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1-RADICALES LIBRES

1.1. CONCEPTO DE RADICAL LIBRE
   

Un radical libre es una molécula o fragmento de 

molécula, que contiene uno o más electrones desapareados 

en su orbital externo. Tienen una vida media del orden de 

milisegundos debido a su gran reactividad, aunque varía 

según el tipo de radical libre.

Estas moléculas o átomos tremendamente 

reactivos, se encuentran implicados en el inicio y desarrollo 

de diversas enfermedades (Gutteridge, 1993). La evidencia 

del papel patológico de estos compuestos ha dado lugar a 

numerosas vías de investigación con el fin de desarrollar 

captadores, inhibidores enzimáticos o moduladores de los 

mismos. En el medio biológico, los radicales libres son 

compuestos generalmente oxigenados y se les llaman 

especies reactivas de oxígeno (ERO). Debido a que los 

organismos existen y se desarrollan en presencia de 

oxígeno, están  asociados con la generación de estas ERO, 

que son tóxicas y se consideran responsables del daño 

oxidativo de macromoléculas biológicas como el ADN, 

lípidos, carbohidratos y proteínas (Halliwell & Gutteridge, 

1989; Sies, 1993; Halliwell, 1996). Se han visto implicadas 

en muchos procesos patológicos como algunos cánceres, 

diabetes  (Okamoto, 1985; Reardon et al., 1992), patologías 

cardiovasculares (Byers, 1993), procesos reumáticos (Wolf

et al., 1986), patologías gastroentéricas y afecciones 
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broncopulmonares (Slade et al., 1993), así como en 

procesos neurodegenerativos como la Enfermedad de 

Alzheimer (Cross et al., 1987). También están implicados en 

procesos fisiológicos como en el envejecimiento (Pacifi & 

Davies, 1991; Bondy, 1992), el daño causado por el ejercicio 

físico agotador (Sastre et al., 1992), y otros. 

Asimismo, existen también radicales libres 

nitrogenados o especies reactivas de nitrógeno (ERN), cuya 

importancia ha crecido considerablemente en los últimos 

tiempos.

1.2. CLASES DE RADICALES LIBRES

Existen muchas clases de radicales libres, tanto 

ERO como ERN. Algunos de los radicales libres más 

importantes estás listados en la tabla siguiente:
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Tabla I.1. Principales especies reactivas de oxígeno y nitrógeno.

ESPECIE SÍMBOLO

Radical superóxido O2
-

Radical hidroperóxido HO2


Peróxido de hidrógeno H2O2

Radical hidroxilo HO

Radical alcóxido RO

Radical peróxido ROO

Óxido nítrico NO

Dióxido de nitrógeno NO2


1.3. GÉNESIS DE LAS ERO

Todos los radicales libres descritos anteriormente 

corresponden a especies cuya formación es endógena, pero 

el organismo también está expuesto a radicales libres 

procedentes de fuentes externas. Con la dieta son ingeridos 

muchos compuestos de naturaleza prooxidante, el humo del 

tabaco da lugar a radicales libres, así como la polución 

ambiental, el ozono, etc. (Ames, 1983; Pryor et al., 1995; 

Rock et al., 1996). Las especies reactivas del oxígeno 

pueden tener un origen endógeno o exógeno (Freeman & 

Crapo, 1982; Frei, 1994). Algunas de ellas surgen como 

“accidentes químicos”, es decir, reacciones secundarias no 
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deseadas entre las biomoléculas o en la detoxificación de 

xenobióticos, pero otras especies activadas de oxígeno se 

generan in vivo con un fin determinado, como en el caso de 

los fagocitos activados, que producen O2
- y H2O2 (Halliwell, 

1991).

1.3.1. FUENTES EXÓGENAS.

Las fuentes exógenas más importantes en la 

generación de especies activadas de oxígeno son:

1.3.1.1. Agentes antineoplásicos tales como la adriamicina, 

bleomicina, daunorrubicina y algunos antibióticos (Doroshow 

y  Davies, 1983) que dependen de grupos quinoides o de 

unión a metales para su actividad.  Algunos de los efectos de 

estas drogas se han atribuido a su capacidad para reducir el 

oxígeno a superóxido, peróxido de hidrógeno y radical 

hidroxilo.

1.3.1.2. La irradiación de los organismos debido a las 

radiaciones electromagnéticas (rayos X y ) o debido a 

radiaciones de partículas (electrones, protones, neutrones, 

deuterones y partículas  y ) (Von Sonntag, 1994).

1.3.1.3. Factores ambientales, como contaminantes aéreos 

fotoquímicos, hiperoxia, pesticidas, humo del tabaco, 

solventes, anestésicos e hidrocarburos aromáticos.  Estos 
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agentes, o bien poseen radicales libres, como el humo del 

tabaco, o bien se convierten en radicales mediante el 

metabolismo celular y los procesos de desintoxicación (Trush 

et al, 1982).

1.3.2. FUENTES ENDÓGENAS

1.3.2.1. La cadena de transporte electrónico mitocondrial.

La cadena de transporte electrónico mitocondrial 

es una de las principales fuentes de radicales libres en la 

célula. Son muchas las patologías en las que se ha descrito 

que la mitocondria genera radicales libres, siendo la causa 

del estrés oxidativo que sufre la célula. 

Figura I.1- Cadena de transporte electrónico mitocondrial
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1.3.2.2. Producción de radicales libres en los distintos 

estados mitocondriales.

Se calcula que entre el 2 y el 5% de los electrones 

transportados por la cadena de transporte electrónico 

mitocondrial en estado 4 (cuando todo el ADP está en forma 

de ATP) no llegan al complejo IV y producen reducciones 

parciales del oxígeno (Cadenas et al., 1977; Frei, 1994). 

Debido a las propiedades del oxígeno, su reducción 

tetravalente requiere la transferencia sucesiva de 4 

electrones al orbital  antienlazante. 

El citocromo a3 del complejo IV de la cadena 

respiratoria es capaz de mantener estrechamente unidas a 

su centro activo todas las especies parcialmente reducidas 

del oxígeno hasta que se completa la transferencia de 4 

electrones y 4 protones  al O2 y con ello la formación de H2O 

(Benzi & Moretti, 1995). Por tanto, la citocromo c oxidasa 

perteneciente al complejo IV de la cadena respiratoria no 

produce este radical. Además, exhibe cierta actividad

superóxido dismutasa. Sin embargo, otros elementos de la 

cadena de transporte electrónico mitocondrial tienen la 

capacidad de transferir un electrón directamente al O2, pero 

por el contrario no son capaces de retener el ión superóxido 

formado (Benzi & Moretti, 1995). Así pues, se produce O2
-, 

que puede dismutar a su vez generando peróxido de 

hidrógeno, el cual es capaz de atravesar las membranas y 

salir al citoplasma, donde puede reaccionar con otras 
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especies formando diversos tipos de radicales libres (Boveris

et al., 1972). La producción mitocondrial del peróxido de 

hidrógeno fue inicialmente descrita por Jensen en 1966 

(Jensen 1966).  Estudios posteriores demostraron que la 

mayor parte del peróxido de hidrógeno mitocondrial, 

procedía de la dismutación del radical superóxido (Boveris at 

al. 1975).  

Se ha estimado que se producen del orden de 1010 

moléculas de O2
- por célula y por día (Ames et al., 1993). 

Los procesos de formación de anión superóxido 

son una serie de reacciones no enzimáticas cuya velocidad 

aumenta linealmente con la concentración de oxígeno 

presente en el medio. 

Utilizando mitocondrias aisladas se puede 

determinar experimentalmente el consumo de oxígeno por la 

mitocondria, fenómeno denominado Control Respiratorio. En 

ausencia de sustrato o de ADP, el consumo de oxígeno 

causado por la oxidación de sustratos endógenos es bajo. 

Este estado respiratorio se define como estado 1. Añadiendo 

un sustrato oxidable, como glutamato o malato,  este 

consumo aumenta levemente (estado 2).

El estado 3 de la cadena de respiración 

mitocondrial se define como el consumo de oxígeno en 

presencia de sustrato y ADP, es decir, cuando tiene lugar 

transporte de electrones y síntesis de ATP. El estado 4 se 

alcanza cuando el ADP ha sido consumido, y el gradiente 

electroquímico generado por la cadena de transporte 
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electrónico no puede ser empleado en sintetizar ATP. El 

mantenimiento del Control Respiratorio depende de la 

integridad de la membrana mitocondrial, si ésta recibe algún 

daño,  se desacopla el transporte de electrones y la síntesis 

de ATP. Las mitocondrias que consumen la misma cantidad 

de oxígeno en estado 3 que en estado 4 están desacopladas 

(Rickwood at al, 1987).

La producción mitocondrial de especies reactivas 

de oxígeno aumenta cuando el aporte de sustratos a la 

cadena de transporte electrónico mitocondrial excede la 

demanda energética, es decir, en condiciones cercanas al 

estado 4, en las cuales el cociente ATP/ADP es elevado. En 

estas condiciones, aumentan la presión parcial de O2 y el 

grado de reducción de los transportadores redox de los 

complejos I, II, y III, con el consiguiente incremento de la 

producción de especies reactivas de oxígeno. Así pues, el 

estado reducido de los elementos redox de los complejos I y 

III también contribuye al aumento de la velocidad de 

generación de O2
- (Skulachev, 1996). Puesto que se postula 

que las mitocondrias se encuentran en un estadío intermedio 

entre el estado 3 y el estado 4 (Brand & Murphy, 1987), la 

generación de especies reactivas de oxígeno por los 

complejos I y III puede ser de gran importancia en el 

envejecimiento mitocondrial.

Experiencias in vitro demuestran que formas 

solubles de la semiquinona son capaces de producir O2
- por 

autooxidación en medios oxigenados, por lo que se propuso 
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que la ubisemiquinona mitocondrial era una de las fuentes 

de ion superóxido (Cadenas at al, 1977). Sin embargo, 

consideraciones termodinámicas descartan un papel directo 

de la dismutación de la ubisemiquinona en la producción de 

este radical in vivo, porque el ciclo redox de la ubiquinona 

tiene lugar enteramente en la fase apolar de la membrana, y 

en tales condiciones la autooxidación de las quinonas se ve 

desfavorecida (Benzi y Moretti, 1995). La ubisemiquinona, 

en cambio, podría estar implicada en la formación de HO a 

partir de H2O2. Puesto que el peróxido de hidrógeno puede 

atravesar fácilmente las membranas biológicas, entrar en 

contacto con la ubisemiquinona y producirse la reacción 

siguiente (Benzi y Moretti, 1995):

Q- + H2O2  Q + HO + HO

1.3.2.3.  Reacción de Fenton-Haber-Weiss.

Consiste en la reducción del H2O2 por iones de 

metales de transición, sobre todo el ion ferroso (Fe+2) y, en 

menor medida, el cuproso (Cu+) y otros iones. El peróxido 

de hidrógeno o agua oxigenada (H2O2) es una molécula 

relativamente estable en ausencia de catalizadores que 

promuevan su descomposición. Fenton (Fenton, 1894)

descubrió, a finales del siglo pasado, que se podían oxidar 

moléculas orgánicas por mezclas de peróxido de hidrógeno y 
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Fe+2 (reactivo de Fenton). Fueron Haber y Weiss quien

dieron una primera explicación del mecanismo de reacción: 

el Fe+2 reduce al H2O2, que a su vez se descompone en el 

radical hidroxilo y el ion hidroxilo (Haber & Weiss, 1932). 

Esto puede representarse como sigue:

H2O2 + Fe+2  HO + HO- + Fe+3

Y en general,

ROOH + Fe+2  RO + HO- + Fe+3

Aunque esta reacción puede tener lugar con varios 

metales, el hierro parece ser el más importante en sistemas 

biológicos. El Fe+2 se oxida a Fe+3 con mucha facilidad, y 

éste es muy insoluble. Por ello, el hierro libre que pueda 

haber en los sistemas biológicos estará en muy pequeñas 

cantidades y en forma férrica (Halliwell & Gutteridge, 1986). 

Pero el ion férrico puede ser reducido por el ascorbato 

(Rawley & Halliwell, 1983; Sawyer, 1988) y por el radical 

superóxido (Frei, 1994), con lo que se genera un ciclo de 

producción continua de radicales hidroxilo:

Fe+3 + O2
-  Fe+2 + O2

Fe+3 + AH-  Fe+2 + A- + H+

Aún no ha podido explicarse claramente cómo los 

iones metálicos son capaces de actuar como catalizadores 

redox en sistemas biológicos en las reacciones de Fenton y 

Haber-Weiss, es decir, la reducción del H2O2 catalizada por 
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metales. Los procesos de captación y distribución del hierro 

y de los iones metálicos en general están muy finamente 

regulados en los mamíferos. Hay un gran número de 

proteínas de unión a metales (ferritina, transferrina, 

ceruloplasmina...) que actúan como reserva de iones 

metálicos y que, además, impiden que estos iones participen 

en reacciones redox (Halliwell, 1991; Rouault & Klausner, 

1996). 

1.3.2.4. El sistema hipoxantina/xantina oxidasa

La enzima xantina óxidoreductasa (XOR) es una 

enzima descrita originalmente como una aldehído oxidasa en 

1902 (Schardinger, 1902).  Esta enzima está ampliamente 

distribuida entre seres vivos de distintas complejidades, 

habiéndose demostrado su existencia desde organismos tan 

sencillos como las bacterias hasta los mamíferos más 

evolucionados como el hombre.  Esta enzima en las distintas 

especies cataliza la hidroxilación de una amplia gama de

sustratos como purinas, pirimidinas, pterinas y aldehídos. 

1.3.2.4.1. Estructura y función.

La XOR es un dímero consistente en dos 

monómeros de 150 kDa. Cada monómero contiene un 

dominio N-terminal monómero de 20 kDa con dos centros 

Fe-S, un dominio intermedio de 20 kDa que contiene FAD y 
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un dominio C-terminal de 85 kDa que contiene el cofactor 

molibdenopterina y el sitio de unión al sustrato (Hille & 

Massey, 1981). La XOR posee en las distintas especies un 

peso molecular y una estructura similar de los centros de 

oxidación-reducción (Hille & Nishino, 1995)

La xantina óxidoreductasa es sintetizada como 

xantina deshidrogenasa (XDH) y se mantiene 

mayoritariamente como tal en la célula, pero puede 

convertirse rápidamente en la forma oxidasa (XO) mediante  

oxidación de los residuos sulfhidrilo o mediante proteolisis. 

En tejidos sanos, entre un 10 y un 30% de la actividad total 

de la enzima procede de la forma oxidasa (Chambers et al., 

1985), pero en determinadas circunstancias se puede 

producir una conversión de la forma deshidrogenasa a la 

oxidasa.

Figura I.2: Sistema de degradación de purinas 
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1.3.2.5. Los sistemas de transporte electrónico del retículo 

endoplásmico.

Estos sistemas de membrana contienen los 

citocromos P450 y b5, que pueden oxidar ácidos grasos 

insaturados (Capdevila et al., 1981) y xenobióticos (Aust et 

al., 1993). Bajo la denominación de citocromos P450 se 

engloba un número muy elevado de proteínas con grupos 

hemo ampliamente distribuidas entre los seres vivos. Son 

los más poderosos oxidantes in vivo, aunque también 

pueden actuar como agentes reductores. Son 

monooxigenasas que actúan activando el oxígeno molecular 

a especies electrofílicas de oxígeno (bien radicales o bien 

generadoras a su vez de radicales) que pueden ser liberadas 

en la célula (Dolphin, 1988; Foster & Estabrook, 1993).

1.3.2.6. Fagocitos activados.

Los fagocitos activados (neutrófilos, monocitos, 

macrófagos, eosinófilos) poseen diversas enzimas que les 

permiten generar O2
- y H2O2 como uno de los mecanismos 

para defenderse de los microorganismos (Babior, 1978).

1.3.2.7.  Microsomas o peroxisomas.

Los microsomas o peroxisomas son una fuente 

importante de peróxido de hidrógeno. Poseen una 
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concentración elevada de oxidasas, como la D-aminoácido 

oxidasa y la acil-CoA oxidasa, enzimas utilizadas en la 

degradación de ácidos grasos y amino ácidos, que producen 

peróxido de hidrógeno como producto de la reacción que 

catalizan (Boveris et al., 1972). La catalasa peroxisomal 

metaboliza la mayor parte del peróxido de hidrógeno 

formado en ellos (Freeman & Crapo, 1982; Frei, 1994). Por 

otro lado, el citocromo P450 tiene un papel importante en los 

microsomas en la detoxificación de xenobióticos (Philpot, 

1991). 

1.3.2.8.  Autooxidación de pequeñas moléculas.

Existen en la célula una gran variedad de 

componentes solubles, capaces de producir reacciones de 

oxidación-reducción, tales como los tioles, hidroquinonas, 

catecolaminas, flavinas y tetrahidropterinas.  En todos estos 

casos, el radical superóxido es el radical primario formado 

por la reducción del dioxígeno por estas moléculas.  

Asimismo, también se produce peróxido de hidrógeno como 

producto secundario, a partir de la dismutación del radical 

superóxido, bien espontáneamente, o bien catalizado 

enzimáticamente por la superóxido dismutasa (SOD).
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1.3.2.9.  Enzimas solubles y proteínas.

Enzimas como xantina oxidoreductasa, óxido 

nítrico sintasa, aldehído oxidasa, dihidroorotato 

deshidrogenasa, flavinprotein deshidrogenasa y triptófano 

dioxigenasa, generan radicales libres durante su ciclo 

catalítico (Aleman & Handler, 1967).

1.3.2.10.  Membrana plasmática.

Los radicales libres generados extracelularmente 

deben cruzar la membrana plasmática antes de reaccionar 

con otros componentes celulares y, por tanto, pueden iniciar 

reacciones tóxicas en la misma.  Los ácidos grasos 

insaturados presentes  en la membrana y las proteínas 

transmembranosa que tienen aminoácidos oxidables son 

susceptibles de ser alterados por los radicales libres.  Estas 

reacciones alteran las propiedades de las membranas de tal 

modo que cambian su fluidez, aumentan la permeabilidad de 

la membrana, disminuyen el potencial de membrana, hacen 

perder las funciones secretoras e inhiben los procesos 

metabólicos celulares, todo ello provocado por la 

peroxidación lipídica o la oxidación de importantes proteínas 

estructurales (Freeman & Crapo, 1982).

La enzima NAD(P)H-oxidasa presente en la 

membrana plasmática de las células fagocíticas, es una 

importante fuente biológica de producción de radicales 
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libres, debido a la activación de los polimorfonucleares y 

macrófagos que consumen gran cantidad de oxígeno, el cual 

será transformado en radical superóxido. Estos radicales 

libres de oxígeno pueden dañar a la propia célula que los 

origina y a células próximas a los fagocitos estimulados.  

También se ha visto que la NADH oxidasa es una importante 

fuente de radicales libres en  células musculares lisas 

arteriales y endotelio (Jones, 1994).

Cabe destacar el papel de las enzimas unidas a la 

membrana plasmática, tales como la lipooxigenasa y la 

ciclooxigenasa, en la producción de radicales libres fruto del 

metabolismo de su producto, el ácido araquidónico, para dar 

potentes productos biológicos: prostaglandinas, 

tromboxanos y leucotrienos (White & Heckler, 1990).

2. TEORÍA DEL ESTRÉS OXIDATIVO

La formación de cierta tasa de radicales liobres es 

un proceso normal e inevitable (Slater, 1984), ya que son 

producto de infinidad de reacciones químicas imprescindibles 

para la vida celular. Estas especies tan reactivas, no causan 

daño oxidativo en condiciones normales debido a que la 

célula está provista de gran cantidad de mecanismos 

antioxidantes. Sin embargo, cuando la capacidad de los 

mecanismos antioxidante se ve superada por las agresiones 

oxidativas, nos encontramos ante un estrés oxidativo. En 

estas circunstáncias, para paliar el daño que los pro-
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oxidantes pueden causar en el organismo, está indicado 

protegerlo incrementando su capacidad antioxidante. Uno de 

los modos en que se puede conseguir esto, consiste en la 

administración de antioxidantes bien como fármacos, bien 

como complemento dietético (Ames, 1983).

