF‐B) requiere 

de  la  estimulación  de  una  serie  de  proteínas  citoplasmáticas, 

fundamentalmente mediante fenómenos de fosforilación que se suceden 

unos  a  otros  en  cadena  y  que  concluyen  con  la  fosforilación  de  las 

proteínas  inhibidoras  IBs,  las cuales posteriormente serán degradadas. 

Esta fosforilación es llevada a cabo por un conjunto de proteínas, las IKKs, 

que, a su vez, también se activan mediante fenómenos de fosforilación. 

En el presente  apartado  se  analiza  la expresión para  las distintas 

proteínas  y  sus  formas  fosforiladas,  con  el  fin  de  dilucidar  si  la  ruta 

ordinaria  de  activación  del NF‐B  se  ve  estimulada  a  consecuencia  del 

ejercicio  excéntrico  agudo  y  si  los  efectos  de  la  sesión  aguda  se  ven 

influenciados por la administración previa de PDTC o por un programa de 

entrenamiento excéntrico. 
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El  análisis del  contenido  en proteína  se  lleva  a  cabo mediante  la 

técnica de Western blot, utilizando para ello anticuerpos específicos para 

cada caso. 

4.2.1 IBα 

En la Figura 6 se pone de manifiesto como, dos horas después de la 

finalización  de  la  sesión  de  ejercicio  agudo,  el  grupo  de  animales 

sometidos únicamente a un ejercicio excéntrico agudo presenta valores 

significativamente más  bajos  que  los  controles, mientras  que  el  grupo 

entrenado presenta valores cercanos a los controles, y significativamente 

más altos  respecto al grupo de ejercicio excéntrico agudo. El efecto del 

ejercicio  excéntrico  agudo  fue  también  parcialmente  atenuado  con  el 

tratamiento de PDTC. 

 

 

 

 

 

            

 

Figura 6.‐ Expresión de proteína IBα en la fracción citosólica de músculo esquelético 

vastolateral profundo (DVL) en los diferentes grupos experimentales. Bandas (1) IBα 
41 kDa (2) β‐Actina 40kDa. El panel superior muestra Western blots representativos. El 

panel  inferior muestra  las  variaciones  de  la  proteína  IBα  en  los  distintos  grupos  de 
estudio expresadas como % respecto a su control. Valores medios ± E.E.M = 8 ratas. * 
Diferencias significativas respecto al grupo control  (p<0,05). # Diferencias significativas 
respecto al grupo con ejercicio excéntrico agudo (p<0,05). 
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4.2.2 IBα‐fosforilado 

La  fosforilación  de  IB‐α  constituye  el  paso  previo  para  la 

degradación de  la proteína, por  lo que se analizó el contenido citosólico 

de esta forma. Los datos reflejan que la expresión de esta proteína sufre 

modificaciones  inversamente  proporcionales  a  las  observadas  para  la 

forma no  fosforilada, es decir, con  incrementos significativos en  los tres 

grupos  sometidos  a  ejercicio  excéntrico  agudo.  No  obstante,  este 

aumento fue parcialmente revertido en los animales entrenados y en los 

tratados con el antioxidante PDTC (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7.‐ Expresión de proteína  IBα‐fosforilada en  la fracción citosólica de músculo 
esquelético  vastolateral  profundo  (DVL)  en  los  diferentes  grupos  experimentales. 

Bandas  (1)  IBα‐P 41 kDa  (2) β‐Actina 40kDa. El panel superior muestra Western blots 

representativos. El panel  inferior muestra  las  variaciones de  la proteína  IBα‐P  en  los 
distintos grupos de estudio expresadas como % respecto a su control. Valores medios ± 
E.E.M  =  8  ratas.  *  Diferencias  significativas  respecto  al  grupo  control  (p<0,05).  # 
Diferencias significativas respecto al grupo con ejercicio excéntrico agudo (p<0,05). 
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4.2.3 IKKα 

Una de  las  subunidades que  forman parte del complejo  IKK y que 

interviene en la fosforilación de la proteína inhibidora IBα, es el IKKα. En 

la  figura 8  se observa una disminución  significativa de dicha  subunidad 

tras  la realización del ejercicio excéntrico agudo. La ejecución durante 8 

semanas de un programa de entrenamiento, así como  la administración 

de pirrolidina ditiocarbamato, atenúa el efecto anterior aunque no llegan 

a restablecerse los valores control. 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figura 8.‐ Expresión de proteína  IKK en  la  fracción citosólica de músculo esquelético 
vastolateral profundo (DVL) en  los diferentes grupos experimentales. Bandas (1)  IKKα 
85kDa  (2) β‐Actina 40kDa. El panel superior muestra Western blots  representativos. El 
panel  inferior muestra  las  variaciones  de  la  proteína  IKK  en  los  distintos  grupos  de 
estudio expresadas como % respecto a su control. Valores medios ± E.E.M = 8 ratas. * 
Diferencias significativas respecto al grupo control  (p<0,05). # Diferencias significativas 
respecto al grupo con ejercicio excéntrico agudo (p<0,05). 

4.2.4 IKKα‐fosforilado 

La fosforilación de IKKα constituye otro paso importante previo a la 

activación  del  factor  nuclear  kappaB.  Transcurridas  dos  horas  de  la 
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finalización del ejercicio excéntrico agudo pudo observarse un aumento 

significativo  de  la  forma  fosforilada  del  IKKα.  Este  incremento  fue  de 

menor magnitud en el grupo de animales entrenados y en el grupo de 

animales  tratados  con  PDTC  y  sometidos  a  ejercicio  excéntrico  agudo. 

Ambos  grupos  continuaban  siendo  estadísticamente  significativos 

respecto a los grupo control (Figura 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9.‐ Expresión de proteína  IKKα‐fosforilada en  la  fracción citosólica de músculo 
esquelético  vastolateral  profundo  (DVL)  en  los  diferentes  grupos  experimentales. 
Bandas  (1)  IKKα‐P 85kDa  (2) β‐Actina 40kDa. El panel  superior muestra Western blots 
representativos. El panel  inferior muestra  las  variaciones de  la proteína  IKKα‐P  en  los 
distintos grupos de estudio expresadas como % respecto a su control. Valores medios ± 
E.E.M  =  8  ratas.  *  Diferencias  significativas  respecto  al  grupo  control  (p<0,05).  # 
Diferencias significativas respecto al grupo con ejercicio excéntrico agudo (p<0,05). 
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traslocación  al núcleo  celular, donde promueve  la  transcripción de una 

gran variedad de genes. 

En  la siguiente  figura se  representa el grado de activación de este 

factor en  la  fracción nuclear del músculo esquelético DVL, mediante  la 

técnica de EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10.‐ Activación del factor de trascripción nuclear B en el extracto nuclear del 
músculo  esquelético  vastolateral  profundo  (DVL)  en  los  distintos  grupos 
experimentales. Valores medios ± E.E.M = 8 ratas. * Diferencias significativas respecto al 
grupo  control  (p<0,05).  #  Diferencias  significativas  respecto  al  grupo  con  ejercicio 
excéntrico agudo  (p<0,05). & Diferencias  significativas  respecto al grupo  con  ejercicio 
excéntrico agudo tratado con PDTC (p<0,05). 
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Como puede  apreciarse  se puso de manifiesto un efecto  inductor 

tras  el  protocolo  de  ejercicio  excéntrico  agudo  sobre  este  factor  de 

transcripción. El grupo con ejercicio excéntrico agudo y con tratamiento 

previo  de  PDTC  presentó  un  descenso  significativo,  con  respecto  a  los 

animales  no  tratados.  Esta  activación  fue  significativamente menor  en 

aquellos animales que fueron entrenados durante  las 8 semanas previas 

a la sesión aguda de ejercicio (Figura 10). 

4.3 Efecto de una sesión de ejercicio excéntrico agudo, de un programa 

de entrenamiento excéntrico o de la administración de PDTC, previos al 

ejercicio agudo, sobre  la expresión de  los genes de  las  isoformas de  la 

enzima óxido nítrico sintetasa en el músculo DVL 

El  estudio  de  la  expresión  génica  de  las  isoformas  de  la  enzima 

óxido nítrico sintetasa en el músculo vastolateral se realizó analizando los 

contenidos de ARN mensajero y la proteína específica de cada isoforma. 

4.3.1 Contenidos de ARNm de las isoformas de óxido nítrico sintasa 

En  la  Tabla  3  se  muestra  la  expresión  del  ARNm  de  las  tres 

isoformas  de  óxido  nítrico  sintasa  en  los  diferentes  grupos 

experimentales. 

 

 

 
 

Tabla 3.‐ Contenido de ARNm de  los genes de  la nNOS,  iNOS y eNOS en  los distintos 
grupos experimentales.* Diferencias significativas respecto al grupo control (p<0,05). # 
Diferencias significativas respecto al grupo con ejercicio excéntrico agudo (p<0,05). 