3. ANTIOXIDANTES

El organismo posee una serie de sistemas de 

naturaleza enzimática y no enzimática diseñados para 

protegerse de la acción de los radicales libres por él 

generados: se denominan antioxidantes. Halliwell en 1995 

definió antioxidante como ”cualquier sustancia que, cuando 

está presente en bajas concentraciones comparado con el 

sustrato oxidable, disminuye significativamente o inhibe la 

oxidación de este sustrato” (Sies, 1993; Halliwell & 

Gutteridge, 1995; Halliwell, 1996).

Una forma de clasificar a los antioxidantes, muy 

utilizada en la literatura, es desde un punto de vista 

bioquímico. Así,  podríamos clasificarlos en antioxidantes 

enzimáticos y antioxidantes no enzimáticos. Dada la 

importancia que en esta tesis tiene los antioxidantes 

enzimáticos dedicamos un apartado de la introducción a su 

descripción.
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3.1. ANTIOXIDANTES ENZIMÁTICOS

3.1.1. SUPERÓXIDO DISMUTASA 

Bajo este nombre se incluye a una familia de 

metaloproteínas ampliamente distribuida en la naturaleza, 

presente en todas las células que utilizan en su metabolismo 

el oxígeno, e incluso en algunas bacterias anaeróbicas 

estrictas y facultativas. 

Su actividad fue descrita por primera vez por 

McCord y Fridovich en 1969 (McCord & Fridovich, 1969). La 

superóxido dismutasa (SOD) transforma el radical 

superóxido en peróxido de hidrógeno, constituyendo el 

primer medio natural de defensa (Fridovich, 1974; McCord

et al., 1974).

                                SOD

      O2
. -  +  O2

- +  2H+                                H2O2  +   O2

Cabe destacar que el radical superóxido es

inestable en medio acuoso y dismuta espontáneamente 

formando H2O2. Sin embargo, la velocidad de dismutación 

espontánea no enzimática es relativamente baja (a pH 

fisiológico, está alrededor 2x105 M-1s-1). La catálisis de la 

reacción de dismutación llevada a cabo por la enzima 

superóxido dismutasa incrementa esta velocidad del orden 

de 10.000 veces (Fridovich, 1974). 
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Hay descritas cuatro formas diferentes de 

superóxido dismutasas (Fridovich, 1974), según el grupo 

prostético metálico ligado al anzima. 

3.1.2. GLUTATIÓN PEROXIDASA 

La glutatión peroxidasa (GPx) es también un 

antioxidante primario. Convierte el peróxido de hidrógeno y 

los peróxidos de lípidos en moléculas inofensivas (Chance et 

al., 1979). Hay dos tipos de glutatión peroxidasa, y ambas 

requieren glutatión reducido como dador de equivalentes 

reductores:

- Glutatión peroxidasa selenio dependiente: es una proteína 

tetramérica, con cuatro átomos de selenio, que cataliza la 

reducción de peróxido de hidrógeno y peróxidos orgánicos 

(Ketterer, 1986). Su centro activo contiene una cisteína en 

la que el azufre ha sido sustituido por selenio (Forstrom et 

al., 1978). Su actividad se ve muy afectada por el contenido 

en selenio de la dieta (Ketterer, 1986).

                              

ROOH + 2 GSH  ROH + H2O + GSSG

        H2O2 + 2 GSH  2 H2O + GSSG

- Glutatión peroxidasa no selenio dependiente: sólo tiene 

actividad frente a peróxidos orgánicos (Ketterer, 1986). La 

mayor parte de la actividad glutatión peroxidasa se 
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encuentra en el citosol, aunque también está presente en la 

matriz mitocondrial (Ketterer, 1986). 

3.1.3. CATALASA 

La catalasa  participa en la eliminación del 

peróxido de hidrógeno, dando lugar a agua y a una molécula 

de oxígeno (Chance et al., 1979).

                                 Catalasa
                2 H2O2                               2 H2O + O2

También es capaz de catalizar ciertas reacciones 

de peroxidación en presencia de H2O2, actuando sobre 

algunos alcoholes, aldehídos y ácidos orgánicos como 

sustratos (Aruoma et al., 1989).                                      

                     Catalasa

          2 H2O2 + AH2                            2 H2O + A

La catalasa se halla principalmente en los 

peroxisomas (Tolbert & Essner, 1981), si bien en años 

recientes se ha descrito cierta actividad catalasa también en 

mitocondrias y citosol (Rodriguez et al., 2000).
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Figura I.3- Sistemas antioxidantes celulares

4.  EJERCICIO FÍSICO Y ESTRÉS OXIDATIVO.

El ejercicio físico (EF) es una subcategoría de la 

actividad física, que al ser planificada, estructurada y 

repetida mantiene o mejora las funciones del organismo. 

Entre los efectos beneficiosos del EF podemos citar: la 

reducción del riesgo de enfermedades coronarias (Walther et 

al., 2008), de diabetes mellitas tipo 2 (Colberg, 2007), 

obesidad (Martins et al., 2008), hipertensión arterial 

(Vasiliauskas et al., 2007) y distintos tipo de cáncer 

(Hoffman-Goetz, 1998); mejora la función del músculo 

esquelético (Dupont-Versteegden et al., 1994) y sus 

propiedades tales como las adaptaciones vasculares y el 

mantenimiento de la masa muscular (Laughlin et al., 1990).

Por último también se ha demostrado efectos el EF sobre la 

longevidad. Concretamente en un estudio publicado en 1998 
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se demostró que en ratones sometidos a entrenamiento se 

produce un aumento de la vida media de los animales en un 

9% (Holloszy, 1998). Recientemente se ha demostrado que 

los efectos del ejercicio físico pueden afectar también a la 

vida máxima de los animales (Navarro et al., 2004). Todos 

los beneficios del EF aparecen desde un nivel moderado de 

actividad (150Kcal/día o 1.000 Kcal/semana) y se relacionan 

directamente con la cantidad de ejercicio realizado, lo que 

permite hacer un balance entre la duración e intensidad del 

ejercicio.

4.1. RADICALES LIBRES Y EJERCICIO.

El ejercicio físico regular tiene una gran cantidad 

de efectos beneficiosos, comentados en el apartado anterior. 

Por otra parte, el ejercicio físico agotador en sujetos no 

entrenados, puede generar estrés oxidativo. En 1954, 

Commoner et al. utilizando la resonancia paramagnética de 

electrones (RPE), detectaron radicales libres en músculo 

esquelético (Commoner et al., 1954). Desde entonces se ha 

despertado un gran interés en el papel que las ERO y ERN 

juegan en la regulación de la función muscular y del daño 

asociado al ejercicio físico. 
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Figura I.4- Producción de radicales libres por la mitocondria en el ejercicio físico

4.1.1. RADICALES LIBRES Y EJERCICIO FÍSICO AGOTADOR.

El ejercicio físico puede participar en el 

desequilibrio entre agentes prooxidantes y antioxidantes. 

A principios de  los años 50, Commoner y

colaboradores (Commoner et al., 1954) fueron los primeros 

en detectar radicales libres en el músculo esquelético.  En 

1978, Dillard y colaboradores estudiaron el efecto del 

ejercicio físico sobre el daño oxidativo tisular (Dillard et al., 

1978). Este grupo comprobó que en humanos el ejercicio 

físico intenso aumentaba el contenido de pentano (producto 

de lipoperoxidación) en aire expirado. Cuatro años más 

tarde el grupo de Kelvin Davies en California detectó una 

señal RPE en homogenados de músculo gastrocnemio de 

rata. Ellos observaron que el ejercicio hasta el agotamiento 

en tapiz rodante doblaba la señal RPE (Davies et al., 1982). 
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Las medidas fueron también hechas en animales que habían 

sido ejercitados únicamente durante la mitad del tiempo 

necesario para llevarlos al agotamiento; la señal de la RPE 

obtenida de los músculos fue la intermedia entre el grupo 

ejercitado hasta el agotamiento y el grupo reposo. En 1985, 

en la Universidad de Liverpool, el grupo de Jackson midió 

señales RPE en músculo congelado, de la pierna, de ratones 

y ratas y en músculo abdominal de humanos. Detectaron un 

70% de aumento en la señal RPE en el gastrocnemio de los 

animales que habían sido estimulados eléctricamente 

durante 30 minutos con contracciones repetitivas. Este 

régimen de contracciones indujo daño en la membrana de 

las células musculares medido por la actividad en plasma de 

la enzima cretinkinasa (Jackson et al., 1985).

Estas publicaciones promovieron una serie de 

trabajos que intentaron clarificar si los radicales libres 

podían ser responsables del daño muscular que se observa 

después del ejercicio físico intenso. Desde entonces son 

muchos los artículos en los que se recoge un incremento en 

la producción de radicales libres durante el ejercicio. Éste se 

manifiesta  en un  daño oxidativo a distintos niveles: 

músculo esquelético, cardíaco, hígado y sangre (Jenkins, 

1988; Sjodin et al., 1990; McArdle et al., 1999a; McArdle et 

al., 1999b). Uno de los marcadores de estrés oxidativo más 

utilizados ha sido el cociente GSSG/GSH, cuyo aumento se 

ha constatado tanto en músculo esquelético (Lew et al., 

1985) como en sangre y no sólo en animales, sino también 
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en humanos (Duthie et al., 1990; Sastre et al., 1992; Sen et 

al., 1994).

Con respecto a la peroxidación lipídica, los 

estudios  realizados indican que ésta aumenta en ejercicios 

tanto  aeróbicos como anaeróbicos (Alessio et al., 1988).

El primer trabajo que demostró que las ratas 

sometidas a ejercicio físico agotador  acumulaban mayores 

niveles de grupos carbonilo en las proteínas se publicó en 

1992 (Reznick et al., 1992). Otros autores han corroborado 

dicha afirmación (Radak et al., 1998).  Este efecto disminuía 

si varias semanas antes de la realización del ejercicio se les 

alimentaba con altas dosis de vitamina E. Además, se ha 

demostrado que la actividad del complejo proteasómico 

aumenta con el entrenamiento, lo cual es interpretado como 

efecto beneficioso ya que mejora la capacidad del músculo 

de eliminar las proteínas dañadas por agentes oxidantes 

producidos por el ejercicio físico (Radak et al., 1999).

Los radicales libres afectan también al ADN, y el 

ejercicio físico agudo aumenta el daño al ADN, tal como se 

evidencia por el aumento de  8oxodG. Sin embargo, en seres 

humanos, el entrenamiento previene  dicho aumento (Ames, 

1983).



I-  Introducción

26

4.1.2. POSIBLES MECANISMOS DE GENERACIÓN DE

RADICALES LIBRES DURANTE EL EJERCICIO.

Las divergencias  en la regulación y distribución de 

las ERO han llevado a los investigadores a la conclusión de 

que no existe una única fuente de generación de radicales 

libres (RL) en el ejercicio físico.

4.1.2.1. La mitocondria

El 90 % del oxígeno utilizado por la célula se 

consume en la cadena de transporte electrónico, actuando 

éste como aceptor de electrones en el proceso de respiración 

mitocondrial (Shigenaga et al., 1994).  De él, un 2-5% sufre 

una reducción, dando lugar al radical superóxido.  Una 

segunda  reducción de este superóxido da lugar a lo 

formación de peróxido de hidrógeno, el cual es liberado por 

la mitocondria (Boveris & Chance, 1973).  Para evitar el 

daño oxidativo, la mitocondria está dotada de una enzima 

mitocondrial específica, la superóxido dismutasa que 

previene el daño que podría producir el radical superóxido.  

Asimismo, también se ha evidenciado la presencia de radical 

hidroxilo en la mitocondria del músculo esquelético 

ejercitado, el cual parece estar relacionado con la tensión 

desarrollada por el músculo (Barclay & Hansel, 1991).
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Figura I.5: A- imagen esquematizada de una mitocondria con sus estructuras 

principales. B- mitocondria vista por microscopia electrónica.

A B

Durante el ejercicio físico el consumo de oxígeno 

por parte del músculo puede aumentar más de 100 veces 

(Tonkonogi & Sahlin, 2002) y el consumo de oxígeno del 

organismo entero puede aumentar 20 veces (Meydani et al., 

1993). Este hecho, junto con la observación de que el 

ejercicio físico se asocia a un aumento de la producción de 

radicales libres, hizo pensar que éstos provenían de la 

cadena de transporte electrónico de la mitocondria. Sin 

embargo,  Chance y colaboradores (Chance et al., 1979)

demostraron que la formación de radicales libres por la 

mitocondria cuando ésta está en estado 3, es decir, cuando 

está consumiendo oxígeno activamente (hay ADP), es 

insignificante, y más tarde Papa y colaboradores (Papa et 

al., 1997) dieron una explicación molecular a este hecho. 

Otros autores no han encontrado evidencia de que el 

aumento de la producción de radicales libres  en ejercicio 
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pliométrico provenga de la cadena de transporte electrónico 

mitocondrial (McArdle et al., 1999b).

En cuanto al efecto del ejercicio sobre la función 

mitocondrial, los resultados son controvertidos. En estudios 

realizados en animales se ha propuesto que la función 

mitocondrial se ve afectada si el ejercicio realizado es de alta 

intensidad (Willis & Jackman, 1994). Estudios morfológicos 

demuestran cambios en la ultraestructura mitocondrial tras 

realizar ejercicio de alta intensidad (Schmid et al., 1983). 

Estos cambios han sido interpretados como adaptaciones 

normales al aumento de la demanda energética o como un 

tipo de daño mitocondrial. Otros autores no han encontrado 

evidencia de que la función mitocondrial se vea afectada por 

el ejercicio prolongado o de alta intensidad (Madsen et al., 

1996), o por el ejercicio excéntrico (Walsh et al., 2001) y

otros han visto que la función mitocondrial aumenta tras 

ejercicio intermitente (Tonkonogi & Sahlin, 1999) y tras 

ejercicio prolongado a moderada intensidad (Tonkonogi et 

al., 1998).

Por otra parte, se ha apuntado hacia la fosfolipasa 

A2 (PLA2) como una de las fuentes adicionales de producción 

de radical superóxido en el músculo esquelético. Es 

importante señalar que su localización no es exclusiva de la 

mitocondria sino que también se encuentra en sarcolema. La 

PLA2 se ha relacionado el aumento de la cantidad de RL 

intracelular durante contracciones musculares continuas 

(Nethery et al., 1999) y depende de la entrada de Ca+2
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extracelular por canales tipo L (Supinski, 1998). Las 

mitocondrias de animales control liberan peróxido de 

hidrógeno; esta señal es estimulada por el Ca+2 y el AMP y 

disminuida por inhibidores del PLA2. Estas observaciones 

señalan a la mitocondria como una de las fuentes principales 

de generación de RL en el músculo esquelético e identifican 

a PLA2 como regulador de la producción de RL. Estos 

resultados coinciden con los publicados por otro grupo que 

también apuntó a la mitocondrial como principal fuente de 

RL en células musculares estimuladas con TNF-α (Li et al., 

1999).

4.1.2.2.  Células fagocíticas. 

Las células sanguíneas blancas con función 

fagocítica producen grandes cantidades de oxidantes, 

generando especies reactivas que eliminan los agentes 

patógenos. Los neutrófilos pueden infiltrarse en el tejido 

muscular dañado tras un ejercicio agotador o excéntrico. El 

daño muscular inducido por el ejercicio físico puede desatar 

el proceso inflamatorio. Pocas horas después de la 

realización del ejercicio (1-6h) aumenta la cantidad de 

neutrófilos en el tejido muscular dañado (Orimo et al., 

1991). Este incremento está facilitado por moléculas de 

adhesión y citoquinas (TNF, IL-1, IL-6). Son varios los 

estudios en los que se aportan evidencias de la implicación 

de los radicales libres, generados por neutrófilos, en el daño 
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muscular (Crinnion et al., 1996). Por otra parte, se ha 

demostrado que el pretratamiento con SOD minimiza el daño 

muscular asociado al ejercicio físico excéntrico en animales 

viejos. Este efecto es debido a la atenuación de la señal 

quimiotáctica para la infiltración neutrofílica del tejido 

dañado (Zerba et al., 1990). 

Los neutrófilos activados utilizan la NAD(P)H 

oxidasa asociada a la membrana para generar radical 

superóxido, el cual puede reaccionar directamente con 

componentes diana o dismutarse a peróxido de hidrógeno. El 

peróxido se convierte en ácido hipocloroso (HOCl) por la 

mioloperoxidasa, una hemoproteína secretada por 

neutrófilos y monocitos. HOCl es un mediador inflamatorio y 

un compuesto con gran poder oxidante que genera otros 

metabolitos reactivos como el cloro nitrilo (NO2Cl) en 

presencia de nitrito (Eiserich et al., 1998). Además los 

neutrófilos activados pueden utilizar la mioleperoxidasa y el 

peróxido de hidrógeno para convertir el nitrito en radical 

dióxido de nitrógeno (NO2
) contribuyendo a la formación de 

compuestos potencialmente dañinos (Eiserich et al., 1998). 

4.1.2.3. Xantina oxidasa.

Pese a que varios grupos de investigación han 

señalado a la mitocondria como principal fuente generadora 

de ERO en el ejercicio, en estas observaciones ya se hace un 

problema conceptual. El radical superóxido producido por los 

músculos en contracción puede ser detectado en el espacio 
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extracelular (Reid et al., 1992; Zuo et al., 2000) y en el 

compartimento vascular (Lee & Okabe, 1995; Stofan et al., 

2000). El anión superóxido generado en la mitocondria es 

muy poco probable que pueda ser medido fuera de la célula. 

Esto supondría que especies reactivas y cargadas 

eléctricamente, escapasen a los sistemas antioxidantes en la 

matriz mitocondrial y difundiesen a través de la membrana 

mitocondrial interna y externa, citosol y sarcolema sin 

implicarse en ninguna reacción química. La difusión a través 

del endotelio capilar en el compartimiento vascular todavía 

parece menos probable (Reid, 2001). La xantina oxidasa 

representa una fuente alternativa de ERO con soporte 

experimental. En músculo esquelético, la xantina oxidasa se 

localiza principalmente en el endotelio vascular (Linder et 

al., 1999). La administración de inhibidores de la enzima 

disminuye la liberación de radical superóxido en el espacio 

vascular en los músculos en contracción (Stofan et al., 2000)

y parcialmente inhibe la fatiga in vivo (Barclay & Hansel, 

1991). En oposición a lo que ocurre con la mitocondria que 

genera RL en un estado basal, las ERO derivadas de la 

xantina oxidasa cobran importancia en cuatro procesos: en 

la respuesta inflamatoria al ejercicio físico excéntrico, en el 

ejercicio físico de alta intensidad, en el ejercicio prolongado 

(Hellsten et al., 1997) o en el daño causado por los procesos 

de isquemia-reperfusión (Kadambi & Skalak, 2000). Se han 

encontrado niveles más elevados de ARNm para XDH/XO en 

músculos dañados frente a controles, acompañados con un 
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aumento de la actividad XDH/XO (Hellsten-Westing, 

resultados no publicados). 

La  xantina oxidasa fue inicialmente  identificada 

como una fuente potencial de radicales libres en el citosol de 

la célula muscular (Laughlin et al., 1990; Apple et al., 1991). 

Sin embargo, estudios posteriores utilizando anticuerpos 

monoclonales para la XDH/XO revelan inmunoreactividad en 

las células del músculo liso de la pared de los vasos a la vez 

que en células endoteliales (Hellsten-Westing et al., 1993) y  

descartan su presencia en el interior de la célula muscular. 