131 ± 8*#155 ± 8*#208 ± 19*99 ± 13100 ± 11eNOS,%

218 ± 14*#228 ± 12*#305 ± 16*93 ± 19100 ± 8iNOS,%

196± 15*#188 ± 18*#242 ± 15*98 ± 13100 ± 12nNOS,%

ATAPACPC

131 ± 8*#155 ± 8*#208 ± 19*99 ± 13100 ± 11eNOS,%

218 ± 14*#228 ± 12*#305 ± 16*93 ± 19100 ± 8iNOS,%

196± 15*#188 ± 18*#242 ± 15*98 ± 13100 ± 12nNOS,%

ATAPACPC
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Los animales con entrenamiento excéntrico previo presentaron un 

aumento en los contenidos de ARNm de los tres genes estudiados frente 

a  sus  respectivos  controles. Este  incremento  se vuelve más acusado en 

ratas  con  ejercicio  agudo  excéntrico.  La misma  tendencia  se  puso  de 

manifiesto en el grupo de animales a los que se les administró PDTC 24 y 

2 h antes de la realización del protocolo de ejercicio excéntrico agudo. 

4.3.2 Contenido proteico de las isoformas de óxido nítrico sintasa 

Como  se  puede  apreciar  en  la  siguiente  figura,  el  protocolo  de 

ejercicio  excéntrico  agudo  utilizado  en  el  presente  trabajo  incrementó 

significativamente  los  contenidos  de  proteína  de  las  tres  isoformas  de 

NOS  en  todos  los  grupos  experimentales  que  realizaron  este  tipo  de 

ejercicio. 

En  la Figura 11 también se puede observar como el  incremento en 

el contenido proteico de nNOS, iNOS y eNOS, detectado en los grupos A, 

AP y AT, disminuyó parcialmente  tras  la administración de  las dos dosis 

de  PDTC  y  con  la  realización  de  un  programa  de  entrenamiento  de  8 

semanas  de  duración.  Sin  embargo,  aunque  la  disminución  fue 

significativa desde el punto de vista estadístico, no se consiguió alcanzar 

los valores observados en los animales no ejercitados (Figura 11). 
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Figura  11.‐  Expresión  de  proteínas  nNOS,  iNOS,  y  eNOS  en  la  fracción  citosólica  de 
músculo  esquelético  vastolateral  profundo  (DVL)  en  los  diferentes  grupos 
experimentales.  Bandas  (1)    nNOS  155kDa  (2)  iNOS  130kDa  (3)  eNOS  133kDa  (4)  β‐
Actina 40kDa. El panel superior muestra Western blots representativos. El panel inferior 
muestra  las variaciones de  las proteínas nNOS,  iNOS, y eNOS en  los distintos grupos de 
estudio expresadas como % respecto a su control. Valores medios ± E.E.M = 8 ratas. * 
Diferencias significativas respecto al grupo control  (p<0,05). # Diferencias significativas 
respecto al grupo con ejercicio excéntrico agudo (p<0,05). 
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4.4 Efecto de una sesión de ejercicio excéntrico agudo, de un programa 

de entrenamiento excéntrico o de la administración de PDTC, previos al 

ejercicio agudo, sobre  la  inmunoprecipitación de  los complejos NF‐B‐

ADN 

Para intentar determinar el mecanismo responsable del incremento 

de  la expresión de  los genes de  las  isoformas de  la NOS  se procedió al 

estudio de  la posible unión de NF‐B al promotor de estos genes. Para 

ello  empleamos  la  inmunoprecipitación  del  complejo  NF‐B‐ADN, 

utilizando un anticuerpo policlonal que  reconoce específicamente a NF‐

B (p65). 

Se extrajo el ADN de  las  fracciones  Input, Unido y Sin anticuerpo; 

analizandose  cantidades  iguales  de  cada  fracción,  usando  para  ello 

oligonucleótidos que amplificasen la región promotora del gen de interés 

[ver Sección Material y Métodos: Inmunoprecipitación de fragmentos de 

cromatina  (ChIP  aasay)].  El  ADN  amplificado  fue  analizado  mediante 

electroforesis en gel de agarosa teñido con bromuro de etidio. 

Tal como se muestra en la figura 12, en los animales que realizaron 

el  protocolo  de  ejercicio  agudo  excéntrico,  se  encontró  una  banda 

correspondiente a  la unión de NF‐B al promotor del gen nNOS, al  igual 

que en el grupo tratado con PDTC y con entrenamiento excéntrico. Esta 

banda es prácticamente  indetectable en el caso de animales control. El 

mismo resultado se obtuvo cuando se analizó el promotor del gen iNOS y 

el del gen que codifica para eNOS. Como control negativo, se analizó  la 

unión  de  NF‐B  al  promotor  del  HPRT,  gen  cuya  expresión  no  esta 

regulada  por  NF‐B.  Como  también  se  pone  de  manifiesto  en  las 

fotografías  representativas,  en  este  caso,  no  existe  unión  de  NF‐B  al 



Tesis Doctoral: María Elena Lima Cabello 

 
 

 

96 

promotor  en  ninguno  de  los  grupos  experimentales  estudiados  (Figura 

12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  12.‐  Inmunoprecipitación  de  los  complejos  NF‐B‐ADN.  Se  llevó  a  cabo  la 
inmunoprecipitación de  la cromatina  fijada con  formaldehído del músculo vastolateral 
en los diferentes grupos experimentales Los inmunoprecipitados obtenidos utilizando un 

anticuerpo  frente  a  NF‐B  fueron  alicuotados  y  posteriormente  analizados  por  PCR 
utilizando  oligonucleótidos  específicos  de  los  promotores  de  las  isoformas  de  la NOS. 
Para cada caso se incluyó una muestra de la cromatina total (Input) en las reacciones de 
PCR.  Como  control  negativo  se  incluyeron  los  productos  de  PCR  obtenidos  con 
oligonucleótidos específicos para el promotor del HPRT. Ab = Anticuerpo.  
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4.5 Efecto de una sesión de ejercicio excéntrico agudo, de un programa 

de entrenamiento excéntrico o de la administración de PDTC, previos al 

ejercicio  agudo,  sobre  la  inmunoprecipitación  de  los  complejos  ARN 

polimerasa II‐ADN  

Los  resultados obtenidos previamente pusieron de manifiesto que 

el NF‐B está activo y se encuentra unido al promotor de  los genes que 

codifican las isoformas de la NOS en los animales que fueron sometidos al 

protocolo  de  ejercicio  excéntrico  agudo.  Por  tanto,  el  paso  siguiente 

consistió  en  averiguar  si  este  hecho  se  traduce  en  una  activación 

transcripcional  de  los  genes,  lo  que  implicaría  la  presencia  de  la  ARN 

polimerasa II en la zona codificante de los mismos. 

La  Figura  13  representa  el  estudió  de  la  posible  unión  de  la ARN 

polimerasa  II  a  la  zona  transcribible  de  los  genes  que  codifican  las 

isoformas de la NOS. Para ello se llevó a cabo la inmunoprecipitación del 

complejo ARN polimerasa II‐ADN utilizando un anticuerpo policlonal, que 

reconoce a la ARN polimerasa II. 
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Figura  13.‐Inmunoprecipitación  de  los  complejos ARN  polimerasa  II‐ADN.  Se  llevó  a 
cabo  la  inmunoprecipitación  de  la  cromatina  fijada  con  formaldehído  del  músculo 
vastolateral en  los diferentes grupos experimentales Los  inmunoprecipitados obtenidos 
utilizando un anticuerpo frente a ARN polimerasa II fueron alicuotados y posteriormente 
analizados  por  PCR  utilizando  oligonucleótidos  específicos  de  la  secuencia  codificante 
(cod) de las isoformas de la NOS. Para cada caso se incluyó una muestra de la cromatina 
total (Input) en las reacciones de PCR. Como control negativo se incluyeron los productos 
de  PCR  obtenidos  con  oligonucleótidos  específicos  para  el  promotor  del  HPRT.  Ab  = 
Anticuerpo. 

En  la  figura anterior se puede observar como  la ARN polimerasa  II 

se encuentra presente en la zona transcribible de los genes que codifican 

para  las  tres  isoformas  de  la  NOS  en  los  tres  grupos  de  animales 

sometidos a ejercicio excéntrico agudo. Este  resultado  implica que está 

teniendo lugar su transcripción, produciéndose de forma más notoria en 

el  grupo únicamente  con  ejercicio  agudo, que  los  tratados  con PDTC  y 

entrenados. 
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4.6 Efecto de una sesión de ejercicio excéntrico agudo, de un programa 

de entrenamiento excéntrico o de la administración de PDTC, previos al 

ejercicio agudo, sobre la activación del HIF‐1α 

HIF‐1 es un heterodímero compuesto por dos subunidades (HIF‐1α 

y HIF‐1β).que participa en  los  fenómenos de adaptación al ejercicio.  La 

translocación  al núcleo de HIF‐1α  y heterodimerización  con HIF‐1β  son 

necesarias para su transactivación. Con el fin de evaluar  la influencia del 

ejercicio  sobre  este  factor  de  transcripción  se  estudió  la  activación  del 

mismo en  la  fracción nuclear del músculo esquelético DVL, mediante  la 

técnica de EMSA (Figura 14). 