La hipoxantina se forma en el músculo durante el 

ejercicio físico intenso y existe un incremento marcado de 

esta purina del músculo a la sangre (Sahlin, 1991; Bangsbo

et al., 1992). La cantidad de hipoxantina que se acumula en 

sangre depende principalmente de la intensidad del ejercicio. 

Los niveles más elevados en plasma se han encontrado tras 

el ejercicio físico agotador (Hellsten-Westing et al., 1991). 

La formación de hipoxantina parece estar asociada con la 

acumulación de IMP (inosina monofosfato) en el músculo, lo 

que a su vez está relacionado con la intensidad del ejercicio 

y con su duración (Sahlin et al., 1989). En estos últimos 

trabajos se sugiere que los nucleótidos son degradados 

cuando la resíntesis del ATP está limitada debido a los bajos 

niveles de glucógeno muscular.

La inopina, como la hipoxantina, son muy 

permeables y atraviesan las membranas con gran facilidad. 

Los niveles de hipoxantina del plasma pueden servir de 
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sustrato para la XOR en la pared de los vasos de los distintos 

órganos. Considerando la localización de la XOR, la 

formación de xantina y ácido úrico debe suceder tras la 

salida de la hipoxantina de la célula muscular y cuando ésta 

alcanza la pared del vaso sanguíneo del mismo músculo o de 

cualquier otro tejido vía sanguínea.

Con respecto al ácido úrico, las observaciones 

publicadas sobre la ausencia significativa de liberación del 

ácido úrico por el músculo (Sahlin, 1991) pueden ser el 

resultado de una baja sensibilidad en  los métodos de 

detección (Hellsten, 1994). En ratas sí que se ha encontrado 

acumulación de ácido úrico tras estimulación eléctrica 

(Arabadjis et al., 1993). Existe una correlación lineal entre el 

pico de hipoxantina y el de ácido úrico en plasma tras un 

ejercicio físico agotador (Hellsten-Westing et al., 1994). Esta 

observación indica que la concentración plasmática de 

hipoxantina es importante en el flujo de la vía XDH/XO, ya 

que un elevado nivel de hipoxantina en plasma supondría un 

aumento en la producción de radical superóxido en el caso 

en el que la conversión a XO hubiese sucedido.  

En 1981, Granger y colaboradores (Granger et al., 

1981) demostraron que el tratamiento del intestino de felino 

con superóxido dismutasa, previo al proceso de isquemia,

atenuaba el daño durante la subsiguiente reperfusión, lo que 

apuntaba hacia el radical superóxido como responsable del 

daño tisular. Estos autores propusieron que la fase de 

isquemia producía una conversión de las XDH a XO y una 
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degradación de los nucleótidos de adenina a hipoxantina. De 

esta forma con la re-introducción del oxígeno molecular 

durante  la reperfusión, una considerable cantidad de radical 

superóxido, podría ser generada en la reacción catalizada 

por la XO.

Tras esta observación, se publicaron una gran 

cantidad de estudios sobre la conversión de la forma 

deshidrogenasa a la oxidasa. Se ha estudiado una gran 

variedad de tejidos: pulmón (Waintrub et al., 1990), hígado 

y riñón (McKelvey et al., 1988), corazón y músculo 

esquelético (Charlat et al., 1987). Los estudios muestran 

resultados contradictorios ya que la magnitud de la 

conversión parece variar dependiendo del tejido y de la

especie estudiada (Downey et al., 1988).

Existen 2 vías por las que la XO puede estar 

implicada en el daño muscular inducido por el ejercicio físico. 

La XO podría iniciar el daño oxidando los lípidos de la 

membrana celular, con la consiguiente salida del contenido 

citosólico, pérdida de la viabilidad celular y necrosis tisular. 

Esta hipótesis tendría como requisito que el ejercicio 

indujese la conversión de la XDH a XO en el músculo y una 

presencia suficiente de hipoxantina. Por otra parte la XO 

puede jugar un papel importante una vez el daño se ha 

producido al activar la generación de ERO por otras vías. En 

este caso, la formación de radicales libres por la XO 

mediarían el proceso inflamatorio (Hellsten, 1994). 
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4.1.2.4. Producción de radicales libres secundariamente a la 

ruptura de proteínas que contienen hierro.

La capacidad  del hierro para catalizar reacciones 

de producción de radicales libres es bien conocida (Halliwell, 

1985).  Los deportes de resistencia y aquellos que conllevan 

un alto impacto mecánico, causan una destrucción de 

eritrocitos con liberación de hierro y por tanto, una potencial 

fuente de hierro catalítico.  Asimismo, al dañarse la fibra 

muscular, se liberan a la circulación grandes cantidades de 

mioglobina, con su hierro correspondiente. La interacción de 

la metamioglobina y la metahemoglobina con peróxidos son 

responsables del estrés oxidativo producido durante el 

ejercicio físico (Cooper et al., 2002).

4.1.2.5. Protaglandinas. 

Parece que diversos tipos de estrés, incluida una 

excesiva contracción, produce la liberación de 

prostaglandinas del músculo esquelético.  Muchos de los

intermediarios en el metabolismo de las protaglandinas son 

ERO (Halliwell, 1989).  La conversión del ácido araquidónico 

a prostaglandinas, por acción de la lipooxigenasa, implica 

una serie de reacciones que llevan implícita la producción de 

radicales libres como productos intermedios. Sin embargo, 

no existen evidencias de la presencia de lipooxigenasa en 

músculo esquelético. Por otra parte, en distintas 
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publicaciones, se ha apuntado hacia ciertos productos del 

metabolismo de la lipooxigenasa como mediadores de daño 

muscular (Jackson, 1987). Hasta la fecha, sin embargo, no 

existe una evidencia clara de que las prostaglandinas 

jueguen un papel en la producción de radicales libres 

inducida por la contracción muscular.  

4.1.2.6. NAD(P)H oxidasa. 

La producción de ERO por isoformas no fagocíticas 

de la NAD(P)H oxidasa juega un papel en la regulación de la 

cascada  de señalización intracelular de varios tipos celulares 

entre los que se incluyen: fibroblastos, células endoteliales, 

miocitos cardíacos y musculatura lisa vascular (Griendling et 

al., 1994). Las células musculares y los fibroblastos son el 

objetivo de la mayor parte del radical superóxido producido 

en la pared de los vasos.  Inicialmente se consideró que la 

enzima estaba situada únicamente en la membrana 

plasmática pero, en la actualidad, se ha encontrado en 

varios componentes celulares entre los que se incluye la 

mitocondria (Ji, 1999).

4.1.2.7. Catecolaminas.

La liberación de catecolaminas está aumentada 

durante el ejercicio. Las catecolaminas pueden autooxidarse 

formando radicales libres (Jewett et al., 1989). La oxidación 
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de la epinefrina está asociada con la formación de radical 

superóxido, y se considera como una posible fuente de 

radicales libres en el daño inducido por el proceso de  

isquemia-reperfusión (Ji, 1999). El uso β-bloqueantes en 

humanos que realizan un ejercicio de alta intensidad, ha 

dado como resultado una disminución de los marcadores de 

estrés oxidativo en plasma (Pincemail et al., 1990). Sin 

embargo, el papel de las catecolaminas como fuente de ERO 

durante el ejercicio no ha sido estudiado de forma 

exhaustiva (Ji, 1999).

4.1.2.8. Pérdida de la homeostasis del Ca+2.

La alteración en la homeostasis del Ca+2 se 

considera un paso clave en el proceso degenerativo asociado 

al daño muscular inducido por el ejercicio físico (McArdle et 

al., 1992). Este fallo en la homeostasis del Ca+2 parece ser 

secundario al aumento en la generación de radicales libres 

en varios tejidos pero, diversos grupos de investigación, no 

consideran que esto ocurra en el músculo esquelético

(McArdle et al., 1994).

Existen diferentes vías por las que los radicales 

libres podrían alterar la homeostasis del Ca+2 pues, como 

hemos visto en apartados anteriores, son capaces de dañar 

todo tipo de biomoléculas.  Nicotera y colaboradores 

(Nicotera et al., 1985) publicaron un trabajo en el 

observaron cómo las ERO eran responsables de la 
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inactivación de las bombas de la membrana plasmática 

responsables de eliminar el Ca+2. Este mismo daño puede 

hacerse extensivo a organelas intracelulares responsables de 

secuestrar el exceso de calcio citosólico (Bellomo et al., 

1982). 

Si se considera que el fallo en la homeostasis del 

calcio es el evento inicial en el daño muscular asociado al 

ejercicio físico, éste puede llevar a un aumento en la 

generación de radicales libres. El incremento de los niveles 

de Ca+2 intracelulares puede activar enzimas proteolíticas y 

la fosfolipasa lo que supone una liberación de los ácidos 

grasos y una alteración de las estructuras de la membrana 

interna. Además, en un intento de tamponar el aumento en 

los niveles de Ca+2, la mitocondria puede acumular 

cantidades significativas. Este Ca+2 puede ir acompañado por 

el fosfato y al formar fosfato cálcico, precipitar en la 

mitocondria. Por otra parte los aumentos en el contenido de 

Ca+2 se ha visto que inhiben la respiración mitocondrial   

(Wrogemann & Pena, 1976). La alteración en la producción 

de ATP puede inducir aumento en la producción de radical 

superóxido. La situación de estrés oxidativo secundaria al 

aumento en la concentración de Ca+2 intracelular debe estar 

causada por un ejercicio físico agotador. 
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4.1.2.9. Los peroxisomas.

Los peroxisomas son organelas celulares 

relacionadas con la oxidación de ácidos grasos y 

aminoácidos. En condiciones fisiológicas, los peroxisomas 

contribuyen a la producción de H2O2 pero no del O2
- (Chance

et al., 1979). El ayuno prolongado se ha demostrado que 

supone un aumento en la generación de H2O2 debido, 

principalmente, al aumento en la oxidación de los ácidos 

grasos por esta organela (Godin & Wohaieb, 1988). Como 

los ácidos grasos son la fuente principal de energía para el 

miocardio y el músculo esquelético durante  el ejercicio físico 

prolongado, los peroxisomas pueden ser sitios potenciales de 

producción de radicales libres. El incremento, en músculo,  

en la actividad de la catalasa tras un ejercicio físico 

agotador, parece apoyar esta hipótesis (Ji & Fu, 1992).  Sin 

embargo, no existen evidencias directas de que el ejercicio 

aumente la producción de ERO por el peroxisoma.  

5.  LA MITOCONDRIA 

La mitocondria utiliza la fosforilación oxidativa 

para producir gran parte de la energía requerida por los

tejidos aeróbicos. Además de su papel bioenergético, las 

mitocondrias desempeñan un papel catabólico y biosintético

en la biología celular en eucariotas. Por tanto alteraciones 

tanto generales y como específicas en la mitocondria 
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contribuyen al desarrollo de innumerables patologías 

cardiovasculares (Williams, 1995) y neuromusculares (Moyes

et al., 1998). Del mismo modo variaciones cuantitativas y 

cualitativas en la mitocondria también son importantes 

elementos en las adaptaciones fisiológicas. 

La mitocondria es única en el hecho de que tiene 

múltiples pequeñas copias de ADN circular que contiene 

16,659 nucleótidos. Esto es minúsculo en comparación a los 

tres billones de nucleótidos encontrados en el genoma 

nuclear. El ADNmt contiene 13 ARNm ,22ARNt  y 2 ARNr  

que son esenciales para las funciones mitocondriales. Los 

trece ARNm codifican componentes proteicos de la cadena 

respiratoria responsables del transporte de electrones y de la 

síntesis de ATP.

5.1. REGULACIÓN DE LA ESTRUCTURA DE LA ORGANELA

Las propiedades metabólicas de la mitocondria 

muscular dependen de la regulación activa de la estructura 

del orgánulo. La mitocondria, en muchos tejidos, existe 

como una red dinámica constantemente en fusión.

Estrategias de adaptación que culminan en un 

aumento de la capacidad oxidativa combinan el control de la 

síntesis de enzimas con cambios ultra estructurales de la 

organela. En todos los vertebrados, el tipo de músculo más 

oxidativo es el músculo cardíaco, en el cual 
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aproximadamente 30-50% del volumen muscular lo ocupan

las mitocondrias.

Las mitocondrias se dividen durante el ciclo de 

división celular. No obstante, hay circunstancias en las

cuales las divisiones mitocondriales no están relacionadas 

con el ciclo celular. Por ejemplo, la mitocondria muscular 

podrá proliferar durante la miogénesis, pero también como 

resultado de ejercicio físico (Brunk, 1981; Moyes et al., 

1997).

La división mitocondrial puede ser inducida por 

una variedad de sustancias, incluyendo benzodiacepinas, 

inhibidores de la fosforilación oxidativa y por el calcio 

(Bereiter-Hahn & Voth, 1994) entre otros. En vertebrados, el 

número de mitocondrias es controlado por hormonas 

tiroideas, como T3 que induce la división mitocondrial 

(Goglia et al., 1999).

En la membrana interna de la mitocondria se 

encuentran aproximadamente el 80% de las proteínas, entre 

las que destaca el complejo de la fosforilación oxidativa. 

Aunque todos los músculos estriados contienen mitocondrias 

con extensivas crestas, algunas células presentan 

mitocondrias con una morfología más sencilla. Estudios con 

mutantes han demostrado que la producción de las crestas 

depende de importantes proteínas, incluyendo proteínas de 

la membrana externa (Hobbs et al., 2001) y de subunidades 

del complejo V (Paumard et al., 2002).



I-  Introducción

42

5.2. BIOGÉNESIS DE LA MEMBRANA

El crecimiento y remodelamiento mitocondrial 

requiere la adición de fosfolípidos. Casi todos los fosfolípidos 

de la membrana interna y externa son sintetizados en el 

retículo sarcoplásmico. Las mitocondrias de la membrana 

interna son ricas en cardiolipina, un fosfolípido altamente 

ácido y hidrofóbico que es esencial para la función de 

muchos procesos y proteínas mitocondriales. Algunos 

estudios han demostrado que la mutación en la síntesis del 

gen de la cardiolipina deteriora el crecimiento, la importación 

de proteínas,  el potencial de membrana mitocondrial y la 

actividad de la ATPasa y citocromo c oxidasa (Jiang et al., 

2000; Koshkin & Greenberg, 2000). Además, una variación 

en los niveles de cardiolipina es evidente cuando se compara 

la población de mitocondrias, tipos de fibras musculares y 

como resultado de diferentes condiciones de desarrollo y 

fisiológicas. Por ejemplo, cambios en los niveles de 

cardiolipina ocurren como resultado de alteración en los 

niveles de hormonas tiroideas (Paradies et al., 1997), 

actividad contráctil crónica (Takahashi & Hood, 1993) y el 

envejecimiento (Paradies & Ruggiero, 1990).

La modulación de los perfiles de los lípidos se 

relaciona con frecuencia con estrategias de compensación 

asociadas al ejercicio, dieta y condiciones ambientales. Los 

perfiles de los fosfolípidos tienen un potencial que alteran la 

fluidez de la membrana y el movimiento de las proteínas de 
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las membranas y la movilidad de los electrones. El 

remodelamiento de la membrana también puede alterar la 

permeabilidad a protones y propiedades catalíticas de las 

enzimas.

5.3. REMODELAMIENTO MITOCONDRIAL  EN LA 

DIFERENCIACIÓN Y EL DESARROLLO MUSCULAR.

La demanda de energía muscular cambia durante 

la vida de un organismo, y los músculos son esenciales en 

ese remodelamiento energético. Prioritariamente en la 

diferenciación, los mioblastos poseen mitocondrias que 

contribuyen aportando un 40% del ATP para el metabolismo 

(Leary et al., 1998). La miogénesis se inicia por cambios en 

las condiciones hormonales y la proliferación y 

remodelamiento mitocondrial son integrados en ese 

programa miogénico durante el cual la actividad de las 

enzimas mitocondriales aumenta muy significativamente

(Moyes et al., 1997).

Después que el programa miogénico se complete, 

los músculos retienen una modesta capacidad para el 

remodelamiento en respuesta a los niveles de actividad. La 

reducción en la actividad muscular, como por ejemplo, en la 

inmovilización, denervación o microgravedad reduce el 

contenido mitocondrial (Moyes & Hood, 2003). Por el 

contrario, un programa regular de entrenamiento de 

resistencia puede suponer una expansión del retículo
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mitocondrial (Hood, 2001). Esa adaptación es 

particularmente evidente en regiones subsarcolémicas de las 

células musculares, y estas alteraciones tienen un 

importante efecto metabólico durante el ejercicio agudo.

En resumen, el contenido de mitocondrias en el 

músculo esquelético se establece durante la diferenciación y

el desarrollo, y puede ser mantenido o modificado durante la 

vida del animal.

5.4. BIOGÉNESIS MITOCONDRIAL.

5.4.1.  REGULACIÓN DE LA BIOGÉNESIS MITOCONDRIAL EN 

EL MÚSCULO ESQUELÉTICO.

El músculo esquelético exhibe una marcada 

respuesta adaptativa en respuesta a condiciones tanto 

fisiológicas como fisiopatológicas. Una de las alteraciones 

fenotípicas más visibles se produce en la mitocondria en 

respuesta al ejercicio o a la actividad contráctil a largo 

plazo. Estas modificaciones son especialmente evidentes en 

el músculo esquelético blanco que parte de un contenido 

mitocondrial inicial de solamente 1% - 3% del total del 

volumen celular (Hoppeler, 1986).

Las actividades contráctiles que inducen las 

adaptaciones mitocondriales en el músculo son dependientes 

del tipo de ejercicio (resistencia vs. fuerza) así como de su 

frecuencia, intensidad y duración.



I-  Introducción

45

Figura I.6: Concepto de integración de estímulos fisiológicos en respuestas 

fenotípicas.  

Hace años que se sabe que el tamaño, número y 

el volumen de mitocondrias pueden cambiar en respuesta a 

estímulos fisiológicos (Holloszy, 1967). Cambios en la 

plasticidad mitocondrial producida por el ejercicio son 

resultados de múltiples eventos moleculares (Hood, 2001). 

El mecanismo está parcialmente adscrito a la activación y 

unión de factores de transcripción a secuencias específicas 

de ADN en las que se encuentran genes que codifican 

proteínas mitocondriales (Hood, 2001) Algunos de estos 

factores han sido identificados, tales como, el factor de 

transcripción mitocondrial (Tfam), el factor de respiración 

nuclear 1 y 2 (NRF-1 y NRF-2), PPARα y PPAR (Hood, 

2001).  Tras la unión al ADN de los factores de transcripción 

y co-activadores, sus genes diana se transcriben en el 

núcleo y el ARN se traslada a los ribosomas que se 
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encuentran en el citoplasma. Las proteínas destinadas a la 

mitocondria son transportadas a estos compartimientos vía 

maquinaria de importación de proteínas. Una vez dentro de 

la matriz mitocondrial, el factor de transcripción 

mitocondrial, Tfam, es dirigido directamente al genoma 

mitocondrial y actúa como factor clave en la transcripción y 

regulación del ADN mitocondrial.