Como se observa en la Figura 14, existió una marcada activación de 

HIF‐1α,  en  los  grupos  que  realizaron  el  ejercicio  excéntrico  agudo, 

comparado con el grupo control. Tanto un entrenamiento de 8 semanas 

de  duración  como  el  tratamiento  con  PDTC  fue  capaz  de  prevenir, 

parcialmente,  la  activación  de  HIF‐1α,  aunque  en  ambos  casos,  los 

valores seguían siendo significativamente mayores que los detectados en 

los grupos control (C y CP). 
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Figura  14.‐  Activación  del  factor  de  trascripción  HIF‐1α  en  el  extracto  nuclear  del 
músculo  esquelético  vastolateral  profundo  (DVL)  en  los  distintos  grupos 
experimentales. Valores medios ± E.E.M = 8 ratas. * Diferencias significativas respecto al 
grupo  control  (p<0,05).  #  Diferencias  significativas  respecto  al  grupo  con  ejercicio 
excéntrico agudo (p<0,05).  
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4.7 Efecto de una sesión de ejercicio excéntrico agudo, de un programa 

de entrenamiento excéntrico o de la administración de PDTC, previos al 

ejercicio agudo, sobre  la  inmunoprecipitación de  los complejos HIF1α‐

ADN 

Al  igual  que  ocurre  con NF‐B,  en  el  promotor  de  los  genes  que 

codifican  las  isoformas  de  la  NOS  se  encuentran  secuencias  de  unión 

específicas  para  HIF‐1α.  Con  el  fin  de  seguir  ahondando  en  los 

mecanismos responsables del control transcripcional de las isoformas de 

la NOS decidimos estudiar,  también,  la posible  implicación de HIF1α en 

este proceso. Asímismo,  se pretendió  comprobar  si  la posible unión de 

este  factor de  transcripción  al  promotor  se  traducía  en  una  regulación 

transcripcional activa. Para ello se procedió a  la  inmunoprecipitación del 

complejo HIF‐1α‐ADN, utilizando un anticuerpo policlonal que reconoce a 

HIF‐1α. 

Al  igual que se hizo con  la  inmunoprecipitación de NF‐B‐ADN, se 

extrajo  el  ADN  de  las  fracciones  Input,  Unido  y  Sin  anticuerpo  y  se 

analizaron  cantidades  iguales  de  cada  fracción,  utilizando 

oligonucleótidos que amplificasen  la  región promotora de  las  isoformas 

de la NOS (Figura 15). 
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Figura  15.‐  Inmunoprecipitación  de  los  complejos  HIF‐1α‐ADN.  Se  llevó  a  cabo  la 
inmunoprecipitación de  la cromatina  fijada con  formaldehído del músculo vastolateral 
de animales controles, animales con ejercicio excéntrico agudo, con ejercicio excéntrico 
agudo tratados con PDTC y entrenado. Los  inmunoprecipitados obtenidos utilizando un 
anticuerpo  frente  a  HIF1α  fueron  alicuotados  y  posteriormente  analizados  por  PCR 
utilizando  oligonucleótidos  específicos  de  los  promotores  de  las  isoformas  de  la NOS. 
Para cada caso se incluyó una muestra de la cromatina total (Input) en las reacciones de 
PCR.  Como  control  negativo  se  incluyeron  los  productos  de  PCR  obtenidos  con 

oligonucleótidos específicos para el promotor del HPRT. Ab = Anticuerpo. 

 

Tal  como  se  muestra  en  la  Figura  15,  en  el  caso  de  HIF‐1α  se 

detectaron bandas correspondientes a la unión de HIF‐1α al promotor de 

los  genes  del  las  isoformas  de  la  NOS  en  el  conjunto  de  animales  

sometidos a ejercicio excéntrico agudo. No se detectó la unión de HIF‐1α 

en  el  caso de  animales  controles. Como  control negativo,  se  analizó  la 

unión  de  HIF‐1α  al  promotor  del  HPRT,  gen  cuya  expresión  no  esta 

regulada por HIF‐1α. Como podemos observar en  la figura, en este caso 
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tampoco existe unión de HIF‐1α al promotor ni en el grupo de animales 

control ni en el grupo de animales ejercitados. 

4.8 Efecto de una sesión de ejercicio excéntrico agudo, de un programa 

de entrenamiento excéntrico o de la administración de PDTC, previos al 

ejercicio  agudo,  sobre  la  inmunoprecipitación  de  los  complejos  ARN 

polimerasa II‐ADN  

En los animales sometidos a un ejercicio excéntrico agudo, con o sin 

un tratamiento con PDTC o un entrenamiento previo, se observó que el 

HIF‐1α está activo y que se encontraba unido al promotor de  los genes 

que codifican  las  isoformas de  la NOS. Por ello, se decidió estudiar que 

podría estar sucediendo en la región transcribible de nNOS, iNOS y eNOS, 

utilizándose para ello oligonucleótidos específicos. 

En la Figura 16 se puede observar como en los grupos A, AP y AT, la 

ARN polimerasa  II se encuentra presente en  la zona  transcribible de  los 

genes,  lo que  implica que está teniendo  lugar su transcripción. La unión 

fue ligeramente más notoria en el grupo sólo con ejercicio agudo, que en 

los grupos con ejercicio agudo pero tratados con PDTC o entrenados. 
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Figura 16.‐  Inmunoprecipitación de  los  complejos ARN polimerasa  II‐ADN.  Se  llevó a 
cabo  la  inmunoprecipitación  de  la  cromatina  fijada  con  formaldehído  del  músculo 
vastolateral de animales controles, animales con ejercicio excéntrico agudo, con ejercicio 
excéntrico  agudo  tratados  con  PDTC    y  entrenado.  Los  inmunoprecipitados  obtenidos 
utilizando un anticuerpo frente a ARN polimerasa II fueron alicuotados y posteriormente 
analizados  por  PCR  utilizando  oligonucleótidos  específicos  de  los  promotores  de  las 
isoformas de la NOS. Para cada caso se incluyó una muestra de la cromatina total (Input) 
en  las  reacciones  de  PCR.  Como  control  negativo  se  incluyeron  los  productos  de  PCR 
obtenidos con oligonucleótidos específicos para el promotor del HPRT. Ab = Anticuerpo. 
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4.9 Efecto de una sesión de ejercicio excéntrico agudo, de un programa 

de entrenamiento excéntrico o de la administración de PDTC, previos al 

ejercicio  agudo,  sobre  la  expresión  génica  de  la  citoquina 

proinflamatoria IL‐1β 

Las  citoquinas,  incluida  la  interleucina  1β  juegan  un  papel  muy 

importante en la respuesta inflamatoria aguda. 

Tal y como se refleja en la Figura 17 el ARNm de IL‐1β se incrementó 

de manera significativa en los grupos sometidos a una sesión de ejercicio 

excéntrico agudo en  relación  con  los grupos  control. Sin embargo, esta 

activación no fue tan marcada en el grupo con ejercicio excéntrico agudo 

tratado con PDTC y en el grupo con entrenamiento excéntrico. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  17.‐  Contenido  de  ARNm  de  IL‐1β  en  los  diferentes  grupos  experimentales. 
Valores medios ± E.E.M = 8 ratas. * Diferencias significativas respecto al grupo control 
(p<0,05).  # Diferencias  significativas  respecto  al  grupo  con  ejercicio  excéntrico  agudo 
(p<0,05). 
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Los  cambios  observados  en  el  ARNm  se  correlacionaron  con  un 

aumento significativo en el contenido proteico de  los grupos ejercitados 

de  forma  aguda  (Figura  18).  El  tratamiento  con dos dosis de PDTC  y  8 

semanas  de  entrenamiento  excéntrico,  disminuyeron  el  incremento 

anterior pero sin llegar a los valores presentados por los grupos control. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  18.‐  Expresión  de  la  proteína  IL‐1β  en  la  fracción  citosólica  de  músculo 
esquelético  vastolateral  profundo  (DVL)  en  los  diferentes  grupos  experimentales. 
Bandas  (1)  IL‐1β 17  kDa  (2) β‐Actina 40kDa. El panel  superior muestra Western blots 
representativos.  El  panel  inferior muestra  las  variaciones  de  la  proteína  IL‐1β  en  los 
distintos grupos de estudio expresadas como % respecto a su control. Valores medios ± 
E.E.M  =  8  ratas.*  Diferencias  significativas  respecto  al  grupo  control  (p<0,05).  # 
Diferencias significativas respecto al grupo con ejercicio excéntrico agudo (p<0,05). 
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5.1. Efectos de una sesión de ejercicio excéntrico agudo 

El ejercicio físico está implicado en la generación de señales que son 

importantes en la fisiología de la célula muscular (Goodyear y cols., 1996; 

Yu  y  cols.,  2003).  Reid  (2001)  demostró  que  las  EROs  y  el  NO  son 

producidos continuamente por el músculo esquelético de sujetos sanos y 

que  estas  moléculas  modulan  procesos  como  el  desarrollo,  el 

metabolismo, el flujo sanguíneo y  la función contráctil. En  la mayoría de 

los  casos  los  autores  especulan  acerca  del  papel  que  las  ERNs  pueden 

tener  como  señales mediadoras de  la  respuesta adaptativa muscular al 

ejercicio (Jackson, 1999). 

No  obstante,  existen  numerosos  estudios  que  consideran  al 

ejercicio físico agudo o de elevada intensidad como una causa importante 

de  daño  en  el  músculo  esquelético,  específicamente  en  las  fibras 

musculares. Además, es  sabido que el estrés oxidativo  y  la  inflamación 

juegan un papel muy  importante en  la progresión del daño en  las fibras 

musculares después del inicio de la agresión mecánica. 

La  contracción  excéntrica  promueve,  no  sólo  daño muscular  sino 

también,  la producción de EROs, que en combinación con  la producción 

de NO  elevada,  es  capaz  de  inducir  la  generación  de  peroxinitritos.  La 

formación  de  peroxinitrito  promueve,  a  su  vez,  el  estrés  oxidativo  y 

nitrosativo. El metabolismo del NO culmina en la acumulación de nitritos 

y  nitratos,  dos  derivados  relativamente  estables  y  que  pueden  ser 

cuantificados en los sistemas biológicos. 