Un mayor contenido mitocondrial hace que una 

concentración menor de ADP (50nmol/g vs 25nmol/g) sea 

requerida para consumir la misma cantidad de oxígeno (VO2) 

por gramo de músculo. Un pequeño aumento en la

concentración de ADP aumentará la glicólisis y la formación 

de ácido láctico, lo que supone un descenso de las reservas

de fosfocreatina (CrP). Un mayor contenido mitocondrial, 

como resultado del ejercicio crónico, reducirá el consumo de 

CrP lo que atenuará la glucólisis, la producción de ácido 

láctico, reducirá la formación de AMP y NH3,  mejorará la 

fracción de energía obtenida aeróbicamente y atenuará la 

activación de AMPK. También supone que la cadena de 

transporte electrónico opere a una fracción más baja de su 

máximo para producir el mismo VO2 que antes de que se 

produjese esta adaptación. Todo esto supone una reducción 

del daño potencial por las especies reactivas del oxígeno 

(ERO) con el mismo consumo por gramo de músculo
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Figura I.7- Mejora de la sensibilidad de la respiración mitocondrial al ADP debido al 

entrenamiento o a otros modelos de  actividad contráctil crónica.
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Los eventos moleculares que participan del 

proceso inicial de señalización inicial para la biogénesis 

mitocondrial son:

- CALCIO

Como resultado de la despolarización inducida por 

la motoneurona alfa, el calcio es liberado por el retículo 

sarcoplásmico y eso permite la interacción entre la actina y 

miosina. Cambios en los niveles de calcio intracelular 

modifican las actividades de las proteínas kinasas y 

fosfatasas dependientes del calcio (Irrcher et al., 2003). 

Entre ellas podemos citar las proteínas kinasas dependiente 

del calmodulina, proteína kinasa C y calcineurina, entre otras 

(Hood, 2001).

Estos datos sugieren que el calcio liberado en el 

retículo sarcoplásmico durante cada potencial de acción 

puede servir como un importante mensajero en el proceso 
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de biogénesis mitocondrial. Entre tanto, la amplitud y 

duración de los señales de calcio necesarios para promover 

cada cambio necesita ser establecido en el contexto 

fisiológico de la contracción muscular.

- RECAMBIO DE ATP

El ejercicio aumenta la proporción del recambio de 

ATP en las células musculares. Eso altera la proporción de 

ATP/ADP libre y estimula el metabolismo muscular. 

Experimentos utilizando el ácido -guanidopropiónico que 

consigue depleción de los compuestos altamente energéticos 

de fosfato (fosfocreatina y ATP) induce un aumento en la 

expresión de enzimas mitocondriales (Taivassalo et al., 

2001). Como resultado del acelerado recambio de ATP, el 

ejercicio físico aumenta los niveles de AMP y disminuye los 

niveles de fosfocreatina en el músculo. Por este motivo 

cambios en el estado de energía celular asociados con esas 

adaptaciones se han relacionado con la activación de las

AMPKs. Las AMPKs pueden ser activadas fisiológicamente 

por la disminución en los niveles de fosfocreatina y ATP, y 

farmacológicamente usando el análogo 5-aminoimidazole-4-

carboxamide-1--D-ribofuranoside (AICAR), que es 

frecuentemente usado para mimetizar los efectos del 

ejercicio crónico (Irrcher et al., 2003). La directa activación 

de la AMPKs usando el AICAR también mimetiza muchos de 

los cambios metabólicos evidenciados como resultados del 
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ejercicio crónico, como aumento en los niveles de la 

actividad del citrato sintasa, ácido -aminolevulínico sintasa 

y el desacoplamiento mitocondrial (Hayashi et al., 1998; 

Putman et al., 2003). Al ser sensible al estado de energía de 

la célula muscular, las AMPKs parecen ser también un 

importante regulador del contenido mitocondrial.

5.4.2- RESPUESTA DE LA EXPRESIÓN DE GENES A LA 

ACTIVIDAD CONTRÁCTIL

La actividad contráctil regula la 

fosforilación/defosforilación de factores de transcripción que 

pueden mediar la expresión de genes mitocondriales y 

nucleares. Diversos factores de transcripción se han 

implicado en el proceso de biogénesis mitocondrial, como 

por ejemplo, NRF-1 y 2, PPARα, PPARγ, Sp1, c-jun y c-fos 

(Hood, 2001; Scarpulla, 2002b). Esa variedad de factores de 

transcripción es importante teniendo en cuenta las 

diferencias en la secuencia del ADN que aparecen en la 

región promotora de genes nucleares que codifican proteínas 

mitocondriales (Nelson et al., 1995).

NRF-1 se considera un importante componente en 

el proceso de biogénesis mitocondrial. NRF-1 aumenta su 

expresión en respuesta a la actividad contráctil en cultivos

celulares (Xia et al., 1998) y como resultado del ejercicio 

físico en modelos in vivo (Murakami et al., 1998). NRF-1 

también activa Tfam (Scarpulla, 2002b), una proteína 
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responsable de la regulación de la trascripción del ADN

mitocondrial y de su replicación (Puigserver et al., 1998).

El factor de trascripción PGC-1α juega un papel 

muy importante en el metabolismo de la glucosa, la 

biogénesis mitocondrial, en la especialización de las fibras 

musculares y en la adaptación a la termogénesis (Lin et al., 

2002). En el músculo esquelético, el aumento de PGC-1α

aumenta el número de copias de ADN mitocondrial y 

estimula la proliferación de mitocondrias. Una sobre

expresión de PGC-1α induce, morfológicamente, un aumento 

de los índices de contenido mitocondrial así como la 

expresión de genes nucleares en células musculares 

incluyendo NRF-1, NRF-2, Tfam, UCP-2, subunidades 

nucleares y mitocondriales que codifican COX y citocromo c.

6- PGC-1α

El descubrimiento de PGC-1α representó un gran

avance en el esclarecimiento de los mecanismos moleculares 

que conllevan a la biogénesis mitocondrial. PGC-1α está 

implicado en el proceso regulador de las adaptaciones 

celulares debido a que el incremento en su expresión está 

regulado en respuesta a estímulos nutricionales y 

ambientales (Lin et al., 2004).

PGC-1α regula la expresión de genes 

mitocondriales y la biogénesis debido a su habilidad para 

activar transcripcionalmente una variedad de factores de 
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transcripción y también un creciente listado de proteínas que 

están relacionadas con la regulación de su propia actividad 

(Hood et al., 2006). Eso incluye proteínas que alteran la 

actividad transcripcional de PGC-1α por medio de 

modificaciones post-translacionales o interacciones

proteínas-proteínas. 

La actividad de PGC-1α en el músculo esquelético 

está positivamente regulada por la activación de la MAPK 

p38. Puigserver et al. describieron que la MAPK p38 media la 

fosforilación de PGC-1α (Puigserver et al., 2001). Por tanto 

la fosforilación y activación de p38 son esenciales para la 

inducción del proceso de biogénesis mitocondrial por la 

contracción muscular. 

Figura I.8-  Importancia de PGC-1 α en la biología celular
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6.1- PGC-1α Y LA TERMOGÉNESIS

La termogénesis adaptativa, tanto en el tejido 

adiposo marrón como en el músculo esquelético, produce la 

estimulación de la biogénesis mitocondrial, aumento en la 

oxidación de los ácidos grasos y desacoplamiento de la 

fosforilación oxidativa. Como ya hemos descrito previamente 

en esta sección de la tesis, el aumento de PGC-1α induce la 

trascripción de NRF-1 y 2 generando un aumento en la 

expresión de Tfam (Wu et al., 1999) así como de la β-ATP-

sintasa, citocromo c y citocromo c oxidasa (Scarpulla, 

2002a, 2002b). PGC-1α también interactúa con otros 

receptores nucleares como el PPARα y el receptor de la 

hormona tiroidea en el tejido adiposo marrón incrementando 

la expresión de la proteína desacopladora UCP-1 (Cassard-

Doulcier et al., 1994; Barbera et al., 2001). 

La adaptación a los cambios en la temperatura 

corporal en ratones está relacionada con el tejido adiposo 

marrón, que genera calor, en gran parte, por la expresión de

la UCP-1 (Bouillaud et al., 1985; Jacobsson et al., 1985). 

Análisis de la expresión génica del tejido adiposo marrón 

revela que la inducción de UCP-1 en ratones deficientes (KO) 

de PGC-1α fue reducida en aproximadamente 45% en 

relación con los silvestres (Lin et al., 2004).



I-  Introducción

53

6.2- PGC-1α Y EL METABOLISMO DE LA GLUCOSA

El mantenimiento de la homeostasis de la glucosa

es vital para la supervivencia de los mamíferos, y, como 

resultado, los niveles de glucosa son regulados en respuesta 

a condiciones nutricionales y señales hormonales (Liang & 

Ward, 2006).

La expresión de PGC-1α está inducida en el hígado 

en respuesta al ayuno, un estado metabólico caracterizado 

por activar la glucogenólisis, gluconeogénesis y oxidación de 

los ácidos grasos (Aoki, 1981). Bajo condiciones normales, 

de libre acceso a la comida, PGC-1α está expresado a niveles 

muy bajos en el hígado (Puigserver et al., 1998). Durante el 

ayuno, la expresión de PGC-1α está activada por el glucagón 

y catecolaminas vía la estimulación de cAMP y el factor de 

transcripción de CREB. PGC-1α, entonces, coactiva una 

variedad de factores de transcripción como el factor nuclear 

hepático- 4α, el receptor glucocorticoide y el FOXO1 (forhead 

box O1). Estos factores de transcripción se unen a regiones 

en los genes que codifican enzimas gluconeogénicas como la 

fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK) y la glucosa-6-

fosfatasa (G-6-Pase) (Liang & Ward, 2006).

Para determinar si PGC-1α es esencial para la 

expresión del programa citado previamente, un grupo de 

investigadores (Lin et al., 2004) aisló hepatocitos primarios 

de ratones PGC-1α+/+ y de ratones PGC-1α-/- y evaluaron la 

expresión de los genes de PEPCK y G6Pase en repuesta a 
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tratamientos hormonales. Los niveles basales de ARNm de 

PEPCK y G6Pase fueron similares en los dos modelos de 

ratones. Tratando estos hepatocitos con glucocorticoides los 

ratones PGC-1α+/+ exhibieron un aumento dosis-dependiente 

de ARNm de la PEPCK y de la G6Pase. En cambio, la 

inducción de la expresión de ARNm de PEPCK y G6Pase 

disminuyó significativamente en los hepatocitos aislados de 

ratones PGC-1α-/- tratados en las mismas condiciones. Estos 

resultados demuestran que PGC-1α es un mediador esencial 

en la activación de la transcripción de genes 

gluconeogénicos en respuesta a la estimulación hormonal en 

hepatocitos aislados.

Bajo condiciones de libre acceso a la comida, el 

músculo esquelético es el tejido que más requiere de 

glucosa. El músculo esquelético capta la glucosa utilizando 

transportadores (Gluts) localizados en la membrana celular. 

Existen dos tipos de Gluts en el músculo esquelético:

- Insensible a insulina: Glut 1 y Glut 3

- Sensible a insulina: Glut 4

PGC-1α ha demostrado aumentar la expresión de 

Glut 4 en células musculares en cultivo y en el músculo 

esquelético (Michael et al., 2001; Baar et al., 2002). 

Sorprendentemente, PGC-1α no parece aumentar la 

captación de glucosa en el músculo esquelético in vivo, 

aunque induzca este aumento en células de músculo 

esquelético (Michael et al., 2001). 
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6.3- PGC-1α Y EL CAMBIO DEL TIPO DE FIBRA MUSCULAR 

ESQUELÉTICA

Las fibras del músculo esquelético se  clasifican en 

4 tipos: tipo I, tipo IIa, tipo IIx y IIb. Las fibras lentas tipo I 

y tipo IIa contienen más mitocondrias y muestran un 

metabolismo oxidativo. En contraste, las fibras IIx y IIb

contienen pocas mitocondrias y son metabólicamente

glucolíticas (Guth & Samaha, 1969). 

Se sabe que PGC-1α induce al remodelamiento de 

la composición de las fibras en el músculo esquelético.  La 

sobre expresión de PGC-1α resulta en la conversión de fibras 

rápidas tipo IIb en tipo IIa y fibras oxidativas tipo I (Liang & 

Ward, 2006). 

Los niveles de AMPK fosforilada y acetil-coA

carboxilasa, un conocido sustrato que activa AMPK, están 

significativamente aumentados en el músculo esquelético de

ratones deficientes en PGC-1α. Estos datos demuestran que 

PGC-1α es esencial para una expresión normal de genes 

mitocondriales y para el metabolismo energético del músculo 

esquelético.

La activación de las AMP kinasas parece ser un 

mecanismo por el cual el ejercicio estimula el transporte de 

glucosa muscular (Hayashi et al., 1998).El transporte de 

glucosa en el músculo es normalmente proporcional a la 

cantidad de de contenido de Glut 4 (Henriksen et al., 1990). 
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Por tanto PGC-1α se puede considerar que regula la 

capacidad muscular en captar la glucosa y oxidarla. 

Mortenson et al. (Mortensen et al., 2006)

recientemente han demostrado que la sobre expresión de 

PGC-1α en células musculares primarias de ratas conllevan a 

un aumento de los niveles de ARNm de la isoforma de MHC 

asociada a un metabolismo lento oxidativo y una 

disminución de los niveles de ARNm de la isoforma de MHC 

asociada con un metabolismo rápido glucolítico, MHC IIX y 

MHC IIB. Por el contrario, ratones deficientes en PGC-1α

exhiben una disminución del número de mitocondrias y de la 

capacidad respiratoria en fibras musculares lentas, así como, 

reducida capacidad para ejercicio y reducida resistencia a 

fatiga (Leone et al., 2005).

7- NRF-1 

El factor de respiración nuclear-1 (NRF-1) es uno 

de los factores reguladores que coordinan la expresión de 

genes nucleares y mitocondriales para la biogénesis 

mitocondrial. La primera identificación de como las proteínas 

mitocondriales son controladas viene de la identificación de 

los NRF-1 y NRF-2 por Scarpulla y colaboradores (Scarpulla, 

2002a). 

NRF-1 se une y activa los promotores de varios 

genes nucleares que codifican componentes de la cadena 

respiratoria en la mitocondria así como factores requeridos 
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para la transcripción y replicación del ADN mitocondrial 

(Scarpulla, 2002a). Los embriones de animales KO de NRF-1 

mueren en la fase temprana del desarrollo (entre los días 

3.5-6.5 del período embrionario) (Huo & Scarpulla, 2001). 

Estos datos sugieren que NRF-1 juega un papel crucial en el 

mantenimiento del ADNmt y en la función de la cadena 

respiratoria en las primeras fases de la vida.

Una sobreexpresión de NRF-1 en el músculo 

esquelético, en modelos de ratones transgénicos, aumenta la 

capacidad de transporte de glucosa por aumento en la 

expresión del transportador de glucosa Glut4 (Murakami et 

al., 1998). Esa inducción ocurre antes del aumento de la 

capacidad oxidativa mitocondrial, sugiriendo que la elevación 

de NRF-1 debido a múltiples series de ejercicio, puede estar 

relacionada con la biogénesis mitocondrial inducida por el 

ejercicio. 

Para determinar la función de los NRF-1 en la 

biogénesis mitocondrial, un ratón  transgénico que 

sobreexpresa NRF-1 en el músculo esquelético ha sido

recientemente generado (Baar et al., 2003). Estos ratones 

tienen aumentados los niveles de citocromo c. Sin embargo,

ni los niveles de citrato sintasa ni el consumo de O2 de los 

músculos aparecen aumentados. Estos datos sugieren que 

solamente NRF-1 es insuficiente para inducir el proceso 

completo de biogénesis mitocondrial y que otros factores y

cofactores son requeridos para ese proceso.



I-  Introducción

58

8- CITOCROMO C

Esta proteína ha sido  utilizada durante años como 

un marcador representativo de contenido mitocondrial en el 

músculo. Su variación está influenciada por modificaciones 

en la contracción muscular (Booth, 1977; Morrison et al., 

1987). 

Para llegar a entender la regulación en la 

expresión de citocromo c debido a la actividad contráctil, se 

han utilizado medidas como la de la estimulación eléctrica de 

miocitos neonatales cardíacos (Xia et al., 1997). Se han 

descrito aumentos en la activación transcriptional de 

citocromo c a las 12 horas de la estimulación. Sin embargo 

el efecto de la estimulación se atenúa cuando el sitio de 

unión de NRF-1 o de CRE se encuentra mutado (Xia et al., 

1997).

Utilizando células del músculo esquelético C2C12, 

se ha probado que la actividad contráctil aumenta la 

transcripción de citocromo c y está acompañado de un 

aumento del nivel de la proteína Sp1 y de la unión al ADN

después de cuatro días de estimulación (Connor et al., 

2000). Otros estudios in vivo también han indicado que la 

expresión de citocromo c puede estar regulada por la 

estabilidad  del ARN mensajero.

El grupo de Freyssenet (Freyssenet et al., 1999)

inyectó plásmidos de ADN para introducir el promotor de 

citocromo c acompañado con una acetiltransferasa de 
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cloramfenicol en el tibial anterior de ratas, y éstos fueron 

sometidos a estimulación eléctrica tres horas al día durante 

7 días. Con esta técnica, se pudieron observar los cambios 

dependientes del tiempo en la actividad transcripcional y en

la estabilidad del ARNm. Los resultados indicaron que el 

aumento en el ARNm de citocromo c se debe al aumento de 

la estabilidad del ARNm durante los 2 y 4 días y que este 

hecho fue seguido por la activación transcripcional a los 5 

días de estimulación crónica. Este hecho enfatiza la 

importancia de la estabilidad del ARNm como una pieza 

importante en los cambios en la expresión de genes como 

resultado de la actividad contráctil en el músculo 

esquelético.

Figura I.9: Representación gráfica de la expresión de citocromo c en el músculo 

esquelético durante la actividad contráctil.
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Como observamos en la figura previa, una señal

estimula la transcripción del factor nuclear 1 (NRF-1) y/o de 

la proteína específica 1 (Sp1). Los ARNm derivados de estos 

genes son exportados desde el  núcleo al citosol a través de 

los poros nucleares. Estos ARNm se  traducen a proteína en 

el citosol y vuelven a ser trasladados al núcleo. Se sabe que 

la actividad contráctil aumenta la expresión y la unión al 

ADN de NRF-1 y de Sp1, de ese modo aumenta la 

transcripción del gen de  citocromo c. Otros genes nucleares 

que codifican proteínas mitocondriales son también

activados por NRF-1 y Sp-1 con lo que se demuestra la 

importancia que tienen estos factores de transcripción para 

la biogénesis mitocondrial.

9- CITOCROMO C OXIDASA

La citocromo c oxidasa (COX) es una enzima 

terminal de la cadena de transporte electrónico en 

eucariotas y algunos procariotas (Khalimonchuk & Rodel, 

2005).  La COX está compuesta por 13 subunidades 

(mamíferos) de las cuales la COX I, II y II son codificadas 

por genes mitocondriales. 

La COX es una enzima multimérica del interior de 

la membrana mitocondrial interna, que cataliza el último 

paso de la respiración, la transferencia de electrones desde 

el citocromo c al oxígeno. La COX también contribuye a la 

conservación de energía en la forma de gradiente 
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electroquímico que será utilizado para el sistema de 

fosforilación oxidativa para la síntesis de ATP

La COX I es la más grande e hidrofóbica de las 

subunidades de la enzima y juega un papel importante en la 

generación del flujo de energía (Capaldi, 1990). La 

determinación de la actividad de la COX I puede reflejar la 

capacidad oxidativa mitocondrial lo que se considera un 

importante marcador de la función mitocodrial.

Análisis en el tejido cardíaco de animales  jóvenes 

y viejos ha revelado regiones focales de manchas débiles 

referentes a la enzima mitocondrial COXI (Muller-Hocker, 

1990). Eso puede representar defectos en el ADNmt, 

resultando en un deterioro en la fosforilación oxidativa. Por 

su parte, el músculo esquelético de ratas y primates viejos, 

muestra un aumento en el número de fibras que contienen 

defectos en la actividad de la COX I combinado con un 

aumento en la actividad de la succinato deshidrogenasa 

(Aspnes et al., 1997; Lee et al., 1998; Lopez et al., 2000; 

Wanagat et al., 2001). Estos cambios histológicos son 

similares a las “ragged red fibers” típicamente observadas 

en pacientes con miocardiopatia mitocondrial que afecta 

especialmente a las mitocondrias subsarcolémicas (Muller-

Hocker, 1990; Rifai et al., 1995). 
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10- CADENA DE IMPORTACIÓN DE PROTEÍNAS

Dada la limitada capacidad de codificar proteínas 

por el ADNmt (13 proteínas), muchas de las proteínas 

encontradas en la mitocondria son derivadas del genoma 

nuclear.