En  apartados  anteriores  se  ha  reseñado  la  importancia  del  óxido 

nítrico  en multitud  de  procesos  fisiológicos  en  los  cuales  actúa  como 
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vasodilatador, neurotransmisor, antimicrobiano e inmunomodulador. No 

obstante, el NO, con una misión defensiva y preservadora de la perfusión 

tisular,  al  ser  liberado  en  cantidades masivas  o  crónicamente,  actuaría 

como  citotóxico  y  potenciador  de  una mala  oxigenación  de  los  tejidos 

(Nussler y  Billiar, 1993; Nussler y cols., 1995). 

La  producción  de  NO  varía  en  función  del  tejido  estudiado,  y 

también  se  ve  estimulada  de  forma  diferencial  dependiendo  del 

protocolo  de  ejercicio  ejecutado.  En  el  presente  estudio  se  puso  de 

manifiesto  una  elevación  significativa  de  la  nitración  proteica  en  el 

músculo  de  aquellos  animales  que  fueron  sometidos  a  un  ejercicio 

excéntrico agudo.  La acción del PDTC  contrarresta  significativamente el 

marcado  aumento  en  la  nitración  de  los  residuos  de  las  proteínas 

celulares  en  ratas  sometidas  a  un  ejercicio  excéntrico  agudo,  lo  cual 

confirmó el papel antioxidante de esta molécula.  

El ejercicio  físico promueve una gran variedad de acontecimientos 

fisiológicos que pueden conducir, en última  instancia, a  la activación del 

NF‐B.  El  factor  de  transcripción  NF‐B  controla  la  expresión  de  un 

amplio  abanico  de  genes  relacionados  con  inflamación,  inmunidad  y 

otros procesos  relacionados con el cáncer y  la apoptosis  (Galter y cols., 

1994).  NF‐кB  está  compuesto  por  miembros  de  la  familia  Rel.  En 

mamíferos estas proteínas  incluyen: (NF‐B1), p65 (RelA), p52 (NF‐B2), 

RelB, c‐Rel, p105, and p100  (Miyamoto y Verma, 1995; Baldwin, 1996). 

NF‐B  se  encuentra  presente  en  el  citoplasma  en  un  estado  inactivo, 

unido a las proteinas inhibidoras IB. El factor nuclear puede ser activado 

por  una  gran  cantidad  de  estímulos  tales  como:  H2O2,  citoquinas  pro‐

inflamatorias (TNF‐α), interleuquinas IL‐1, IL‐6 y/o LPS.  
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El proceso de activación se inicia con la fosforilación de IBα (en las 

Ser‐32 y Ser‐36) e IBβ (en las Ser‐19 y Ser‐23) por la IκB kinasa (IKK). La 

fosforilación  por  IKK,  dispone  al  IκB  para  la  ubiquitinación  y  posterior 

degradación  proteolítica  por  el  proteasoma  26S  (Zamanian‐Daryoush  y 

cols., 2000). De esta  forma,  la  fosforilación de  IBα es el estímulo que 

facilita  la disociación  y  la  traslocación  al núcleo del  complejo  activo de 

NF‐B  (p50/p65), el cual se une a  la secuencia de ADN correspondiente 

de los distintos genes diana, entre los que se incluye la MnSOD, GCS, GPx 

e iNOS entre muchos otros (Baeuerle y Henkel, 1994). 

El  papel  estimulador  de  las  EROs/ERNs  sobre  el  NF‐B  fue 

confirmado  por  Zhou  y  cols.  (2001),  quienes  constataron  una  mayor 

activación  del  mismo  en  células  de  músculo  esquelético  tratadas 

previamente con agentes prooxidantes como el paraquat y/o el peróxido 

de  hidrógeno  (Zhou  y  cols.,  2001).  En  este mismo  estudio  también  se 

observó, que la activación afecta a las subunidades p65, p50 y RelB, que 

serían las principales implicadas en la formación de dímeros activos  en el 

músculo esquelético. La activación del NF‐B en el músculo esquelético 

en  respuesta  a  diversos  estímulos  se  asocia  con  el  establecimiento  y 

desarrollo  de multitud  de  procesos,  tales  como  la  estimulación  de  la 

diferenciación celular (Penner y cols., 2001),  la proteolisis muscular bajo 

condiciones  de  caquexia  y  sepsis  (Hunter  y  cols.,  2002),  la  atrofia 

muscular  inducida  por  desuso,  la  distrofia  muscular  de  Duchenne 

(Carlson y cols., 2005), etc. La mayor parte de estos procesos implican la 

activación de la ruta constitutiva del NF‐B, que conlleva la fosforilación y 

degradación del inhibidor IB y en la que participa el dímero p50/p65.  
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Sin embargo, se han descrito rutas alternativas, como aquella en la 

que desempeña un papel relevante  la subunidad p50, el miembro de  la 

familia  IBα,  Bcl3  que  implica  la  activación  del  IKKα  y  otras  vías  con 

patrones de activación en  los que se observaría una respuesta bifásica y 

diferenciada en el tiempo del  NF‐B (Hunter y cols., 2002).  

Hasta el momento los estudios acerca de la expresión del complejo 

proteico IKK en el músculo esquelético y su activación (fosforilación) ante 

circunstancias que implican un grado de estrés oxidativo/nitrosativo, son 

escasos y muy  iniciales. Los resultados obtenidos en el presente trabajo 

corroboran los datos aportados por Li y cols. en un estudio publicado en 

2004, en el que analizan el efecto de un ejercicio agudo en tapiz rodante 

sobre la ruta de activación del NF‐B en la porción profunda del músculo 

vastolateral  (DVL)  de  ratas  (Li  y  cols.,  1999).  Así,  la  realización  de  un 

ejercicio excéntrico agudo parece activar la vía de señalización de NF‐B, 

comprobándose  que  la  activación  de NF‐B  está  acompañada  por  una 

cascada de procesos en el músculo ejercitado, entre los que se incluye: 

a) Incremento en la fosforilación de IKKα e IBα, y 

b) Depleción en los contenidos citosólicos de IKKα e IBα  

Todo esto  corroboró  la  importancia de  la  vía de  señalización NF‐B en 

respuesta a un ejercicio excéntrico agudo. 

Estudios previos han demostrado que la señalización del NF‐B está 

regulada  por  elevaciones  en  el  calcio  intracelular  y  EROs,  ambas 

situaciones ocurren como una consecuencia directa de la contracción del 

músculo esquelético. 
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 La  administración  de  antioxidantes  de  distintos  orígenes,  tales 

como  la N‐acetil‐cisteína  (NAC)  (Majano y cols., 2004), el diclorometano 

de  origen  bacteriano,  compuestos  fenólicos,  flavonoides  etc.,  parece 

contribuir a  la  restauración de  los valores normales bajo  situaciones de 

estrés oxidativo/nitrosativo. Así multitud de trabajos muestran  la acción 

de  estos  compuestos  disminuyendo  la  activación  de  las  distintas 

isoformas  de  la NOS,  proceso  que  está mediado  en  la mayoría  de  los 

casos por una inhibición del NF‐B. 

Fuera del tejido muscular, son muchos los estudios que demuestran 

como  el  uso  del  PDTC,  como  antioxidante,  conduce  a  la  inhibición  de 

algunos  factores de  transcripción.  Togashi  y  cols.  (1997)  estudiaron  los 

efectos  del  PDTC  sobre  la  activación  del NF‐B  y NO  en  astrocitos.  La 

inactivación del NF‐B por el PDTC, en tejidos no neuronales, se cree que 

se debe, o bien a la inhibición de la liberación o a la degradación del IB, 

a través de sus propiedades quelantes y antioxidantes de éste.  

El PDTC  se ha  visto que bloquea al NF‐B en un amplio  rango de 

tejidos,  tipos  celulares  y  en  respuesta  a  diversos  estímulos  (Schreck  y 

cols., 1992b). 

El presente trabajo ratifica el papel antiinflamatorio y antioxidante 

atribuido por otros autores al PDTC. Las  ratas que habían  sido  tratadas 

con PDTC  y que habían  sido  sometidas  a un ejercicio  agudo excéntrico 

mostraron una menor activación del NF‐B en el músculo,  junto con el 

correspondiente aumento en los contenidos de IBα y el descenso en las 

formas fosforiladas de IBα e IKKα.  

En  la mayoría de  los  casos  los autores han especulado acerca del 

papel  que  el NO  pueden  tener  como  señal mediadora  de  la  respuesta 
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adaptativa muscular al ejercicio (Jackson, 1999). Así se sabe que durante 

los   procesos de contracción muscular  intensos  la producción de NO  se 

incrementa de forma significativa. Todos estos datos son  indicadores de 

un  hecho  indudable  como  es  el  que  la  actividad  contráctil  promueve 

cambios  drásticos  en  la  situación  oxidativa  del  tejido  muscular,  con 

fuertes incrementos en la producción de EROs/ERNs, lo cual desencadena 

procesos  de  señalización  intracelular  que  revierten  sobre  la  expresión 

génica del  tejido. Por ello, en  las últimas décadas  los  investigadores  se 

han volcado en el estudio de  las posibles vías  intracelulares que se ven 

estimulada por la actividad contráctil en el músculo esquelético. 

El  aumento  significativo  del  NO  fue  el  resultado  de  la 

sobreexpresión de  las tres  isoformas de  la NOS, con su correspondiente 

aumento  en  el  contenido  proteico  y  en  la  expresión  del  ARNm.  La 

práctica de ejercicio agudo excéntrico  sobre  la actividad y expresión de 

estas  isoformas  en  el  músculo  esquelético  se  ha  constatado  con  la 

publicación de diversos estudios orientados en esta dirección. Así Roberts 

y  cols.  (1999),  observaron  como  un  protocolo  de  ejercicio  exhaustivo 

sobre  tapiz  rodante  indujo,  de  forma  estadísticamente  significativa,  la 

actividad  de  la  NOS  en  el  músculo  gastrocnemio  de  las  ratas 

participantes,  indicando que ambas  isoformas (nNOS y eNOS) aumentan 

con  el  ejercicio  y  que  éstas,  no  sólo  se  expresan  en  el  músculo 

constitutivamente, sino que su actividad es inducible cuando la demanda 

metabólica del músculo aumenta. 

El papel que  juegan  las  isoformas de  la NOS en el ejercicio ha sido 

muy  estudiado.  La  discreta  localización  de  la  nNOS  en  el  músculo 

esquelético  asociada  al  complejo  distrofina‐glicoproteína,  forma  un 

puente  de  unión  entre  el  citoesqueleto  y  la  matriz  extracelular.  Está 
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demostrado  que  esta  isoforma  juega  un  papel  importante  en  la 

regulación de  la glucosa,  la actividad contráctil, y el  flujo sanguíneo, sin 

embargo  muy  poco  se  sabe  sobre  la  importancia  funcional  de  la 

localización de la nNOS en el músculo.   

La  eNOS  se  conoce  como  una  enzima  esencial  para  el 

funcionamiento vascular con una localización específica en la mitocondria 

del músculo esquelético. La  liberación de NO producido por eNOS  juega 

un  papel  muy  importante  en  la  mejora  de  la  regulación  del  flujo 

sanguíneo  del  músculo  esquelético  interaccionando  con  otros 

vasodilatadores.  Esta  isoforma  también  está  relacionada  con  la 

mitocondria en ratones y se correlaciona con  la respiración mitocondrial 

que  ocurre  en  el  músculo,  y  probablemente  también  participa  en  la 

fosforilación oxidativa. Por otra parte, un  incremento de  la expresión de 

la eNOS durante el ejercicio es considerado una adaptación importante a 

la  presencia  de  pulso  o  el  efecto  cizalla  que  ocurre  en  el  endotelio 

vascular (Grumbach y cols., 2005). 

Una vez ya  localizadas  la nNOS y eNOS en el citoesqueleto y en  la 

mitocondria  respectivamente,  es  lógico  pensar  que  el  ejercicio  puede 

promover  la  regulación  de  estas  dos  formas  constitutivas  a  través  del 

estrés mecánico y metabólico. Además Tidball y cols. (1998) encontraron 

que  la  nNOS  aumentaba  con  ejercicios  de  carga,  fortaleciendo  así  la 

teoría que cambios en el estrés mecánico alteran los niveles de nNOS en 

el músculo. El trabajo publicado en el 2002 por Momken y cols., estudió 

el  papel  de  la  eNOS  utilizando  como modelo  ratones  carentes  de  este 

gen.  Los  autores  observaron  que  la  deleción de  eNOS modula  el  perfil 

energético de los músculos con fibras oxidativas, mientras que los perfiles 

del músculo cardiaco o con fibras glucolíticas, permanece casi inalterado.  
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La ausencia del gen eNOS induce varias alteraciones anatómicas en 

los ratones; p.e.  los animales presentan una disminución significativa de 

la longitud de la tibia. Estos resultados coinciden con otros más recientes 

que  demuestran  que  eNOS  está  implicada  en  la  regulación  local  del 

metabolismo  y  el  crecimiento  del  hueso  al  influir  en  la  función  de  los 

osteoblastos  (Aguirre  y  cols.,  2001)  Otro  resultado  muy  interesante 

obtenido de este mismo trabajo es el descenso marcado en la respiración 

mitocondrial que ocurre en el músculo. Este efecto, unido al descenso en 

un 40% en la actividad citrato sintasa, sugiere un descenso de eNOS en la 

población mitocondrial en los ratones knockout (Momken y cols., 2002). 

Otros aspectos más novedosos sobre la localización de NOS indican, 

tras  la  realización  de  estudios  inmunohistoquímicos,  que  estas  tres 

isoformas están coexpresadas en el músculo esquelético humano (Punkt 

y  cols.,  2006)  y  exhiben  una  expresión  muy  marcada  en  las  fibras 

glucolíticas  rápidas, mientras  que  en  las  fibras  oxidativas  o  glucolíticas 

existe una menor expresión de NOS, lo que sugiere que el NO puede estar 

implicado  en  el  metabolismo  oxidativo.  Un  año  antes,  Buchwalow 

demostró  que  estas  isoformas  también  se  expresaban  en 

compartimentos  intracelulares  tales como el  retículo sarcoplasmico o  la 

mitocondria  de  las  fibras  contráctiles.  La  localización  de  NOS  en  la 

mitocondria y en  las fibras contráctiles enfatiza todavía más el papel del 

NO  en  la  respiración  y  sobre  la  función  contráctil  del  músculo 

esquelético.  

Estudios previos han demostrado que  en músculos  ejercitados,  la 

regulación  transcripcional es  crucial para  la producción excesiva de NO 

principalmente por la isoforma de la iNOS (Qi y cols., 2004). La síntesis de 

NO por parte de  la enzima  iNOS se ve  inducida por multitud de factores 
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externos,  como el  liposacárido bacteriano,  así  como por  situaciones en 

las que se da una condición inflamatoria (Nussler y Billiar, 1993). Ya en los 

primeros  estudios  y  como  hemos  mencionado  con  anterioridad,  se 

apunta  al músculo  como  una  importante  fuente  generadora  de  óxido 

nítrico (Marechal y Gailly, 1999). 

El estudio de  la expresión de  iNOS en el músculo es relativamente 

reciente. Esta  isoforma parece ejercer, a su vez, una  función reguladora 

sobre el factor de transcripción NF‐B, el cual constituye una pieza clave 

en  la estimulación de  la expresión de  la  iNOS  (Griscavage y cols., 1996). 

No obstante, los estudios acerca de la expresión de la isoforma de la iNOS 

en el músculo esquelético son muy controvertidos. Así, mientras ciertos 

autores postulan una inducción de esta enzima en el músculo esquelético 

únicamente  bajo  ciertas  condiciones  estimuladoras  (Thompson  y  cols., 

1996), otros apuntan a una expresión  constitutiva de  la misma  (Gath y 

cols., 1996). En este sentido se ha demostrado que el músculo, durante el 

ejercicio,  o  bajo  condiciones  de  estimulación  eléctrica  in  vitro,  libera 

compuestos nitrosilados al medio  (Balon y Nadler, 1994; Kobzik y  cols., 

1994). 

Fuera  del  tejido muscular,  tal  y  como  fue  publicado  por  nuestro 

grupo  de  investigación,  el  ejercicio  de  tipo  extenuante  ejerce  efectos 

estimuladores  sobre  la  expresión  de  la  iNOS  en  leucocitos  circulantes 

(Jiménez‐Jimenéz y cols., 2008). El producto resultante de la acción de la 

iNOS, el óxido nítrico, ejerce a  su  vez una  función  reguladora  sobre, el 

anteriormente  citado,  factor  de  transcripción  nuclear  NF‐B,  el  cual 

constituye una pieza clave en  la estimulación de  la expresión de  la  iNOS 

(Qi y cols., 2004). 
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El factor de transcripción NF‐B controla la regulación de un amplio 

abanico  de  genes  que  mayoritariamente  se  ha  demostrado  que  son 

proinflamatorios  y  están  implicados  en  los  procesos  de  inflamación 

(Chung  y  cols.,  2005).  La  activación  del  NF‐B  es  responsable  de  la 

transcripción  de  proteínas  como  iNOS,  en  cuyo  promotor  se  ha 

constatado la presencia de secuencias específicas para la unión del NF‐B 

(Zaragozá y cols., 2005). En este punto resulta interesante citar uno de los 

trabajos realizados por este grupo en el que demuestran mediante ChIP 

assay la presencia de elementos cis reguladores del NF‐B en el promotor 

de la iNOS, induciendo su expresión.  

El presente estudio demuestra, mediante la utilización de la técnica 

de  ChIP  assay,  como  tras  un  ejercicio  excéntrico  agudo  el  NF‐B  es 

responsable, al menos en parte, del incremento de expresión de iNOS, ya 

que  se encuentra presente en el promotor del  gen. Además, de  forma 

simultánea  a  la  unión  de  NF‐B  en  la  región  promotora  del  gen,  la 

presencia de  la ARN polimerasa II en  la zona transcribible parece  indicar 

que  esta  unión  provoca  la  activación  transcripcional  del  mismo.  Esto 

explicaría el aumento significativo en el contenido de ARNm y proteína. 

Por todo ello, el NF‐B puede ser un mediador directo de la inducción de 

la iNOS en el  músculo vasto interno profundo y su activación beneficiosa 

para  la adaptación de  las células musculares del daño oxidativo estrés e 

inflamación. 