La biogénesis mitocondrial depende de la 

incorporación de proteínas codificadas en el núcleo (Irrcher

et al., 2003). Eso ocurre debido al complejo conocido como 

cadena de importación de proteínas, que está compuesto por 

translocasas en la membrana externa (Complejo Tom) y de 

translocasas en la membrana interna (Complejo Tim). Las 

proteínas de la matriz interactúan con una chaperona 

citosólica. Ejemplos de chaperonas citosólicas son: HSP70 y 

el factor estimulador de proteínas (MSF). Los receptores de 

proteínas encontrados en el complejo Tom transfieren las 

proteínas precursoras a las proteínas en el complejo Tim. La 

proteína que se une a la HSP70 es la Tim 44 que ancla la 

chaperona de la matriz, la cual actúa empujando al 

precursor hacía la matriz. Después de que llegue a la matriz, 

la secuencia señal NH2 terminal se dirige a una peptidasa 

procesadora mitocondrial (MPP) para formar la proteína 

madura.

Generalmente se necesitan otros dos elementos 

para la correcta importación de precursores de proteínas a la 

matriz. Estos son:
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- La presencia de un potencial de 

membrana interno negativo para ayudar a la entrada 

de la carga positiva de la pre secuencia dentro de la 

matriz.

- La disponibilidad de ATP tanto en la 

matriz como en el citosol (Connor et al., 1996).

Agentes desacopladores que disipan el potencial 

de membrana interno reducen la importación de proteínas y 

las reducciones en los niveles de ATP celular como los que se 

producen debido la actividad contráctil severa o bien por 

defectos en la producción de ATP, como en células con 

mutaciones en el ADNmt, pueden afectar a la importación de 

proteínas.

11- SARCOPENIA SENIL 

La masa muscular constituye aproximadamente el 

40% de la masa del cuerpo humano y su mantenimiento  es 

de gran importancia para el desarrollo de una vida saludable 

e independiente. Su contribución en el mantenimiento de la 

salud es evidente ya que se sabe, su pérdida, redunda en un 

aumento en la incidencia de muerte (Metter et al., 2002). 

Por otra parte el envejecimiento de la población, uno de los 

problemas socioeconómicos más graves de las sociedades 

avanzadas, es además un gran problema individual, ya que 

casi todos queremos vivir muchos años pero con alta calidad 

de vida. El proceso básico del envejecimiento, que  afecta a 
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todos nuestros órganos, células y moléculas, da lugar a la 

amenaza constante de sufrir diversas enfermedades, muchas 

de ellas graves como cáncer, enfermedades 

cardiovasculares, diabetes, osteoporosis, enfermedades 

infecciosas, o las de Parkinson o Alzheimer, pudiendo 

disminuir la independencia e integración social del individuo  

(Warburton et al., 2006). El deterioro con la edad de la 

función muscular es uno de los principales factores que 

influyen en la disminución de la capacidad de vida 

independiente de las personas. Las fuerzas máxima y 

explosiva son necesarias para poder realizar muchas tareas 

de la vida cotidiana como, subir escaleras, levantarse de una 

silla o pasear. También se cree que la reducción con la edad 

de la capacidad del sistema neuromuscular para generar 

fuerza favorece el riesgo de caídas y resbalones, aspecto 

que lleva a considerar su valoración y su mejora con cada 

vez más interés. Además del envejecimiento per se, uno de 

los factores que mejor explican la reducción en la fuerza y la 

masa muscular con la edad, es la drástica reducción que se 

observa con el paso de los años en la cantidad y calidad de 

actividad física diaria realizada. La interrupción de este ciclo 

es de vital importancia para el mantenimiento de la calidad 

de vida y la salud de las personas mayores. El proceso de 

envejecimiento está asociado no sólo con la reducción de la 

fuerza máxima, sino también con el descenso en la 

capacidad del sistema neuromuscular para producir la fuerza 

explosiva. Esta disminución es incluso más drástica que la 
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observada en la producción de fuerza máxima para el mismo 

grupo muscular y llega a ser aproximadamente de un 3,5% 

de pérdida al año, entre los 65 y 84 años (Young & Skelton, 

1994). El deterioro de la fuerza con la edad se produce 

esencialmente por una pérdida progresiva de masa muscular 

(sarcopenia).  Rosenberg (Rosenberg, 1997) fue el primer 

autor en acuñar el término sarcopenia. Procede del griego y, 

literalmente, significa “pobreza de carne”. 

La sarcopenia engloba multitud de factores que 

contribuyen a las alteraciones musculares asociadas a la 

edad: pérdida de motoneuronas, alteración hormonal, 

efectos  inflamatorios y las alteraciones en la ingesta calórica 

(proteica)  asociadas a la edad (Doherty, 2003). 

Además de la reducción de la masa muscular, con 

la edad, los mecanismos involucrados en el proceso de 

contracción muscular también se ven afectados, así como la 

composición  y el contenido mitocondrial (Orlander et al., 

1978; Short et al., 2005). Con el envejecimiento se observa 

una mayor disminución de la proporción del área ocupada 

por las fibras musculares de contracción rápida (% área II/I 

y % área fibras tipo II) en comparación con las que ocupan 

las fibras musculares de contracción lenta (tipo I) (Orlander 

et al., 1978). Con respecto al contenido mitocondrial, el 

envejecimiento se ha asociado a una reducción de la 

capacidad oxidativa muscular debido, fundamentalmente, a 

una disminución tanto del contenido como de  la función 

mitocondrial (Short et al., 2005). Recientemente se ha 
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relacionado el fenómeno de la sarcopenia con el estrés 

oxidativo (Fulle et al., 2004). Durante el envejecimiento la 

producción de ERO aumenta de forma drástica por una 

alteración de la cadena de transporte electrónico 

mitocondrial  y por una disminución de la eficacia de la 

defensa antioxidante (Harman, 1956).  La mitocondria juega 

un papel básico en  el metabolismo, la apoptosis y el proceso 

de envejecimiento (Lezza et al., 2001; Vina et al., 2007). La 

disminución de la disponibilidad de ATP debido a una 

alteración de la fosforilación oxidativa puede interferir en la 

expresión génica y provocar una disminución de la síntesis 

de proteínas miofibrilares lo que lleva a una disminución en 

el número de sarcómeros que redunda en una atrofia 

muscular (Lezza et al., 2001). Se necesitan estudios 

moleculares más detallados para determinar el papel de la 

mitocondria en la activación del proceso de atrofia muscular 

relacionado con los protocolos de inmovilización (Lezza et 

al., 2001). 

El ejercicio físico regular y aeróbico se sabe que 

provoca una inducción de la defensa antioxidante, al igual 

que un aumento en el contenido mitocondrial a nivel 

muscular (Short et al., 2005; Warburton et al., 2006). Por 

otra parte la bibliografía demuestra la efectividad de los 

programas de entrenamiento de fuerza de corta duración en 

la prevención de la pérdida de masa muscular (Laughlin et 

al., 1990). De hecho, se han descrito ganancias en la sección 



I-  Introducción

67

transversal del músculo superiores al 10% con este tipo de 

programas (Hakkinen et al., 1998). 

El envejecimiento es un proceso complejo que en 

el músculo está asociado con una disminución de la masa, 

fuerza y velocidad de contracción. Entre las causas de la 

sarcopenia, destacamos:

- Degeneración neuronal

El envejecimiento está asociado con una 

progresiva pérdida de neuronas motoras y como 

consecuencia las fibras se tornan desnervadas. 

Afortunadamente, muchas fibras son re-inervadas por otras 

motoneuronas minimizando la pérdida funcional de las fibras 

musculares. No obstante, ese proceso es insuficiente para 

compensar la denervación resultando en una atrofia  y 

progresiva pérdida de fibras musculares (Lexell, 1997).

Las motoneuronas rápidas parecen que son 

preferentemente afectadas y con el pasar del tiempo el 

proceso de denervación/re-inervación puede resultar en 

pérdida y atrofia de fibras del tipo II y crecimiento de fibras 

tipo I especialmente (Lexell et al., 1988).

- Desuso

Los niveles de actividad física declina con el 

envejecimiento (Edstrom & Ulfhake, 2005) y el desuso 

contribuye para el decline de la masa muscular y función 

(Degens & Alway, 2006).
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En adición, ancianos altamente activos, como 

nadadores y atletas másteres todavía presentan pérdida de 

masa muscular y fuerza cuando comparados con controles 

jóvenes (Klitgaard et al., 1990). Además, atletas másteres

de corridas de alta intensidad y corta duración  presentan 

disminución y decline en la tensión específica de fibras tipo I 

y IIa (Larsson et al., 1997; Korhonen et al., 2006).

Por tanto, parece que otros factores además del 

desuso contribuyen para el deterioro muscular y disfunción 

durante el envejecimiento.

- Hormonales 

Un decline en las hormonas, principalmente  las 

hormonas de crecimiento y hormonas sexuales, pueden 

estar implicados en la etiopatogénesis de la sarcopenia. 

Existe también una evidencia epidemiológica soportando la 

relación entre envejecimiento con la caída de los niveles de 

testosterona en machos. Tanto la testosterona como las 

hormonas andróginas adrenales declinan con la edad, 

logrando un decline en la masa muscular, fuerza y estatus 

funcional (Korenman et al., 1990).

- Radicales Libres

Los radicales libres causan importantes daños si 

no son rápidamente eliminados por la acción de los agentes 

antioxidantes y la producción de ERO aumenta rápidamente 
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con el envejecimiento. Ese aumento se debe básicamente 

por dos factores:

- una alteración en la cadena respiratoria

- funcionamiento insuficiente de los mecanismos de 

defensa antioxidantes

Hepple y colaboradores (Hepple et al., 2003)

relataron una disminución en la capacidad oxidativa asociada 

con el envejecimiento en el músculo esquelético de ratas, 

llevando a un decline en la máxima actividad aeróbica. Ese 

encontrado puede estar relacionado con la disminución de la 

actividad respiratoria mitocondrial con el avanzar de la edad.

Las mitocondrias son consideradas el centro de 

producción de ERO durante el metabolismo aeróbico y por lo 

tanto también son los marcadores primarios de daño 

oxidativo. Muchos estudios demuestran un aumento en el 

daño oxidativo en la mitocondria senescente y un aumento 

en la producción de ERO (Lee & Wei, 2001). Estos datos 

indican que la mitocondria ejerce un papel crítico en el 

envejecimiento de los tejidos, particularmente del músculo 

esquelético conjuntamente con el cerebro.

- Radicales Libres y actividad muscular

La actividad física proporciona enumerados efectos 

beneficiosos en la salud física y psíquica de sujetos jóvenes y 

viejos. El ejercicio, además de disminuir el riesgo de 

importantes enfermedades crónicas puede también disminuir 
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el riesgo del decline funcional muscular y pérdida de masa 

(sarcopenia). 

Sin embargo, el músculo en senescencia se 

presenta más susceptible al estrés oxidativo durante el 

ejercicio debido a cambios ultraestructurales y bioquímicos 

que facilita la formación de ERO. Además, la reparación 

muscular y capacidad de regeneración están reducidas con el 

envejecimiento y eso puede potencialmente elevar el daño 

oxidativo celular. El envejecimiento aumenta la incidencia de 

daño muscular, especialmente daño causado por contracción 

excéntrica en ejercicios dinámicos intensos, con una 

respuesta inflamatoria causando estrés oxidativo (Ji, 2001; 

Evans, 2002).

Por lo tanto, es posible que ejercicio, 

especialmente ejercicio agotador, esté asociado con una 

producción anormal de ERO, debido al consumo de 

antioxidantes endógenos y daño en la biología de las 

moléculas y componentes celulares claves. Todavía, 

ancianos que son físicamente activos se benefician de las 

adaptaciones inducidas por el ejercicio, incrementando los 

mecanismos musculares, fuerza y resistencia que hacen que 

sean menos vulnerables a las lesiones agudas y inflamación 

crónicas. Por lo tanto, el equilibrio entre los efectos 

beneficiosos y nocivos del ejercicio puede ser de particular 

importancia en personas mayores, en la cual las deficiencias 

nutricionales y un estilo de vida comúnmente sedentario 

conlleva a una depleción de las reservas antioxidantes 
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corporales y a un concomitante aumento en la 

susceptibilidad del estrés oxidativo (Ji, 2002).

Sin embargo no es tarea fácil la de formular un 

protocolo de ejercicio estándar adecuado para cada individuo 

debido a que el establecimiento de la frecuencia, duración y 

carga en el ejercicio puede variar significativamente de un 

individuo para otro, entre hombres y mujeres; y entre un 

año y otro en un mismo individuo.

Los factores reguladores de la miogénesis (MRFs) 

desempeñan un importante papel en la transcripción de 

específicos genes musculares y, por lo tanto, en la síntesis 

de proteínas musculares específicas. 

Las células satélites musculares son esenciales en 

la regeneración muscular. Aunque la capacidad de 

proliferación de las células satélite se mantiene durante el 

envejecimiento, su número y capacidad para diferenciarse 

está disminuida (Charge et al., 2002; Charge & Rudnicki, 

2004; Conboy et al., 2005). Durante el proceso de 

regeneración, las células satélites se dividen y se 

diferencian, y la inducción de MRFs es crucial para ese 

proceso (Charge & Rudnicki, 2004). Los  MRFs son una 

familia de 4 factores de transcripción: myf-5, MioD, 

miogenina y MRF4 que regulan la expresión de genes 

musculares específicos durante las varias etapas de 

diferenciación del tejido muscular. Éstos ejercen su función 

por dimerización con la proteína E, permitiendo su unión al 

ADN e iniciando la transcripción de genes musculares 
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específicos. Es posible, por tanto, que alteraciones en la 

expresión de los MRFs o en su actividad puedan influir en el 

deterioro muscular durante el envejecimiento.

Figura I.10: MRFs y su actuación en el desarrollo muscular.

MRF Primários MRF Secundários

Mioblasto Miócito diferenciado

Myf-5
MioD

MRF 4
Miogenina

Célula somática

Myf5 y  MioD se expresan en mioblastos 

proliferativos antes de iniciarse la diferenciación, mientras 

que la Miogenina y MRF4 se expresan únicamente en células 

diferenciadas. Los ratones que carecen  de MioD y Myf5 no 

presentan diferenciación de la musculatura esquelética y, 

por otro lado,  carecen de una población de células 

precursoras de mioblastos (Charge & Rudnicki, 2004). 

Aunque  elevados niveles de ARNm de MRFs sugieren que el 

conductor a la regeneración está intacto en el músculo viejo

(Alway et al., 2002; Edstrom & Ulfhake, 2005), la 

diferenciación está deteriorada indicando que el desgaste 

muscular en el envejecimiento está, al menos parcialmente, 

relacionado con el fracaso la capacidad de diferenciarse 

(Edstrom & Ulfhake, 2005). Se han descrito niveles 

musculares de MRFs reducidos durante el envejecimiento 
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incluso en presencia de elevados niveles de ARNm (Alway et 

al., 2002). Además, la cantidad de proteína E, una pieza 

obligatoria para la dimerización de los MRFs, está disminuida 

y puede contribuir a la reducida transcripción de genes 

musculares específicos bajo el control de los MRFs (Alway et 

al., 2002). Por último se sabe que hay un aumento en la 

expresión de proteínas inhibidoras de la diferenciación (ID), 

y aunque éstas estimulan a la proliferación de las células 

satélites (Yokota & Mori, 2002), pueden inhibir su 

diferenciación.

Las proteínas ID pueden causar atrofia por 

deterioro en la actividad de los MRFs por 3 vías. Primero, las 

proteínas ID dimerizan la proteína E promocionando la 

disminución de su disponibilidad para los MRFs, los que es 

un prerrequisito para la actividad transcripcional de los MRFs

(Sun et al., 1991). Segundo, las proteínas ID pueden formar 

heterodímeros con los MRFs, impidiendo la unión de los 

MRFs al ADN (Sun et al., 1991). Tercero, la 

heterodimerización de los MRFs con la proteína ID torna los

MRFs más vulnerables separándola de su camino (Reid, 

2005).
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El objetivo general de la presente tesis consiste en la 

determinación del posible papel de PGC-1α en la prevención 

de los efectos del envejecimiento sobre la masa muscular, el 

contenido mitocondrial y la defensa antioxidante en animales 

de experimentación.

Los objetivos específicos son:

1- Determinar el efecto del ejercicio físico aeróbico regular 

sobre distintos marcadores de estrés oxidativo en el músculo 

de animales jóvenes y viejos, silvestres y deficientes en 

PGC-1α, sometidos a un protocolo de entrenamiento 

aeróbico.

2- Determinar el efecto del ejercicio físico aeróbico regular 

sobre la expresión de genes antioxidantes en animales 

jóvenes y viejos, silvestres y deficientes en PGC-1α

3- Determinar el efecto del ejercicio físico aeróbico regular

sobre el proceso de biogénesis mitocondrial en el músculo 

esquelético en animales jóvenes y viejos, silvestres y 

deficientes en PGC-1α.
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4- Determinar el efecto del ejercicio físico regular sobre el 

proceso de miogénesis en el músculo esquelético de 

animales jóvenes y viejos.

Estos objetivos son los que fundamentalmente perseguimos 

en el desarrollo de la presente tesis, y cuyas observaciones 

mostramos en los siguientes apartados de la misma.



MATERIALES Y MÉTODOS
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A- MATERIALES

1-ESTUDIO CON ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN

Este estudio ha sido realizado de acuerdo con lo 

establecido en el Real Decreto 1201/2005, del 10 de 

octubre, sobre protección de los animales utilizados para 

experimentación y otros fines científicos (BOE 21 de octubre 

de 2005). En ningún momento, los animales experimentaron

dolor o angustia, es posible que un ligero estrés en el 

momento de la inyección del anestésico. El control de la 

profundidad de la anestesia se realizó con la valoración de 

los reflejos palpebral y podal. 

   

1.1- ENTRENAMIENTO DURANTE 3 SEMANAS

Se emplearon 22 ratas Wistar macho; 11 de 3 meses 

de edad y 11 de 24 meses de edad.  Las ratas se 

mantuvieron en el animalario de la Unidad Central de 

Investigación de la Facultad de Medicina, bajo condiciones 

constantes de temperatura (23 1ºC), humedad relativa 

(60%) y ciclos de luz y oscuridad de 12h-12h. El acceso al

agua y a la comida fue libre, siendo la dieta pienso estándar 

comercializada por PANLAB S.L. cuyo valor calórico es de

3.100 Kcal/Kg. Los animales fueron revisados diariamente y 

tanto su peso, la cantidad de comida consumida, como los 

kilómetros recorridos fueron registrados semanalmente.
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Las ratas se dividieron aleatoriamente en 4 grupos:

- Grupo reposo joven (n=6) 

- Grupo entrenado  joven (n=5)

- Grupo reposo viejo (n= 6)

- Grupo entrenado viejo (n=5)

1.1.1- ENTRENAMIENTO DE RATAS JÓVENES

El entrenamiento duró 3 semanas y se realizó 

durante 5 días a la semana. El protocolo empleado para el 

entrenamiento consistió en una modificación del descrito por 

Davies (Davies, Packer et al. 1981).

Las ratas jóvenes fueron previamente adaptadas al 

tapiz, según la siguiente tabla:

Tabla III.1: Protocolo de adaptación al tapiz rodante para ratas jóvenes.

1º día 

adaptación

2º día de 

adaptación

3º día de 

adaptación

0% de 

inclinación

5’-5 m/min

10’-10m/min

5% de 

inclinación

5’-5 m/min

5’-12m/min

10% de 

inclinación

5’-5 m/min

5’-15m/min
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Después de los 3 días de adaptación al tapiz, las 

ratas fueran entrenadas, empezando el primer día con 5 

minutos de calentamiento a 15 m/min y 20 minutos de 

entrenamiento a 26,8 m/min. La inclinación del tapiz 

empleada durante todo el protocolo de entrenamiento fue 

del 15º.

Cada día se aumentó el tiempo de carrera 5 minutos 

hasta un tiempo total de 60 minutos que se alcanzó el 

primer día de la tercera semana. La velocidad de carrera se 

estableció en 30m/min para las ratas jóvenes. 

El resumen del protocolo de entrenamiento se 

presenta en la siguiente tabla:

Tabla III.2: Protocolo de 3 semanas de entrenamiento con ratas jóvenes.

LUNES MARTES MIÉRCOLES JUEVES VIERNES

5º inclinación

5’-15 m/min

20’- 26.8 m/min

15º inclinación

5’-15 m/min

20’- 26.8 m/min

15º inclinación

5’-15  m/min

20’- 30 m/min

15º inclinación

5’-15  m/min

25’- 30 m/min

15º inclinación

5’-15  m/min

30’- 30 m/min

15º inclinación

5’-15

35’- 30 m/min

15º inclinación

5’-15  m/min

35’- 30 m/min

15º inclinación

5’-15  m/min

40’- 30 m/min

15º inclinación

5’-15 m/min

45’- 30 m/min

15º inclinación

5’-15  m/min

50’- 30 m/min

15º inclinación

5’-15  m/min

55’- 30 m/min

15º inclinación

5’-15  m/min

60’- 30 m/min

5º inclinación

5’-15  m/min

60’- 30 m/min

Prueba de 

Resistencia

DESCANSO SACRIFICIO
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1.1.2- ENTRENAMIENTO DE RATAS VIEJAS

El entrenamiento duró 3 semanas y se realizó 

durante 5 días a la semana. El protocolo de entrenamiento 

se ajustó a los previamente publicados por otros grupos de 

investigación (Lawler, Powers et al. 1993). Las ratas viejas 

fueran previamente adaptadas al tapiz, según la siguiente 

tabla:

Tabla III.3: Protocolo de adaptación al tapiz rodante para ratas viejas. 

1º día 

adaptación

2º día de 

adaptación

3º día de 

adaptación

5% de 

inclinación

5’-9 m/min

5’-12m/min

5’-17 m/min

2’-20  m/min

5% de 

inclinación

5’-9 m/min

5’-12m/min

5’-17 m/min

2’-20  m/min

5% de 

inclinación

5’-9 m/min

5’-12m/min

5’-17 m/min

2’-20  m/min

Después de los 3 días de adaptación al tapiz, las 

ratas fueran entrenadas, siempre al 5º de inclinación con un 

calentamiento previo de 2 minutos a 9 m/min y de 2 

minutos a 11 m/min. Cada día se aumentó el tiempo total de 

carrera en 2 minutos hasta alcanzar 37 minutos. La 

velocidad de carrera se estableció en 15m/min para las ratas 

viejas. El grupo reposo fue ejercitado durante 5 minutos 1 

vez a la semana durante las 3 semanas.
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El resumen del protocolo de entrenamiento se 

presenta en la siguiente tabla:

Tabla III.4: Protocolo de 3 semanas de entrenamiento con ratas viejas.

LUNES MARTES MIÉRCOLES JUEVES VIERNES

5º de inclinación

5’-9 m/min

5’- 11 m/min

10’- 17 m/min

2’-20  m/min

5º de inclinación

5’-9 m/min

5’- 11 m/min

15´- 15 m/ min

5º de inclinación

5’-9 m/min

5’- 11 m/min

17´- 15 m/ min

5º de inclinación

5’-9 m/min

5’- 11 m/min

19´- 15 m/ min

5º de inclinación

5’-9 m/min

5’- 11 m/min

5’- 17 m/min

21´- 15 m/ min

5º de inclinación

5’-9 m/min

5’- 11 m/min

23´- 15 m/ min

5º de inclinación

5’-9 m/min

5’- 11 m/min

25´- 15 m/ min

5º de inclinación

5’-9 m/min

5’- 11 m/min

27- 15 m/ min

5º de inclinación

5’-9 m/min

5’- 11 m/min

29´- 15 m/ min

5º de inclinación

5’-9 m/min

5’- 11 m/min

31´- 15 m/ min

5º de inclinación

5’-9 m/min

5’- 11 m/min

33- 15 m/ min

5º de inclinación

5’-9 m/min

5’- 11 m/min

35´- 15 m/ min

5º de inclinación

5’-9 m/min

5’- 11 m/min

37- 15 m/ min

Prueba de 

Resistencia

DESCANSO SACRIFICIO

En todos los estudios sobre entrenamiento:

a) los animales reposo fueron ejercitados durante 

5 minutos, 1 vez a la semana, durante las 3 

semanas. 

b) los animales fueron entrenados a una 

intensidad aproximada del 75% del VO2max (Davies, 

Packer et al. 1981)

c) los animales fueron sacrificados 24 horas 

después de la prueba de resistencia.
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PRUEBA DE RESISTENCIA

La prueba de resistencia se basa en la cantidad 

máxima de tiempo que la rata puede correr en el tapiz 

rodante hasta el agotamiento, a una velocidad constante. El 

agotamiento del animal se determinó por su incapacidad

para enderezarse al colocarlo sobre su costado (Davies, 

Packer et al. 1981).

En el caso del grupo de ratas jóvenes, se realizó un 

calentamiento de 5 min a 15 m/min y posteriormente se 

elevó la velocidad a 30 m/min. Esta velocidad se mantuvo 

hasta el agotamiento del animal. La inclinación del tapiz 

durante todo el protocolo fue del 15%.

En el grupo de ratas viejas, se realizó un 

calentamiento de 5 min a 9 m/min y se elevó la velocidad a 

15 m/min hasta el agotamiento del animal. La inclinación del 

tapiz durante todo el protocolo fue del 5%.

1.2- ENTRENAMIENTO DURANTE 5 SEMANAS

Se emplearon 20 ratones de la cepa C57BL/6

macho de 6 meses de edad; siendo 10 ratones silvestres y 

10 ratones knockout de PGC-1α.  Los ratones, procedentes 

del Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares 

Carlos III, se mantuvieron en el animalario de la Unidad 

Central de Investigación de la Facultad de Medicina, bajo 

condiciones constantes de temperatura (23 1ºC), humedad 
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relativa (60%) y ciclos de luz y oscuridad de 12h-12h. El 

acceso a agua y comida fue libre, siendo la dieta pienso 

estándar comercializada por PANLAB S.L. cuyo valor calórico 

es de 3.100 Kcal/Kg. Los animales fueron revisados 

diariamente y tanto su peso, la cantidad de comida 

consumida, como los kilómetros recorridos fueron 

registrados semanalmente.

Los ratones se dividieron aleatoriamente en 4 

grupos:

- Grupo reposo silvestre (n=3) 

- Grupo entrenado  silvestre (n=7)

- Grupo reposo knockout de PGC-1α (n= 4)

- Grupo entrenado knockout PGC-1α (n=6)

El entrenamiento duró 5 semanas y se realizó 

durante 6 días a la semana. El protocolo empleado para el 

entrenamiento consistió en una modificación del descrito por 

Davies (Davies, Packer et al. 1981).

Los ratones fueran previamente adaptados al tapiz, 

según la siguiente tabla:
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Tabla III.5: Protocolo de adaptación al tapiz rodante para ratones

1º día 

adaptación

2º día de 

adaptación

3º día de 

adaptación

0% de 

inclinación

5’-5 m/min

10’-10m/min

5% de 

inclinación

5’-5 m/min

5’-12m/min

10% de 

inclinación

5’-5 m/min

5’-15m/min

Transcurridos los 3 días de adaptación al tapiz, los 

ratones  fueran entrenados, empezando el primero día con 5 

minutos de calentamiento a 5 m/min y 20 minutos de 

entrenamiento a 15 m/min. La inclinación del tapiz empleada 

durante todo el protocolo de entrenamiento fue al 10º.

Cada día se aumentó el tiempo de carrera 5 minutos 

hasta un tiempo total de 60 minutos que se alcanzó el 

penúltimo día de la segunda semana. La velocidad de 

carrera que se estableció fue de 20 m/min. El grupo reposo 

fue ejercitado durante 10 minutos 1 vez a la semana 

durante las 5 semanas. Los animales fueron entrenados a 

una intensidad del 75% del VO2max.

Los animales fueron sacrificados 24 h después de la 

prueba de resistencia.

El resumen del protocolo de entrenamiento se 

presenta en la siguiente tabla:
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Tabla III.6: Protocolo de entrenamiento de ratones silvestres y KO de PGC-1α.

LUNES MARTES MIÉRCOLES JUEVES VIERNES SABADO
10º de inclinación 

5´ - 5m/min 
20´ - 15m/min

10º de inclinación 
5´ - 5m/min 

25´ - 16m/min

10º de inclinación 
5´ - 5m/min 

30´ - 17m/min

10º de inclinación 
5´ - 5m/min 

35´ -18m/min
10º de inclinación

5´ - 5m/min 
40´ - 19m/min

10º de inclinación 
5´ - 5m/min 

45´ - 20m/min

10º de inclinación 
5´ - 5m/min 

50´ - 20m/min

10º de inclinación 
5´ - 5m/min 

55´ - 20m/min

10º de inclinación 
5´ - 5m/min 

60´ - 20m/min

10º de inclinación
5´ - 5m/min 

60´ - 20m/min
10º de inclinación 

5´ - 5m/min 
60´ - 20m/min

10º de inclinación 
5´ - 5m/min 

60´ - 20m/min

10º de inclinación 
5´ - 5m/min 

60´ - 20m/min

10º de inclinación 
5´ - 5m/min  

60´ - 20m/min

10º de inclinación 
5´ - 5m/min 

60´ - 20m/min

10º de inclinación 
5´ - 5m/min 

60´ - 20m/min
10º de inclinación 

5´ - 5m/min 
60´ - 20m/min

10º de inclinación 
5´ - 5m/min 

60´ - 20m/min

10º de inclinación 
5´ - 5m/min 

60´ - 20m/min

10º de inclinación 
5´ - 5m/min 

60´ - 20m/min

10º de inclinación 
5´ - 5m/min 

60´ - 20m/min

10º de inclinación 
5´ - 5m/min  

60´ - 20m/min
10º de inclinación  

5´ - 5m/min 
60´ - 20m/min

10º de inclinación 
5´ - 5m/min 

60´ - 20m/min

10º de inclinación 
5´ - 5m/min 

60´ - 20m/min

10º de inclinación 
5´ - 5m/min 

60´ - 20m/min

10º de inclinación 
5´ - 5m/min 

60´ - 20m/min

10º de inclinación 
5´ - 5m/min 

60´ - 20m/min
10º de inclinación

5´ - 5m/min 
60´ - 20m/min

10º de inclinación 
5´ - 5m/min 

60´ - 20m/min
Prueba de 

Resistencia Descanso Sacrifício

PRUEBA DE RESISTENCIA

La prueba de resistencia se basa en la cantidad 

máxima de tiempo que el animal puede correr en el tapiz 

rodante hasta el agotamiento, a una velocidad constante. El 

agotamiento del animal se determinó por su incapacidad

para enderezarse al colocarlo sobre su costado.

SACRIFICIO DE LOS ANIMALES

Tras prueba de resistencia, los animales fueron 

sacrificados administrándoles una sobredosis de pentotal 

sódico (50mg/Kg de peso). 

Los tejidos recogidos fueron: cerebro, corazón, 

hígado, riñón, bazo, músculo gastrocnemio y músculo sóleo. 

La sangre fue extraída por punción venosa.

Todos los tejidos fueron recogidos con la técnica del 

“freeze-clamping”, en la que utilizando unas pinzas 

previamente sumergidas en nitrógeno líquido, se aplasta el 
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tejido y se congela en nitrógeno preservando así todas sus 

características bioquímicas. Los tejidos fueron 

posteriormente conservados a una temperatura de -80ºC. 

2- APARATOS

  

2.1- CENTRÍFUGAS

Para las centrifugaciones a baja velocidad se utilizó 

una centrífuga de la firma SORVALL, modelo GLC-1.

Las centrífugas a alta velocidad se realizaron en una 

centrífuga refrigerada marca HERAEUS, modelo Sepatech 

Biofuge 17 RS.

  

2.2- ESPECTROFOTÓMETRO

Se utilizó un aparato de la marca Cecil, modelo CE 

3021 3000 series.

2.3- ESPECTOFOTÓMETRO DE LUMINESCENCIA

Se utilizó un aparato de la marca Perkim Elmer, 

modelo LS50B.
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2.4- PHMETRO

El pHmetro empleado es de la marca CRISON, 

modelo Microph 2001, con un electrodo incorporado 

INGLOD.

2.5- BALANZAS

Se utilizaron 2 balanzas: una de precisión marca 

SALTER, modelo HA-120M y una balanza SARTORIUS, 

modelo PT 1200.

2.6- EQUIPO DE ESTERILIZACIÓN:

a) Autoclave Selecta;

b) Estufa de secado Heraus Instruments- D6450 

Hanau

2.7- CUBETAS DE ELECTROFORESIS

Marca BIORAD, modelo Mini-PROTEAN 3 Cell.

2.8- CUBETAS PARA ELECTROTRANSFERENCIA

Marca BIORAD, modelo Mini Trans-Blot Cell.
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2.9- FUENTES DE ALIMENTACIÓN PARA LA 

ELECTROFORESIS

Marca Sigma, modelo PS-250-2, y marca BIORAD 

modelo 200/2.0 Power Supply.

2.10- SISTEMA DE ANÁLISIS DE IMÁGENES

Marca FUJIFILM, modelo LAS-1000 plus.

2.11- TAPIZ RODANTE

Para someter a las ratas al protocolo de ejercicio 

físico se utilizó un tapiz rodante Treadmill 3R 6 y el modelo 

de tapiz Quinton para roedores.

3- REACTIVOS

 DETERMINACIÓN DE PROTEÍNAS

La cantidad de proteínas en las muestras biológicas 

analizadas se determinó utilizando el método de Lowry 

(Lowry, Rosebrough et al. 1951).
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 REVELADO DE LAS MEMBRANAS DE WESTERN 

BLOTTINGS

Para revelar las membranas de nitrocelulosa de los 

westerns blottings se empleó el kit “Protoblot Western Blot 

AP System” de la firma Promega. Está basado en la 

utilización de anticuerpos secundarios conjugados con 

peroxidasa.

 OTROS REACTIVOS

Los reactivos enlistados a continuación se obtuvieron 

de las siguientes firmas: Sigma-Aldrich Química (España), 

Boehringer Manheim S.A. (Alemania), Panreac, Merck 

Biochemical (Alemania). Hidróxido potásico (KOH), tris, 

glicina, SDS, azul de bromofenol, azul de comassie, 

acrilamida, mercaptoetanol, TEMED, APS, DTT, metanol, 

Tween 20, IGEPAL, fosfato potásico, CDNB, cloruro sódico,

ácido etilendiaminotetraascético (EDTA), HEPES, 

bisacrilamida, sacarosa, ácido clorhídrico, SDS, azul de 

bromofenol, azul de comassie, BSA, sodio deoxycolato, 

pirofosfato sódico, ortovanato de sodio e inhibidor de 

proteasas. 
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B- MÉTODOS

1- MÉTODO PARA DETERMINAR LA CONCENTRACIÓN DE 

PROTEÍNAS: MÉTODO DE LOWRY.

1.1- FUNDAMENTO.

Se utilizó el Protein Assay Kit, basado en una 

modificación de Peterson del método de Lowry (Lowry, 

Rosebrough et al. 1951) (Total Protein Kit Micro Lowry -

Peterson’s Modification Ref. L3540, Sigma). El reactivo de 

Lowry contiene dodecilsulfato sódico, que facilita la 

disolución de las proteínas parcialmente insolubles y tartrato 

cúprico alcalino, que se une a las proteínas. Por su parte el 

reactivo de Folin contiene fenol, que al interaccionar con el 

tartrato da lugar a un compuesto de color azul (Lowry, 

Rosebrough et al. 1951).

El método de Lowry es un método colorimétrico de 

valoración cuantitativa de las proteínas. A la muestra se 

añade un reactivo que forma un complejo coloreado con las 

proteínas, siendo la intensidad de color proporcional a la 

concentración de proteínas, según la ley de Lambert-Beer.

1.2- REACTIVOS

 Agua Bidestilada

 Reactivo de Lowry

 Reactivo Folin-Ciocalteau 
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 Homogenado de tejido (muestra 

problema) 

 Solución patrón de BSA (Albúmina de 

suero bovino) de concentración conocida. 

1.3- PROCEDIMIENTO

- Pipetear las mismas  cantidades de agua, solución 

patrón de albúmina y solución problema.

- Pipetear el reactivo de Lowry. Mezclar el contenido 

de cada tubo y dejarlo reposar 10 minutos en oscuridad.

- A continuación añadir a todos los tubos el reactivo 

de Folin (diluido 1/4), mezclando bien. Dejar reposar 20 

minutos en oscuridad para que se desarrolle 

completamente la reacción.

- Leer las absorbancias a 660 nm.

1.4- CÁLCULOS

Los cálculos consisten en realizar una recta patrón de 

concentración de proteínas realizadas con BSA e interpolar 

en esa recta los valores de absorbancia obtenidos de 

nuestras muestras. El valor que se utiliza para hacer la recta 

y para calcular la concentración de las muestras es:

Abs = Abs muestra – Abs blanco
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2- EXTRACCIÓN DE PROTEÍNAS CITOPLASMÁTICAS A 

PARTIR DE TEJIDO MUSCULAR.

2.1- FUNDAMENTO

Consiste en la extracción de proteínas 

citoplasmáticas del tejido muscular con la utilización de un 

tampón y la ayuda de un homogeneizador. 

2.2- REACTIVOS

a) Tampón para obtención de extractos 

citoplasmático en el músculo:

- 1% Nonidet- P40

- 50mM NaCl

- Tris 10 mM pH 7.5

- 5 mM EDTA

- 0.25 M de sacarosa 

- 30 mM de Pirofosfato Sódico

- 0.25% de Sodium deoxycholate

- 50mM NAF

- 100 µM Ortovanadato de Sodio

- 5 µL x mL de tampón de un combinado de los 

principales inhibidores de proteasas 
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2.3- PROTOCOLO

- Se parte de fragmentos de músculos esqueléticos 

de entre 80 a 100 mg, que son previamente lavados en PBS.

- Tras el lavado, se corta en pequeños trozos en 

tampón de lisis frío (1mL por cada 100 mg de tejido). Se 

transfiere al músculo a un homogeneizador tipo Dounce de 

vidrio (Afora S.A., España) introducido en hielo.

- La suspensión se somete a diez pases de 

homogeneización con el émbolo.

- El producto inicial se pasa a tubos de 

microcentrífuga y se centrifuga durante 15 minutos a 12.000 

x g a 4ºC.

- El sobrenadante que contiene los extractos 

proteicos citoplasmáticos es alicuotado y almacenado a -

80ºC hasta su valoración y utilización.

2.4- CUANTIFICACIÓN

En los extractos citoplasmáticos, los valores de 

concentración de proteínas fueron obtenidos con el método 

de Lowry.
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3- ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS 

RELACIONADAS CON LA BIOGÉNESIS MITOCONDRIAL; LA 

MIOGÉNESIS Y GENES ANTIOXIDANTES, MEDIANTE 

ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA-SDS Y 

POSTERIOR WESTERN BLOTTING.