La presente  tesis  también  tuvo  como  finalidad demostrar no  sólo 

que la práctica de un ejercicio físico excéntrico agudo podía activar la vía 

de  señalización  de  NF‐B  sino  también  determinar  la  posible 

participación de NF‐B en la regulación de las tres isoformas de la NOS en 
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el músculo esquelético de  ratas.  En este punto es  importante destacar 

que  son  pocos  los  trabajos  que  profundizan  en  el  efecto  del  ejercicio 

físico agudo sobre la regulación de las distintas isoformas de la NOS en el 

músculo. Aunque  originalmente  se  pensó  que  la  nNOS  y  la  eNOS  eran 

unas  enzimas  que  se  expresaban  constitutivamente,  cada  vez  es más 

evidente que su expresión puede estar modulada por estímulos químicos 

y físicos incluso las EROs (Boissel y cols., 1998). 

Los datos aquí expuestos aportan  información novedosa acerca de 

la regulación de las mismas, demostrando que el NF‐B interactúa con el 

promotor  de  la  nNOS  y  la  eNOS  en  respuesta  a  un  ejercicio  agudo 

excéntrico. Además, eNOS y nNOS  responden activamente tras la sesión 

aguda de ejercicio aumentado su expresión en el músculo esquelético. El 

incremento en la expresión de ambos genes se tradujo paralelamente  en 

un aumento de la cantidad de proteína. De nuevo, los resultados parecen 

confirmar que estas dos isoformas no sólo se expresan constitutivamente 

en el músculo sino que su actividad podría ser inducible cuando aumenta 

la demanda metabólica en dicho tejido. 

La  administración  de  PDTC  no  sólo  inhibió  a  la  iNOS  sino  que 

también  inhibió parcialmente  la unión del  factor de  transcripción  a  los 

promotores de  las  isoformas nNOS  y eNOS  y  su posterior  transcripción 

génica  en  respuesta  a  un  ejercicio  excéntrico  agudo.  Estos  resultados 

confirman que el aumento de la expresión de los genes que codifican las 

isoformas  de  la  NOS  y  la  activación  de  NF‐B  no  son  fenómenos 

independientes  que  se  producen  de  forma  simultánea,  sino  que  se 

demuestra, de forma directa, mediante  la técnica de ChIP assay que NF‐

B  está  unido  al  promotor  de  estos  genes  y  que  por  tanto  podría  ser 

responsable,  por  lo menos  en  parte,  del  incremento  de  su  expresión. 



Tesis Doctoral: María Elena Lima Cabello 

 
 

 

120 

Además,  la  presencia  de  la  ARN  polimerasa  II  en  la  zona  transcribible 

simultáneamente  a  la unión de NF‐B en  los  genes que  se produce en 

animales  que  llevaron  a  cabo  un  ejercicio  excéntrico  agudo,  parece 

indicar que esta unión provoca la activación transcripcional de estos tres 

genes. 

En resumen, los resultados expuestos ponen de manifiesto como el 

estrés nitrosativo generado por el ejercicio excéntrico agudo es capaz de 

activar  la  regulación  transcripcional de  los genes que  codifican para  las 

isoformas de  la NOS mediante un mecanismo dependiente de NF‐B en 

el  músculo  esquelético.  Este  hecho  muestra  por  primera  vez  la 

funcionalidad del sitio de unión de NF‐B, y el potencial papel regulador 

que éste puede ejercer sobre las tres isoformas de la NOS.  

Sin embargo esto no excluye  la  contribución de otros  factores de 

transcripción  activados.  En  este  sentido,  otro  de  los  factores  de 

transcripción cuya expresión se ha visto alterada en nuestro modelo de 

ejercicio  excéntrico  agudo  es  el  factor  de  transcripción  inducible  por 

hipoxia HIF‐1α.  

Aunque  son  numerosos  los  estudios  donde  se  demuestra  la 

activación de HIF‐1α en condiciones patológicas  (Jung y cols., 2003b),  la 

relevancia  fisiológica del  sistema HIF‐1 no ha  sido muy estudiada. En  la 

respuesta muscular al ejercicio existen ciertos cambios que parecen estar 

mediados por HIF‐1α. Debido a  la demando de oxígeno requerida por el 

músculo,  éste  sufre  una  serie  de  cambios  orientados  a  aumentar  el 

transporte de oxígeno y mejorar así sus capacidades metabólicas (Russell 

y  cols., 2005). Ameln  y  cols. demostraron por primera  vez,  también en 

2005, que el ejercicio  físico  induce  la  ruta de  señalización de HIF en el 



Discusión 

 
 

 

121 

músculo  esquelético  de  humanos.  En  el  siguiente  año,  Lundby  y  cols. 

(2006) pusieron de manifiesto que un ejercicio agudo en condiciones de 

normoxia regula a dicho  factor de transcripción y que éste puede ser el 

responsable  de  la  inducción  de  la  adaptación  de  ciertos  genes.  Estos 

cambios  transcripcionales ponen de manifiesto un esfuerzo  coordinado 

del músculo para adaptarse al estrés del ejercicio, otorgando al HIF‐1α un 

papel importante en la regulación de la función muscular. 

La presencia del ARNm y de  la proteína de HIF‐1 en el músculo de 

animales está ampliamente estudiado (Stroka y cols., 2001). Sin embargo, 

aunque  la función del HIF‐1 en un músculo no entrenado y durante una 

sesión  de  ejercicio  excéntrico  agudo  ha  sido  estudiada,  aun  no  se  ha 

llegado a  comprender del  todo. Un músculo no entrenado y en  reposo 

tiene  la proteína HIF‐1α estabilizada,  lo que sugiere que HIF‐1 posee un 

importante papel en el mantenimiento de la homeostasis muscular. Esta 

hipótesis  fue  fuertemente  apoyada  por  el  grupo  de  Ameln  y  cols.,  en 

2005  quienes  mostraron  como  un  ejercicio  agudo  aumentaba  la 

estabilización de  la proteína HIF‐1α,  incrementando  así  la expresión de 

HIF y sus genes dianas en respuesta al ejercicio. 

El mayor desencadenante de la acumulación de HIF es la hipoxia. En 

condiciones  de  normoxia  HIF‐1α es  rápidamente  ubiquitinado  y 

degradado  por  el  proteosoma  (Jewell  cols.,  2001).  No  obstante,  en 

ausencia de oxígeno HIF‐1α es estabilizado y se acumula en el núcleo. Por 

lo  tanto,  en  ejercicio  la  explicación más  sencilla  de  por  qué HIF‐1  está 

inducido,  sería  que  en  el  tejido  hubiera  condiciones  de  hipoxia. 

Curiosamente un trabajo llevado a cabo por el grupo de Honing y cols. a 

principio de  los 90 sugirió que  la distribución de oxígeno en el músculo 

podía ser más uniforme con el ejercicio que en reposo incrementando así 
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el  flujo  a  las  zonas menos oxigenadas protegiendose  así  al  tejido de  la 

hipoxia (Honig y cols., 1991).  

El  trabajo  llevado  a  cabo  por  Lundby  y  cols.  (2006)  puso  de 

manifiesto como el aumento de HIF‐1α no parece depender de que exista 

hipoxia en el tejido. De hecho, la inducción de HIF‐1α ocurrió varias horas 

después de haber efectuado el ejercicio, cuando está asumido que ya no 

existe hipoxia en el músculo. De alguna manera HIF‐1 ya no es afectado 

por la hipoxia, lo cual significaría que el dicho factor de transcripción y los 

mecanismos que lo regulan se adaptan y se hacen tolerantes a la misma. 

Por  tanto,  existen  otros  mecanismos  distintos  que  explican  que  el 

ejercicio  induzca  un  aumento  de  HIF‐1α.  Los  radicales  libres  son 

mediadores  de  adaptaciones  celulares  (Jackson  y  cols.,  2007)  y  cabe 

recordar que han sido sugeridos como mediadores de  las respuestas de 

hipoxia. El óxido nítrico puede aumentar la expresión de HIF‐1, de modo 

que  ésta  podría  ser  una  vía  de  comunicación,  en  el músculo,  entre  la 

hipoxia, los radicales libres y el factor. 

Las  ERNs  juegan  un  papel  muy  significativo  en  los  procesos 

biológicos,  incluyendo  la  señalización de  vías de determinados  factores 

de  transcripción  como  el  HIF‐1α.  Tradicionalmente  las  ERO/ERNs  han 

recibido  gran  atención  ya  que  han  sido  considerados  deletéreas.  Sin 

embargo, en la actualidad se sabe que pueden ser producidas de manera 

controlada  en  respuesta  a  la  hipoxia  y  activar  genes  inducibles  por  la 

hipoxia mediante  la estabilización de HIF‐1α. Teniendo en cuenta que el 

ejercicio de moderado a  intenso,  realizado en condiciones de normoxia 

ambiental, disminuye significativamente  la pO2  intracelular muscular, se 

ha  planteado  que  las  ERNs  pueden  en  realidad  estar  mediando  las 

respuestas adaptativas al ejercicio (Urbina‐Pinilla, 2008). 
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En el presente trabajo se ha estudiado  la activación de este  factor 

de  transcripción  en  el músculo  esquelético  de  rata  tras  una  sesión  de 

ejercicio excéntrico agudo. Se pudo observar que HIF‐1α está activado en 

condiciones  de  normoxia  con  un  ejercicio  excéntrico  agudo,  sugiriendo 

así que el ejercicio, por si solo, puede provocar la regulación de HIF‐1 en 

el músculo esquelético. El PDTC,  inhibidor  selectivo del NF‐B  también 

bloqueó  parcialmente  al  HIF‐1α,  posiblemente  debido  a  la  naturaleza 

antioxidante de dicha molécula (Figueroa y cols., 2002).  