3.1- FUNDAMENTO

La electroforesis es un transporte bajo la acción de 

un campo eléctrico. La electroforesis en geles con una matriz 

de poliacrilamida, comúnmente denominada electroforesis 

en poliacrilamida, se utiliza mayoritariamente para la 

separación de proteínas. Concretamente se utilizó el PAGE 

en condiciones desnaturalizantes. En presencia de algunos 

compuestos químicos, las proteínas pierden su estructura 

nativa. Tales compuestos, agentes desnaturalizantes, 

producen el desplegamiento de la proteína que aparece sin 

la organización tridimensional característica de su función 

biológica. La combinación de un detergente desnaturalizante 

(SDS) y un agente reductor (β-mercaptoetanol) es lo que se 

utilizó.

Los complejos SDS-proteína se separan 

estrictamente según su tamaño molecular y, así, es posible 

estimar su masa molecular. En presencia de una 

concentración de SDS superior a 8mM, las proteínas unen 

1.4g de SDS por gramo de proteínas, lo que equivale a la 

unión de una molécula de SDS por cada 2 aminoácidos. Las 
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cargas propias de las proteínas quedan así enmascaradas o 

anuladas. Como cada molécula de SDS proporciona una 

carga negativa (del grupo SO4
-), los complejos proteína/SDS 

están cargados negativamente de forma uniforme. La 

separación, por tanto, depende de un parámetro físico-

químico, la masa molecular, que se puede calcular.

Mediante la utilización de esta técnica se valoró la 

expresión de las proteínas relacionadas con la biogénesis 

mitocondrial,  miogénesis y la capacidad antioxidante. Todas 

ellas se valoraron utilizando como referencia los niveles de 

-actina en los extractos citosólicos musculares.

3.2- CONDICIONES DEL GEL Y TRANSFERENCIA

Para detectar la expresión de proteínas, se cargaron 

50g de proteína citoplasmática en geles discontinuos al 

12% de acrilamida (29:1 Acrilamida:Bisacrilamida) con un 

0.1% de SDS, sobre los que se aplicó un campo eléctrico de 

voltaje constante de 100 Voltios durante al menos 2 horas 

en tampón Tris-Glicina (25mM Tris, 200mM Glicina, 0.1% 

SDS, pH 8.3).

Una vez finalizado el desplazamiento electroforético, 

el gel es transferido a una membrana nitrocelulosa 

(Schelider & Schuel, USA), mediante electrotransferencia en 

condiciones húmedas por medio del sistema Miniprotean II 

(Bio.Rad, USA).
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El proceso se desarrolla durante 90 minutos, a una 

temperatura de 4ºC, una intensidad constante de 240 mili 

Amperios y en tampón de transferencia (25mM Tris, 192mM 

Glicina, Metanol 20% v/v, pH 8.3).

3.3- VISUALIZACIÓN

- Tras la transferencia, las membranas se incuban 60 

minutos a temperatura ambiente en tampón bloqueo: 5% 

p/v de leche desnatada en polvo, 0.1% Tween-20 en 1XTBS 

(20mM Tris, 137mM NaCl, pH 7.6); 

- Se realizan 3 lavados de 5 minutos con 15 mL de 

TBS-T;

- Las membranas se incuban durante toda la noche a 

4ºC con agitación orbital en tampón de anticuerpo (5% BSA, 

0.1% Tween-20 en 1 x TBS) y con la correspondientes 

diluciones de anticuerpos primarios (Cell Signaling 

Technology, Santa Cruz y Sigma);

- Se realizan 3 lavados de 5 minutos con 15 mL de 

TBS-T;

- Las membranas son incubadas 60 minutos con el 

anticuerpo secundario que se disuelve en tampón de bloqueo 

y con la dilución específica de cada uno;

- Se realizan 3 lavados de 5 minutos con 15mL de 

TBS-T;
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- La membrana se incuba 1 minuto con reactivo ECL 

(Amersham Pharmacia, USA) e inmediatamente se expone a 

un digitalizador de imagen de la marca Fujifilm;

- Las imágenes obtenidas fueron analizadas 

mediante un programa informático de la casa Fujifilm 

mediante el cual se realizó la densitometría de las bandas. 

Los valores de las proteínas estudiadas se expresaron en 

función de los valores de expresión de - actina en los 

extractos citosólicos musculares.

4- ESTUDIO DE LA OXIDACIÓN DE PROTEÍNAS EN MÚSCULO 

ESQUELÉTICO Y EN PLASMA.

4.1-  FUNDAMENTO

Las modificaciones oxidativas de las proteínas por 

acción de los radicales libres y otras especies reactivas de 

oxígeno como el hidroxinonenal ocurren tanto en procesos 

fisiológicos como patológicos. Como consecuencia de las 

modificaciones, los grupos carbonilo son introducidos en el 

interior de las cadenas de aminoácidos de forma específica.

Los grupos carbonilo son derivatizados a 2,4-

dinitrofenilhidrazona (DNP-hidrazona) por su reacción con la 

2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH). Las muestra derivatizadas 

son separadas mediante electroforesis en gel de acrilamida 

seguida por un Western Blotting y la inmunodetección.
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4.2- PREPARADO DEL LISADO PROTEICO.

1- Se parte de  fragmentos de músculos esquelético de 

100  mg, que son en primer lugar, lavados en PBS. 

2- Tras el lavado se cortan en pequeños trozos en tampón 

de lisis  frio (1 mL por cada 100 mg de tejido). El tampón 

consta de: 50 mM NaCl; Tris 10 mM pH 7.5; 5 mM EDTA; 

Sucrosa 0,25 M; Pirofosfato Sódico 30 mM; Ortovanadato 

Sódico 100 mM; 50 mM NaF; 50mM DTT; 1mM PMSF; 3mM  

Benzamidina; 10 mM Leupeptina; 10 mg/mL Aprotinina; 5 

mM Pepstatina A).

3- El músculo se transfiere a un homogeneizador tipo 

Dounce de vidrio (Afora S.A., España) introducido en hielo.

4- La suspensión se somete a diez pases de 

homogeneización con el émbolo.

5- El producto inicial se transfiere a tubos de 

microcentrífuga y se centrifuga durante 15 minutos a 12.000 

g y  a 4ºC.

6- El sobrenadante es almacenado a –80ºC hasta su 

valoración y utilización.

4.3- DERIVATIZACIÓN DE LA MUESTRA

Para la derivatización de la muestra  se utilizaron los 

reactivos presentes en el kit (Oxyblot Protein Oxidation Kit, 

Intergen Company) así como el protocolo aconsejado por el 

fabricante. 
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1.- Se parte de entre 15-20 μg de proteínas que son 

desnaturalizadas con SDS 12% para alcanzar una 

concentración final de SDS 6%.

2.- La muestra se derivatiza añadiéndole una solución 

1 x DNPH. El volumen añadido es idéntico al que suman la 

proteína con el SDS.

3.- Los tubos se incuban a temperatura ambiente 

durante 15 minutos. 

4.- La muestra se neutraliza con la Solución de 

Neutralización  del Kit.

4.4- CONDICIONES DEL GEL Y TRANSFERENCIA.

Una vez neutralizadas las muestras, están preparadas 

para cargar en el gel de poliacrilamida. Para valorar la 

oxidación de proteínas en músculo esquelético se cargaron 

30 μg en geles discontinuos al 12% de Acrilamida (29:1 

Acrilamida:Bisacrilamida) con un 0,1% de SDS, sobre los 

que se aplicó un campo eléctrico de voltaje constante de 100 

Voltios durante al menos 2 horas en tampón Tris-Glicina (25 

mM Tris, 200 mM Glicina, 0,1% SDS, pH 8,3). Una vez 

finalizado el desplazamiento electroforético el gel es 

transferido (Western Blotting) a una membrana de 

Nitrocelulosa (Schelider & Schuel, USA), mediante 

electrotransferencia en condiciones húmedas por medio del 

sistema Mini-protean II (Bio-Rad, USA). El proceso se 

desarrolla durante 2 horas, a una temperatura de 4ºC, una 
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intensidad constante de 300 mAmperios, en tampón de 

transferencia (25 mM Tris, 192 mM Glicina, Metanol 20% 

v/v, pH 8,3).

.

4.5- VISUALIZACIÓN.

1.- Tras la transferencia las membranas se incuban 60 

minutos a temperatura ambiente en tampón de bloqueo: 5% 

p/v de leche desnatada en polvo, 0,1% Tween-20 en 1XTBS 

(20 mM Tris, 137 mM NaCl, pH 7,6). 

2.-  Se realizan 3 lavados de 5 minutos con 15 mL de 

TBS-T.

3.- Las membranas se incuban 60 minutos a 

temperatura ambiente, con agitación orbital, en tampón de 

anticuerpo (5% BSA, 0,1 % Tween-20 en 1XTBS) y con  una 

dilución 1:150  de anticuerpo primario (Anti-DNP de conejo)

4.- Se realizan 3 lavados de 5 minutos con 15 mL de 

TBS-T.

5.- Las membranas se incuban 60 minutos a 

temperatura ambiente, con agitación orbital, en tampón de 

bloqueo y con  una dilución 1:300  de anticuerpo secundario 

conjugado con peroxidasa de rábano, anti  IgG de conejo 

preparado en cabra. 

6.- Se realizan 3 lavados de 5 minutos con 15 mL de 

TBS-T.
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7.- La membrana se incuba 1 minuto con reactivo ECL 

(Amersham Pharmacia, USA) e inmediatamente se expone a 

autorradiografía con films de fotografía (KODAK X-OMAT).

4.6- CUANTIFICACIÓN DE LOS RESULTADOS.

Las imágenes obtenidas fueron escanedas y mediante 

el programa PrestoPage manager para EPSON, almacenadas 

en formato digital TIF para poder ser densitometradas 

utilizando el software “ Analysis 3”.

5- ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS RESULTADOS

La estadística descriptiva utilizada muestra la 

mediana como medida de tendencia central y la desviación 

típica como medida de dispersión. Para el análisis estadístico 

de los resultados, primero se realizó un análisis de la 

varianza. La hipótesis nula fue aceptada para todos los 

valores de aquellos grupos en los cuales el valor de H  no fue 

significativa para un valor de p<0,05.  La normalidad de la 

distribución se comprobó con el test de Kolmogorov y la 

homegeneidad de la varianza fue probada por la estadística 

de Levene. 

Para analizar el efecto del entrenamiento sobre el 

rendimiento se utilizó una ANOVA de dos factores por 

medidas repetidas con los factores Tiempo (antes y después) 

y tratamiento (control y entrenada). Luego, el grupo de 
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datos para los que H fue significativa, se realizaran 

comparaciones múltiples de las medianas de los grupos con 

el post hoc test de Newmann´s Keuls.

Para analizar el efecto del entrenamiento y de la 

edad sobre los parámetros bioquímicos, se realizó un ANOVA 

de dos factores, con los factores tratamiento (control y 

entrenamiento) y edad (joven y viejo, silvestre y deficientes 

de PGC-1α). Luego, el grupo de datos para los que H fue 

significativa, se realizaran comparaciones múltiples de las 

medianas de los grupos con el test de Bonferroni

Todo el tratamiento estadístico de los resultados se 

realizó con hojas de cálculo de Microsoft Excel y con el 

software SPSS, versión 13.



RESULTADOS
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1. ESTUDIO DEL EFECTO DE UN PROTOCOLO DE

ENTRENAMIENTO AERÓBICO DE 3 SEMANAS SOBRE EL 

RENDIMIENTO FÍSICO EN RATAS JÓVENES Y VIEJAS.

El rendimiento de los animales, tras el periodo de 

entrenamiento, se determinó mediante la aplicación de una 

prueba de resistencia en tapiz rodante. En ella se midió el 

tiempo de carrera antes y después de iniciarse el 

entrenamiento. La resistencia es una cualidad física básica

muy modificable con el entrenamiento y se cree que está 

muy relacionada con el número de mitocondrias en el 

músculo esquelético. De hecho, la fosforilación oxidativa se 

considera uno de los factores limitantes para la resistencia 

en carrera en tapiz rodante. El tiempo de carrera (en 

minutos) hasta el agotamiento, antes y después del 

entrenamiento, fue el parámetro estudiado.

1.1- PRUEBA DE RESISTENCIA EN RATAS JÓVENES 

ENTRENADAS 3 SEMANAS.

Nuestros resultados muestran una mejora significativa 

del tiempo de carrera  después del protocolo de 

entrenamiento aeróbico de 3  semanas de duración. 
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Figura IV.1: Prueba de resistencia: ratas jóvenes entrenadas durante 3 semanas.
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Los valores se expresan como media ± desviación estándar. n= 6 en grupo reposo; 

n= 5 en grupo entrenado. 

1.2- PRUEBA DE RESISTENCIA EN RATAS VIEJAS 

ENTRENADAS 3 SEMANAS.

Nuestros resultados muestran una mejora significativa 

del tiempo de carrera,  después del protocolo de 

entrenamiento aeróbico de  3 semanas de duración, en el 

grupo de animales viejos.
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Figura IV.2: Prueba de resistencia: ratas viejas entrenadas durante 3 semanas.
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2. ESTUDIO DEL ESTRÉS OXIDATIVO ASOCIADO A UN 

PROTOCOLO DE ENTRENAMIENTO EN RATAS JÓVENES Y 

VIEJAS.

Los efectos nocivos de los radicales libres 

generados durante el ejercicio físico agotador están muy 

bien documentados (Ver introducción). Sin embargo, el 

ejercicio físico, sobre todo cuando no es agotador, resulta 

una práctica claramente beneficiosa para la prevención y 

tratamiento de muchas enfermedades (Pedersen & Saltin, 

2006). Los efectos indeseables del ejercicio agotador se 
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evitan, al menos en parte, con el entrenamiento. Éste 

reduce la susceptibilidad del músculo a los radicales libres 

(Salminen & Vihko, 1983) e induce la expresión de enzimas 

antioxidantes (Gomez-Cabrera et al., 2008). El ejercicio 

físico regular genera una adaptación frente al estrés 

oxidativo evidenciado por un descenso del daño al ADN, 

niveles mantenidos de oxidación proteica y un aumento de la 

resistencia frente a la administración crónica de peróxido de 

hidrógeno (Radak et al., 1999; Radak et al., 2000).

2.1. ESTUDIO DEL EFECTO DEL ENTRENAMIENTO SOBRE LA 

OXIDACIÓN DE PROTEÍNAS EN PLASMA  DE RATAS 

JÓVENES Y VIEJAS TRAS UN PROTOCOLO DE 

ENTRENAMIENTO AERÓBICO. 

Con la técnica del Western Blotting detectamos los 

derivados carbonilo formados en plasma por su reacción con 

la 2,4-dinitrofenilhidracina (Nakamura & Goto, 1996). En los 

procesos de daño oxidativo a proteínas, algunos aminoácidos 

se oxidan dando lugar a grupos carbonilo, de modo que el 

contenido en carbonilos de las proteínas se puede emplear 

como un indicador de daño oxidativo a las mismas  

(Stadman, 1992). En el plasma, encontramos cambios 

significativos en las proteínas correspondientes a un peso 

molecular aproximado 120 kDa. En esta banda de proteínas

encontramos una diferencia significativa entre el grupo viejo 

reposo frente al joven reposo.
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Figura IV.3: Proteínas oxidadas en plasma de ratas jóvenes y viejas entrenadas

durante 3 semanas.

Western Blot representativo de proteínas

carboniladas. Las muestras estudiadas fueron

los plasmas de ratas jóvenes reposo (Rep

Jov), ratas jóvenes entrenadas (Ent Jov), ratas

reposo viejas (Rep Vieja) y ratas entrenadas

viejas (Ent Vieja).

Los valores se expresan como media ±

desviación estándar. N = 4 en grupo reposo

jóvenes; N= 3 en grupo entrenado jóvenes; N=3

en grupo reposo vieja; N=3 en grupo entrenada

vieja.
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2.2. ESTUDIO DEL EFECTO DEL ENTRENAMIENTO SOBRE LA 

OXIDACIÓN DE PROTEÍNAS EN MÚSCULO ESQUELÉTICO DE 

RATAS JÓVENES Y VIEJAS TRAS UN PROTOCOLO DE 

ENTRENAMIENTO AERÓBICO.

En los procesos de daño oxidativo a proteínas se 

consideran aminoácidos con especial susceptibilidad la lisina, 

prolina y arginina (Stadman, 1992). Éste suele ser 

irreversible y puede conducir a la desnaturalización de la 

proteína (Grant et al., 1993). Este hecho es importante ya 

que las proteínas modificadas por estrés oxidativo pierden su 

función fisiológica y presentan una mayor tendencia a la 

degradación. La acumulación de estas proteínas puede 
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condicionar procesos fisiológicos vitales (Radak et al., 1999). 

En nuestro estudio determinamos la oxidación de proteínas 

en músculo de rata y encontramos una diferencia 

significativa en la banda correspondiente a un peso 

molecular de  25 y 37 kDa en el grupo reposo vieja frente a 

los animales reposo jóvenes.

Figura IV.4: Proteínas oxidadas en gastrocnemio de ratas jóvenes y viejas 

entrenadas durante 3 semanas.

50

100

150

200

250

300

350

400

450

0

P
ro

te
in

as
 C

ar
b

o
n

ila
d

as
 (

%
)

G
as

tr
o

cn
em

io

Reposo

Entrenadas

Jóvenes Viejas Viejas ViejasJóvenes Jóvenes

Total de Proteínas 37 kDa 25 kDa

37 kDa 

25 kDa 

Rep ViejaRep Jov Ent Jov Ent Vieja

Western Blot representativo de proteínas

carboniladas. Los extractos fueron preparados

con músculo gastrocnemio de ratas jóvenes
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(Ent Jov), ratas reposo viejas (Rep Vieja) y

ratas entrenadas viejas (Ent Vieja).

Los valores se expresan como media ±

desviación estándar. N = 4 en grupo reposo

jóvenes; N= 3 en grupo entrenado jóvenes; N=3

en grupo reposo vieja; N=3 en grupo entrenada

vieja.
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2.3. ESTUDIO DEL EFECTO DEL ENTRENAMIENTO EN LA 

ACTIVACIÓN DE LA ENZIMA XANTINA OXIDASA EN PLASMA 

DE RATAS JÓVENES Y VIEJAS SOMETIDAS A UN 

ENTRENAMIENTO AERÓBICO DE 3 SEMANAS.

La xantina oxidasa (XO) es una enzima que cataliza la 

hidroxilación de una amplia gama de sustratos como 

purinas, pirimidinas, pterinas y aldehídos. Contiene 

molibdeno y hierro e interviene en la degradación de los 

nucleótidos del tipo purina. La xantina-oxidasa cataliza la

oxidación de la hipoxantina a xantina y puede seguir 

catalizando la oxidación de la xantina a ácido úrico, 

generando radicales libres en el proceso (Gomez-Cabrera et 

al., 2008).

Nuestros resultados muestran un aumento en la 

actividad de la xantina oxidasa en plasma de ratas jóvenes 

entrenadas frente a reposo y de ratas viejas entrenadas 

frente a viejas reposo.
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Figura IV.5: Xantina oxidasa de ratas jóvenes y viejas entrenadas durante 3 

semanas.
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Los valores se expresan como media ± desviación estándar. n= 4 en grupo reposo 

jóvenes; n=3 en grupo entrenado jóvenes; n=3 en grupo reposo vieja; n=3 en 

grupo entrenado vieja. 

2.4. ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE ENZIMAS 

ANTIOXIDANTES EN EL MÚSCULO ESQUELÉTICO DE RATAS 

JÓVENES Y VIEJAS SOMETIDAS A UN PROTOCOLO DE 

ENTRENAMIENTO AERÓBICO  DE 3 SEMANAS.

2.4.1. EXPRESIÓN DE LA Mn-SOD.

La superóxido dismutasa es una enzima antioxidante 

que juega un papel importante en la dismutación del radical 
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superóxido en peróxido de hidrógeno y oxígeno (McCord & 

Fridovich, 1969).