HIF‐1  también  juega  un  papel  destacado  en  la  respuesta 

inflamatoria. El NO se comporta como un regulador positivo en la función 

muscular durante el ejercicio, pero la activación de la isoformas de la NOS 

pueden  producir  grandes  cantidades  de  NO  capaces  de  estimular  el 

proceso inflamatorio.  

En esta Tesis Doctoral se ha investigado el papel que tiene HIF 1 en 

la  regulación de  las  isoformas de  la NOS  en  el músculo  esquelético de 

ratas, después de un ejercicio excéntrico agudo. Por primera  vez  se ha 

demostrado que HIF‐1α está unido, de manera directa, al promotor de 

éstas, eNOS,  iNOS y nNOS,  regulando  la expresión de  las  tres  isoformas 

de  la óxido nítrico sintasa. Además  la presencia de  la polimerasa  II en  la 

zona  transcribible  simultáneamente  a  la  unión  de  HIF‐1α  en  los  tres 

genes  de  las  ratas  que  fueron  sometidas  a  una  sesión  de  ejercicio 

excéntrico  agudo,  parece  indicar  que  esta  unión  provoca  la  activación 

transcripcional de las isoformas. Este hecho muestra la funcionalidad del 

sitio  de  unión  de HIF‐1α,  y  el  papel  regulador  que  éste  puede  ejercer 

sobre las isoformas de la NOS. Esta unión disminuyó parcialmente en los 

animales  sometidos  a  una  sesión  aguda  de  ejercicio  excéntrico  pero 

tratados con dos dosis de PDTC.  
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La relación entre la hipoxia y NOS no está muy establecida, aunque 

posiblemente  otros  factores  tales  como  la  citoquina  IL‐1β  pueden 

influenciar en la regulación de NOS a través de HIF‐1 (Jung y cols., 2000). 

Con el fin de dilucidar otras rutas  intracelulares que conducen a  la 

activación de  la  isoforma  iNOS en el músculo esquelético se procedió al 

estudio  de  la  citoquina  proinflamatoria  IL‐1β.  Los  estudios  realizados 

hasta  el  momento  que  tratan  de  esclarecer  las  vías  intracelulares 

implicadas en  la estimulación de  la expresión de  la  iNOS,  apuntan  a  la 

participación de diferentes  rutas de  señalización en  función del  tipo de 

agente  estimulador  y  del  tipo  celular  estudiado.  La  acción  de  ciertas 

citoquinas  proinflamatorias  como  la  IL‐1β  o  el  TNF‐α,  promueven  un 

incremento  en  la  expresión  de  la  iNOS  y  una  subsiguiente  producción 

masiva de NO en células del músculo  liso vascular (Kanno y cols., 1993). 

Así,  la  IL‐1β   desempeña un papel  central en el  inicio de  las  reacciones 

inflamatorias. La investigación llevada a cabo por Adams y cols. (2002) se 

centró en analizar  la  influencia de determinadas citoquinas, en sistemas 

celulares  in  vitro,  y  en  el músculo  vastolateral  de  pacientes  con  fallo 

cardiaco  crónico.  Estos  autores  observaron  que  la  acción  conjunta  de 

estas citoquinas ejerce un estímulo significativo sobre  la expresión de  la 

iNOS, estímulo que estaría  fuertemente  asociado  a  la previa  activación 

del  factor  de  transcripción  NF‐B  (Adams  y  cols.,  2002).  En  nuestro 

estudio  los  contenidos  de  proteína  se  ven  aumentados  debido  a  la 

realización de un ejercicio excéntrico agudo. Con objeto de aportar más 

información  sobre  el  mecanismo  molecular  implicado  y  comprobar  si 

existía  regulación  a nivel  transcripcional de esta  citoquina  se  analizó el 

contenido de ARNm. Los resultados sugieren que, después de un ejercicio 
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excéntrico agudo se eleva de manera significativa la regulación de la IL‐1β 

a nivel transcripcional. 

5.2. Efecto de un programa de entrenamiento excéntrico previo a una 

sesión de ejercicio excéntrico agudo 

Las  características  particulares  que  acompañan  al  ejercicio 

excéntrico hacen que cada vez sean más los estudios enfocados a la serie 

de adaptaciones provocadas a largo plazo por dicho tipo de ejercicio. Así, 

estas  adaptaciones  supondrían  una  mayor  resistencia  al  estrés 

oxidativo/nitrosativo  inducido por el ejercicio excéntrico  (Radak y  cols., 

2001).  Es  por  ello  que nos  planteamos  estudiar  el  efecto  que  un 

entrenamiento de 8 semanas tiene sobre la expresión de las isoformas de 

NOS y la activación del NF‐B. 

Tras  el  programa  de  entrenamiento  pudimos  observar  una 

adaptación traducida en una menor activación del NF‐B que la  inducida 

por un ejercicio excéntrico agudo. Además, se observó una ausencia de 

cambios significativos de  los niveles de proteína de  IB,  IB  fosforilado, 

IKK e IKK fosforilado. Al comparar estos resultados con otros que evalúan 

la  adaptación  de  la  vía  de  señalización  del  NF‐B  tras  programas  de 

entrenamiento, encontramos  algunos estudios  realizados  con  animales, 

en  los que el ejercicio  regular  reduce  la activación del NF‐B en células 

hepáticas  (Radak y cols., 2004) y musculares  (Song y cols., 2006). Otros 

estudios llevados a cabo en nuestro laboratorio muestran cómo tras seis 

semanas  de  entrenamiento  excéntrico  específico  no  se  produce  una 

activación  del  NF‐B  en  células  mononucleares  de  sangre  periférica 

(García‐López y cols., 2007). Los resultados de dicho estudio concuerdan 
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con  otro  realizado  en  personas  mayores,  en  el  cual  tampoco  se 

observaron  cambios  en  el  contenido  de  IB  fosforilado  e  IB,  tras  un 

entrenamiento excéntrico de 8 semanas (Jiménez‐ Jiménez y cols., 2008). 

Existen  evidencias  que  el  óxido  nítrico  tiene  un  importante  papel 

como  regulador  hemodinámico  y metabólico  durante  la  realización  de 

una sesión de ejercicio excéntrico agudo físico. Kingwell (2000) apuntaba 

que  existen  adaptaciones  en  este  sistema  como  resultado  del 

entrenamiento.  Hasta  la  fecha  todos  los  estudios  del  efecto  del 

entrenamiento en el NO  se han orientado  sobre  la  regulación del  tono 

vascular  y  el  flujo  sanguíneo,  antes  que  sobre  el metabolismo  o  sobre 

otros efectos. Estudios realizados en animales han puesto de manifiesto 

adaptaciones del  sistema del NO en músculo esquelético, el  cual  se ha 

postulado como precursor de algunos de  los beneficios metabólicos del 

entrenamiento.  Por  todo  ello,  no  es  de  extrañar  que  este  sistema  se 

adapte como consecuencia del entrenamiento y que estas adaptaciones 

puedan  contribuir  a  aumentar  las  capacidades  durante  el  ejercicio,  y 

reducir la  inflamación. La  influencia del entrenamiento con respecto a  la 

producción  de NO  produjo  una marcada  reducción  en  la  formación  de 

nitrotirosina,  indicando que 8 semanas de entrenamiento previnieron  la 

producción  de  la  especies  reactivas  del  nitrógeno,  generadas  por  la 

actividad de NOS después de un ejercicio excéntrico agudo. 

Todos estos datos son  indicadores de un hecho  indudable como es 

el  que  pequeños  cambios  en  la  generación  de  NO  pueden  promover 

cambios  marcados  en  la  situación  oxidativa  del  tejido  muscular,  con 

fuertes  incrementos  en  la  producción  de  ERNs,  lo  que  finalmente 

desencadena procesos de señalización intracelular que revierten sobre la 

expresión génica  del  tejido.  En  los  últimos  años  los  investigadores  han 
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profundizado  en  el  estudio  de  las  posibles  vías  intracelulares  que  se 

estimulan como consecuencia de la actividad muscular, hecho que según 

Jackson y cols. (2007), está mediada por la acción directa de las ERNs. 

Como  ya  se  apuntó  anteriormente,  no  existen  muchos  estudios 

donde se halla evaluado la respuesta de las distintas isoformas de la NOS 

a  una  sesión  aguda  de  ejercicio  excéntrico  llevada  a  cabo  tras  la 

realización  de  un  entrenamiento  crónico.  En  el  presente  estudio  los 

animales  que  previamente  fueron  sometidos  a  un  programa  de 

entrenamiento mostraron un descenso significativo tanto en la expresión 

de ARNm, como en  los contenidos proteicos de  las  tres  isoformas de  la 

NOS  en  comparación  con  el  grupo  que  sólo  realizó  el  protocolo  de 

ejercicio  excéntrico  agudo.  Este  resultado  coincide,  además,  con  una 

menor  activación  de  NF‐B,  existiendo  diferencias  significativas  con 

respecto a los valores obtenidos con el ejercicio excéntrico agudo.  

El estudio de  la expresión génica de  las  isoformas de  la NOS, tanto 

en su contenido proteico como de ARNm, y  la  interacción de NF‐B con 

los  promotores  de  estas  tres  isoformas,  demostró  claramente  que  la 

expresión  de  eNOS,  iNOS  y  nNOS,  en  el músculo  esquelético  de  ratas 

entrenadas,  disminuyó  significativamente  cuando  se  compara  con  el 

grupo de ejercicio excéntrico agudo. Este  resultado se ve  reforzado por 

otros en los cuales se han puesto de manifiesto adaptaciones vasculares, 

antioxidantes  o  antiinflamatorias  asociadas  con  el  entrenamiento.  Este 

hecho  sugiere  que  la  regulación  transcripcional  de  las  isoformas  de  la 

NOS mediada por el  factor de  transcripción NF‐B  juega un papel muy 

importante en las adaptaciones inducidas por el entrenamiento.  
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Por  todo  ello,  el  NF‐B  se  postula  como  un  mecanismo  de 

regulación que gobierna, no solo las respuestas a una sesión de ejercicio 

excéntrico  agudo  sino,  otros  importantes  procesos  biológicos  en  el 

músculo esquelético tales como la adaptación al ejercicio. 

El ejercicio regular  induce una serie de respuestas adaptativas que 

aumentan las capacidades oxidativas y metabólicas en el músculo (Gavin 

y  cols.,  2000).  El  músculo  esquelético  posee  una  habilidad  para 

aclimatarse  a  un  esfuerzo  repetido,  esta  habilidad  permite  que  esté 

mejor  preparado  para  el  ejercicio,  cosa  que  el  músculo  consigue 

rápidamente. Existen multitud de estudios, llevados a cabo en animales y 

humanos entrenados, cuyo objetivo es comprender mejor el mecanismo 

de  la  adaptación  muscular  al  ejercicio.  El  resultado  final  de  un 

entrenamiento es que el músculo ha mejorado notablemente el reparto y 

la utilización del oxígeno disponible,  lo que conduce a un aumento en el 

rendimiento y resistencia del mismo. Dado que el oxígeno es importante 

en estos cambios, es probable que HIF‐1 esté fuertemente  implicado en 

ayudar al músculo a que se aclimate a un ejercicio repetido. En general, el 

fin  del  aumento  de  HIF  es  aumentar  el  transporte  de  oxígeno  y  el 

metabolismo celular, hecho éste que se ha demostrado que ocurre con el 

entrenamiento (Mason y Jonson, 2007). 

Existen estudios previos que han analizado  la relación entre HIF‐1α 

y  el  entrenamiento  (Vogt  y  cols.,  2001;  Ookawara  y  cols.,  2002).  La 

investigación  realizada  por  Lundby  y  cols.  en  2006  demostró  que  la 

inducción  del  ARNm  de  HIF‐1α  estaba  notablemente  reducida  en  el 

músculo  esquelético  de  sujetos  que  habían  sido  sometidos  a  un 

entrenamiento.  Este  estudio  coincide  con  nuestros  resultados  donde 

podemos observar una adaptación traducida en una menor activación del 
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HIF‐1α  tras  el  programa  de  entrenamiento.  La  actividad  de  HIF‐1α 

aumentó  con  un  ejercicio  excéntrico  agudo,  pero  esta  respuesta 

disminuyó  después  de  8  semanas  de  entrenamiento  excéntrico.  Este 

resultado indica que la activación de HIF‐1 es mayor tras la realización de 

un  ejercicio  agudo  y  es  por  ello  que  puede  ser  considerado  como  un 

importante  factor de  transcripción  implicado en  la respuesta adaptativa 

al entrenamiento. 

Al  observar  los  datos  obtenidos  tras  un  entrenamiento  de  8 

semanas podemos comprobar un descenso significativo en la cantidad de 

la  proteína  de  nNOS,  iNOS,  eNOS,  lo  que  coincide  con  una  menor 

activación de HIF‐1α. Dicha disminución se puede observar también en la 

unión del HIF‐1α a los promotores de las tres isoformas de la NOS como 

se demuestra mediante la técnica de ChIP assay. 

Al  igual  que  ocurre  con  el  NF‐B,  existen  estudios  previos  que 

aseguran  que  la  actividad  de  HIF‐1  puede  estar  regulada  por  el  óxido 

nítrico,  la  IL‐1β,  el  factor  de  crecimiento  de  la  insulina,  la  insulina,  el 

factor de crecimiento epidérmico y/o el TNF‐α (Sandau y cols., 2001). Por 

ello,  se  analizó  si  un  entrenamiento  de  8  semanas  podía  prevenir  los 

efectos nocivos de una  sesión de ejercicio agudo  sobre  las  cascadas de 

señalización  relacionadas  con  la  inflamación.  La  expresión  de  la 

interleuquina IL‐1β, conocida inductora del NF‐B, disminuyó de manera 

significativa  tanto  los  contenidos  de  ARNm  como  los  de  proteína,  en 

comparación  con  el  ejercicio  excéntrico  agudo.  Esta  reducción  de  los 

factores  locales  de  inflamación  está  asociada  con  la  reducción  de  la 

expresión  de  las  isoformas  de  la  NOS  y  de  óxido  nítrico  intracelular 

(Gielen y cols., 2003). 
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CONCLUSIÓN PRIMERA: 

El  protocolo  de  ejercicio  excéntrico  agudo  utilizado  provoca  una 

inducción de la nitración proteica como consecuencia de la generación de 

peroxinitritos.  El  entrenamiento  y  el  tratamiento  con  PDTC  previenen 

parcialmente  los  incrementos en  la nitración proteica producidos por el 

protocolo  agudo  en  el músculo  vastolateral  profundo,  lo  que  confirma 

que  tanto  la  administración  de  antioxidantes  como  el  entrenamiento 

crónico  inducen  adaptaciones  que  atenúan  el  estrés 

oxidativo/nitrosativo. 

CONCLUSIÓN SEGUNDA: 

El ejercicio excéntrico agudo  induce, en el músculo esquelético de 

ratas,  un  incremento  en  la  transactivación  del  factor  nuclear  NF‐B, 

acompañado de un incremento en la expresión del IBα‐fosforilado y de 

la forma fosforilada de la IB kinasa α, lo que indica la importancia de la 

ruta de señalización del NF‐B en  la respuesta al ejercicio excéntrico. La 

administración  de  PDTC  reduce  el  efecto  estimulador  que  el  ejercicio 

agudo ejerce sobre la ruta de activación del NF‐B, como se evidencia por 

las variaciones observadas en la expresión de las proteínas de dicha ruta. 

Este incremento en la activación de NF‐B y los cambios detectados en su 

ruta  también  se  atenúan  significativamente  tras  un  periodo  de 

entrenamiento. 
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CONCLUSIÓN TERCERA: 

La  activación  de  NF‐B  se  correlaciona  con  un  aumento  en  la 

expresión  de  las  isoformas  de  NOS,  con  incrementos  tanto  en  los 

contenidos  del  ARNm  como  en  la  concentración  de  proteína.  Dichas 

alteraciones se atenúan significativamente por el tratamiento con PDTC y 

tras un entrenamiento excéntrico de 8 semanas de duración. Por tanto, 

NF‐B  parece  ser  un mecanismo molecular  clave  para  la  inducción  del 

ARNm de las diferentes isoformas de NOS en el músculo esquelético, y su 

activación  puede  considerarse  como  un  mediador  beneficioso  de  las 

adaptaciones  inducidas  por  el  ejercicio  sobre  el  estrés  celular  y  la 

inflamación. 

CONCLUSIÓN CUARTA: 

La activación del NF‐B en el músculo de  los animales sometidos a 

un ejercicio excéntrico agudo va acompañada de  la unión del  factor de 

transcripción a  los promotores de los genes nNOS,  iNOS, eNOS, como se 

ha demostrado mediante la técnica de ChIP assay. La unión de este factor 

a los promotores disminuye considerablemente en los animales tratados 

con  PDTC  o  que  siguen  un  programa  de  entrenamiento.  Los  datos 

obtenidos  indican  que  en  el músculo  de  los  animales  sometidos  a  un 

ejercicio  excéntrico  agudo  el  NF‐B  ejerce  un  control  transcripcional 

sobre  los genes nNOS,  iNOS y eNOS, como demuestra  la presencia de  la 

ARN polimerasa II en la zona transcribible de los genes que codifican para 

estas tres isoformas. 
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CONCLUSIÓN QUINTA: 

El  factor de transcripción  inducible por  la hipoxia, HIF‐1α, también 

se encuentra activado tras la realización de un ejercicio agudo excéntrico, 

siendo  esta  activación  considerablemente  menor  en  los  animales 

previamente tratados con PDTC o en los entrenados. Mediante el ensayo 

de inmunoprecipitación de cromatina se demuestra el papel ejercido por 

HIF‐1α sobre el control transcripcional de las tres isoformas de NOS. Por 

todo ello, los efectos del ejercicio excéntrico sobre la expresión génica de 

las diferentes  isoformas de NOS podrían ser explicados por  la activación 

de, al menos, estos dos factores de transcripción nuclear NF‐B y HIF‐1α. 

CONCLUSIÓN SEXTA: 

La  administración  del  antioxidante  PDTC  contrarrestó 

significativamente  el  incremento  en  la  expresión  de  otros  genes 

antiinflamatorios tales como la IL‐1β tras una sesión de ejercicio agudo. El 

entrenamiento excéntrico de 8 semanas también constituye un estímulo 

suficiente  para  disminuir  de  forma  significativa  la  expresión  de  dicha 

interleuquina y, por consiguiente, la respuesta inflamatoria asociada con 

el ejercicio excéntrico agudo. 
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