Observamos en nuestros resultados que la expresión 

de la enzima en el músculo esquelético no experimentó 

ningún cambio significativo en ninguno de los grupos 

experimentales.

Figura IV.6: Mn-SOD en músculo esquelético de ratas jóvenes y viejas entrenadas 

durante 3 semanas.
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Western Blot representativo de Mn-SOD. Los

extractos citosólicos fueron preparados con

músculo esquelético de ratas jóvenes reposo

(Rep Jov), ratas jóvenes entrenadas (Ent

Jov), ratas reposo viejas (Rep Vieja) y ratas

entrenadas viejas (Ent Vieja).

Los valores se expresan como media ±

desviación estándar. N = 6 en grupo reposo

jóvenes; N= 5 en grupo entrenado jóvenes; N=6

en grupo reposo vieja; N=6 en grupo reposo

vieja; N=5 en grupo entrenada vieja.
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2.4.2. EXPRESIÓN DE LA CATALASA.

La catalasa es una enzima antioxidante de defensa 

primaria que cataliza la descomposición del peróxido de 

hidrógeno dando lugar a agua y a una molécula de oxígeno 

(Chance et al., 1979). Como muestra la siguiente figura 

nuestros datos demuestran un incremento significativo en 

los niveles de la proteína en el músculo esquelético de los 

animales viejos cuando se  comparan con los jóvenes. 

Figura IV.7: Catalasa en músculo esquelético de ratas jóvenes y viejas entrenadas 

durante 3 semanas.

Western Blot representativo de catalasa.

Los extractos citosólicos fueron preparados

con músculo esquelético de ratas jóvenes

reposo (Rep Jov), ratas jóvenes entrenadas

(Ent Jov), ratas reposo viejas (Rep Vieja) y

ratas entrenadas viejas (Ent Vieja).
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Los valores se expresan como media ±

desviación estándar. N = 6 en grupo reposo

jóvenes; N= 5 en grupo entrenado jóvenes;

N=6 en grupo reposo vieja; N=6 en grupo

reposo vieja; N=5 en grupo entrenada vieja.
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3. ESTUDIO DE LA BIOGÉNESIS MITOCONDRIAL EN EL 

MÚSCULO ESQUELÉTICO DE RATAS JÓVENES Y VIEJAS 

SOMETIDAS AL UN PROTOCOLO DE ENTRENAMIENTO 

AERÓBICO DURANTE 3 SEMANAS.

3.1. ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE PGC-1α.

PGC-1α es un co-activador transcripcional que juega 

un papel muy importante en la regulación del proceso de 

biogénesis mitocondrial y, en general, en la regulación de la 

transcripción de genes que codifican proteínas relacionadas 

con el metabolismo oxidativo (Lin et al., 2005).

Nuestros resultados muestran un incremento 

significativo en la expresión de PGC-1α en el grupo de 

animales jóvenes entrenados frente al grupo de animales

jóvenes reposo y al grupo de animales viejos entrenados.
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Figura IV.8: Expresión de PGC-1α en músculo esquelético de ratas jóvenes y viejas 

entrenadas durante 3 semanas. 

Los valores se expresan como media ±

desviación estándar. N = 6 en grupo reposo

jóvenes; N= 5 en grupo entrenado jóvenes;

N=6 en grupo reposo vieja; N=5 en grupo

entrenada vieja.

Western Blot representativo de PGC-1α.

Los extractos citosólicos fueron preparados

con músculo esquelético de ratas jóvenes

reposo (Rep Jov), ratas jóvenes entrenadas

(Ent Jov), ratas reposo viejas (Rep Vieja) y

ratas entrenadas viejas (Ent Vieja).
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3.2. ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE NRF-1. 

NRF-1 es un importante factor de transcripción en la 

cascada de señalización que conduce al proceso de 

biogénesis mitocondrial (Scarpulla, 2002). NRF-1 ejerce un 

importante papel en la activación, conjuntamente con PGC-

1α, de un factor de transcripción mitocondrial: Tfam. En el 

músculo esquelético, el aumento de su expresión se 

traducirá en un aumento en la proteína Tfam y por lo tanto 

un aumento en el número de copias de ADNmt, estimulando 

el aumento del número de mitocondrias. Tfam ha sido muy 

estudiado y se considera el factor de transcripción más 
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importante, en mamíferos, en la regulación de la 

transcripción del ADNmt (Virbasius et al., 1993).

Nuestros resultados muestran un aumento 

significativo en la expresión de NRF-1 en los músculos de los 

animales jóvenes entrenados frente a los jóvenes reposo. 

Del mismo modo encontramos una disminución significativa 

en los niveles de NRF-1 en los músculos de los animales

viejos, reposo y entrenado, frente a los músculos de 

animales jóvenes, reposo y entrenados respectivamente.

Figura IV.9: Expresión de NRF-1 en músculo esquelético de ratas jóvenes y viejas 

entrenadas durante 3 semanas. 

Western Blot representativo de NRF-1. Los

extractos citosólicos fueron preparados con

músculo esquelético de ratas jóvenes

reposo (Rep Jov), ratas jóvenes entrenadas

(Ent Jov), ratas reposo viejas (Rep Vieja) y

ratas entrenadas viejas (Ent Vieja).

Los valores se expresan como media ±

desviación estándar. N = 6 en grupo reposo

jóvenes; N= 5 en grupo entrenado jóvenes;

N=6 en grupo reposo vieja; N=5 en grupo

entrenada vieja.
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3.3. ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE TFAM.

Uno de los factores de transcripción más conocidos en 

la coordinación y regulación de proteínas mitocondriales es 

el factor de transcripción mitocondrial A. En la mitocondria, 

Tfam es el responsable de la transcripción y replicación del 

ADN mitocondrial (Wu et al., 1999). En nuestros resultados 

observamos que en el músculo esquelético se produce un 

incremento de Tfam en el grupo de las ratas viejas frente a 

las jóvenes. Sin embargo no hay diferencias significativas 

con el entrenamiento en los niveles de este  factor de 

transcripción.

Figura IV.10: Expresión de Tfam en músculo esquelético de ratas jóvenes y viejas 

entrenadas durante 3 semanas. 
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Western Blot representativo de Tfam. Los

extractos citosólicos fueron preparados con

músculo esquelético de ratas jóvenes

reposo (Rep Jov), ratas jóvenes entrenadas

(Ent Jov), ratas reposo viejas (Rep Vieja) y

ratas entrenadas viejas (Ent Vieja).

Los valores se expresan como media ±

desviación estándar. N = 6 en grupo reposo

jóvenes; N= 5 en grupo entrenado jóvenes;

N=6 en grupo reposo vieja; N=5 en grupo

entrenada vieja.
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3.4- ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE CITOCROMO C.

El citocromo c es una proteína de la cadena de 

transporte electrónico mitocondrial y sus niveles se han 

utilizado como marcador de contenido mitocondrial (Hood, 

2001). Su variación se sabe que está influenciada por 

modificaciones en la contracción muscular (Booth, 1977; 

Morrison et al., 1987).

En el músculo esquelético, nuestros resultados indican 

un incremento significativo en los niveles de citocromo c en 

las ratas jóvenes entrenadas frente a las jóvenes reposo  y 

frente a los animales viejos entrenados. Sin embargo no 

observamos ninguna diferencia significativa entre los grupos 

de ratas viejas.
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Figura IV.11: Expresión de citocromo c en músculo esquelético de ratas jóvenes y 

viejas entrenadas durante 3 semanas. 
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Western Blot representativo de Citocromo

c. Los extractos citosólicos fueron

preparados con músculo esquelético de

ratas jóvenes reposo (Rep Jov), ratas

jóvenes entrenadas (Ent Jov), ratas reposo

viejas (Rep Vieja) y ratas entrenadas viejas

(Ent Vieja).
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3.5. ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE LA COX I. 

La COX I es una subunidad de la citocromo c

oxidasa (COX), codificada por el ADN mitocondrial y cuya 

función está relacionada con procesos catalíticos (Vatner et 

al. 2009).

En nuestros resultados observamos un aumento 

significativo de su expresión en los jóvenes reposo frente a 

los viejos reposo, y un aumento significativo en los jóvenes 

entrenados frente a los viejos entrenados.
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Figura IV.12: Expresión de COX I en músculo esquelético de ratas jóvenes y viejas 

entrenadas durante 3 semanas. 
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Western Blot representativo de Cox I. Los
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músculo esquelético de ratas jóvenes

reposo (Rep Jov), ratas jóvenes entrenadas

(Ent Jov), ratas reposo viejas (Rep Vieja) y

ratas entrenadas viejas (Ent Vieja).

4- ESTUDIO DEL EFECTO DEL ENTRENAMIENTO SOBRE LA 

MIOGÉNESIS EN EL MÚSCULO SÓLEO Y GASTROCNEMIO DE 

RATAS JÓVENES Y VIEJAS SOMETIDAS A UN PROTOCOLO DE 

ENTRENAMIENTO AERÓBICO DE 3 SEMANAS.

4.1- ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE MIO D.

Mio D también pertenece al grupo de factores de 

transcripción que regulan la miogénesis y está relacionado 

con el proceso de activación de las células satélites (Dedkov

et al., 2003). En nuestros resultados encontramos un 

aumento significativo en la expresión de Mio D en sóleo en 
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los animales jóvenes reposo frente a los viejos reposo,

además de una diferencia significativa entre los jóvenes 

entrenados frente a los viejos entrenados.

Figura IV.13: Expresión de MioD en sóleo de ratas jóvenes y viejas entrenadas 

durante 3 semanas. 

Western Blot representativo de MioD. Los

extractos citosólicos fueron preparados con

músculo sóleo de ratas jóvenes reposo

(Rep Jov), ratas jóvenes entrenadas (Ent

Jov), ratas reposo viejas (Rep Vieja) y ratas

entrenadas viejas (Ent Vieja).
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desviación estándar. N = 6 en grupo reposo

jóvenes; N= 5 en grupo entrenado jóvenes;

N=6 en grupo reposo vieja; N=6 en grupo

reposo vieja; N=5 en grupo entrenada vieja.
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En el músculo gastrocnemio, sin embargo, no 

encontramos diferencias significativas entre los grupos 

estudiados.



                                                                                                                                  IV- Resultados                                  

120

Figura IV.14: Expresión de MioD en gastocnemio de ratas jóvenes y viejas 

entrenadas durante 3 semanas.
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Western Blot representativo de MioD. Los

extractos citosólicos fueron preparados con

músculo gastrocnemio de ratas jóvenes

reposo (Rep Jov), ratas jóvenes entrenadas

(Ent Jov), ratas reposo viejas (Rep Vieja) y

ratas entrenadas viejas (Ent Vieja).

Los valores se expresan como media ±

desviación estándar. N = 6 en grupo reposo

jóvenes; N= 5 en grupo entrenado jóvenes;

N=6 en grupo reposo vieja; N=6 en grupo

reposo vieja; N=5 en grupo entrenada vieja.
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4.2- ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE MIOGENINA.

La miogenina también forma parte del conjunto de

factores de transcripción que regulan la miogénesis. Esta 

proteína está implicada en la regulación de la MHC (cadena 

pesada de la miosina) y su expresión es más abundante en 

músculos en los que predominan las fibras lentas (Siu et al., 

2004).
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En nuestros resultados en sóleo, no observamos 

cambios significativos en los grupos estudiados, como 

tampoco observamos cambios asociados al entrenamiento. 

Figura IV.15: Expresión de miogenina en sóleo de ratas jóvenes y viejas entrenadas

durante 3 semanas. 
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Western Blot representativo de miogenina.

Los extractos citosólicos fueron preparados

con músculo sóleo de ratas jóvenes reposo

(Rep Jov), ratas jóvenes entrenadas (Ent

Jov), ratas reposo viejas (Rep Vieja) y ratas

entrenadas viejas (Ent Vieja).
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Los valores se expresan como media ±

desviación estándar. N = 6 en grupo reposo

jóvenes; N= 5 en grupo entrenado jóvenes;

N=6 en grupo reposo vieja; N=6 en grupo

reposo vieja; N=5 en grupo entrenada vieja.

En el músculo gastrocnemio, encontramos cambios 

significativos en el grupo reposo viejo frente al reposo joven 

y en el grupo entrenado viejo frente al entrenado joven.
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Figura IV.16: Expresión de miogenina en gastrocnemio de ratas jóvenes y viejas 

entrenadas durante 3 semanas. 

Western Blot representativo de Miogenina.

Los extractos citosólicos fueron preparados

con músculo gastrocnemio de ratas jóvenes

reposo (Rep Jov), ratas jóvenes entrenadas

(Ent Jov), ratas reposo viejas (Rep Vieja) y

ratas entrenadas viejas (Ent Vieja).
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Los valores se expresan como media ±

desviación estándar. N = 6 en grupo reposo

jóvenes; N= 5 en grupo entrenado jóvenes;

N=6 en grupo reposo vieja; N=5 en grupo

entrenada vieja
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5. ESTUDIO DEL EFECTO DE UN PROTOCOLO DE 

ENTRENAMIENTO AERÓBICO DE 5 SEMANAS SOBRE EL 

RENDIMIENTO FÍSICO DE RATONES SILVESTRES Y KO DE 

PGC-1α.

5.1- PRUEBA DE RESISTENCIA EN RATONES SILVESTRES.

Nuestros resultados muestran una mejora significativa 

del tiempo de carrera  después del protocolo de 

entrenamiento aeróbico de 5  semanas de duración. 
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Figura IV.17: Prueba de resistencia en ratones silvestres entrenados durante 5

semanas.
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5.2- PRUEBA DE RESISTENCIA EN RATONES KO DE PGC-1α.

Al igual que con los animales silvestres, los KO, 

también mostraron un aumento significativo en el tiempo de 

carrera tras el entrenamiento. Sin embargo el porcentaje de 

mejora fue mayor en los animales silvestres. 
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Figura IV.18: Prueba de resistencia en ratones KO entrenados durante 5 semanas
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6.- ESTUDIO DEL EFECTO DEL ENTRENAMIENTO SOBRE LA 

OXIDACIÓN DE PROTEÍNAS EN GASTROCNEMIO DE 

RATONES SILVESTRES Y KO DE PGC-1α SOMETIDOS A UN

PROTOCOLO DE ENTRENAMIENTO AERÓBICO DE 5

SEMANAS.

Nuestros resultados muestran una diferencia 

significativa entre los grupos a 45kDa y 25 kDa. A 45 kDa, 

vemos una diferencia significativa entre ratones silvestres 

reposo frente a los silvestres entrenados. A 25kDa, 
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observamos una diferencia significativa entre los KO reposo 

frente a los silvestres reposo.

Figura IV.19: Proteínas oxidadas en gastrocnemio de ratones silvestres y KO de 

PGC-1α después de 5 semanas de entrenamiento.
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                                                                                                                                  IV- Resultados                                  

126

7- ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE ENZIMAS 

ANTIOXIDANTES EN EL MÚSCULO DE RATONES SILVESTRES 

Y KO SOMETIDOS A UN PROTOCOLO DE ENTRENAMIENTO 

AERÓBICO  DE 5 SEMANAS.

7.1- ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE LA MN-SOD.

Nuestros resultados, utilizando la técnica del western 

blotting, nos muestran una disminución significativa en el 

contenido de MnSOD en el músculo esquelético de los 

animales KO frente a los silvestres.

Figura IV.20: Expresión de Mn-SOD en músculo esquelético de ratones silvestres y 

KO de PGC-1α.

Los valores se expresan como media ±

desviación estándar. N = 6 en grupo

silvestre reposo; n=8 en grupo silvestre

entrenados; n= 7 en grupo KO PGC-1α

reposo; n= 6 en grupo KO PGC-1α

entrenado.

Western Blot representativo de Mn-SOD.

Los extractos citosólicos fueron preparados

con músculo esquelético de ratones

silvestres reposo (SR), ratones silvestres

entrenados (SE), ratones KO PGC-1α reposo

(KOR) y ratones KO de PGC-1 α entrenados

(KOE).
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7.2- ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE LA CATALASA.

La figura IV.23 muestra un aumento significativo en 

los niveles de catalasa en el músculo esquelético de los 

ratones silvestres entrenados frente a los silvestres reposo. 

Del mismo modo encontramos un aumento significativo de la 

enzima cuando comparamos ratones KO de PGC-1α reposo 

frente a los silvestres reposo.

Figura IV.21: Expresión de catalasa en músculo esquelético de ratones silvestres y 

KO de PGC-1α.

Los valores se expresan como media ±

desviación estándar. N = 6 en grupo

silvestre reposo; n=8 en grupo silvestre

entrenados; n= 7 en grupo KO PGC-1 α

reposo; n= 6 en grupo KO PGC-1 α

entrenado.

Western Blot representativo de catalasa.
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8- ESTUDIO DE LA BIOGÉNESIS MITOCONDRIAL EN LOS 

MÚSCULOS DE RATONES SILVESTRES Y KO DE PGC-1α

SOMETIDOS AL UN PROTOCOLO DE ENTRENAMIENTO 

AERÓBICO DURANTE 5 SEMANAS.

8.1- ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE PGC-1α. 

Como podemos observar en la figura 24,

encontramos un aumento significativo del co-activador PGC-

1α cuando comparamos ratones silvestres entrenados frente 

a los silvestres reposo. En todos los casos lo ratones 

silvestres mostraron niveles musculares de PGC-1α 

significativamente mayores que los animales KO.
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Figura IV.22: Expresión de PGC-1α en músculo esquelético de ratones silvestres y 

KO de PGC-1α entrenados durante 5 semanas.

Los valores se expresan como media ±

desviación estándar. N = 6 en grupo

silvestre reposo; n=8 en grupo silvestre

entrenados; n= 7 en grupo KO PGC-1 α

reposo; n= 6 en grupo KO PGC-1 α

entrenado.
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músculo esquelético de ratones silvestres

reposo (SR), ratones silvestres entrenados

(SE), ratones KO PGC-1α reposo (KOR) y

ratones KO de PGC-1 α entrenados (KOE).
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8.2- ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE NRF-1.

Como podemos observar en la figura 25, encontramos 

un aumento significativo en los niveles de NRF-1 en el 

músculo esquelético en los animales jóvenes silvestres tras 

el entrenamiento. En los animales KO de PGC-1α no 

observamos una inducción del factor respiratorio nuclear con 

el entrenamiento. Del mismo modo encontramos un 

aumento significativo en los niveles de NRF-1 cuando 

comparamos ratones silvestres con ratones KO. 



                                                                                                                                  IV- Resultados                                  

130

Figura IV.23: Expresión de NRF-1 en músculo esquelético de ratones silvestres y 

KO de PGC-1α entrenados durante 5 semanas.

Los valores se expresan como media ±

desviación estándar. N = 6 en grupo

silvestre reposo; n=8 en grupo silvestre

entrenados; n= 7 en grupo KO PGC-1α

reposo; n= 6 en grupo KO PGC-1α

entrenado.
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8.3- ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE TFAM.

En la figura siguiente, observamos, en el músculo 

esquelético, un aumento significativo de los niveles de Tfam 

cuando comparamos los ratones KO reposo frente a los 

silvestres reposo y entre los KO entrenados frente a los 

silvestres entrenados.
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Figura IV.24: Expresión de Tfam en músculo esquelético de ratones silvestres y KO

de PGC-1α entrenados durante 5 semanas.

Los valores se expresan como media ±

desviación estándar. N = 6 en grupo

silvestre reposo; n=8 en grupo silvestre

entrenados; n= 7 en grupo KO PGC-1 α

reposo; n= 6 en grupo KO PGC-1 α

entrenado.

Western Blot representativo de Tfam. Los

extractos citosólicos fueron preparados con

músculo esqueléticos de ratones silvestres

reposo (SR), ratones silvestres entrenados

(SE), ratones KO PGC-1α reposo (KOR) y

ratones KO de PGC-1 α entrenados (KOE).
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8.4- ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE CITOCROMO C. 

En cuanto a la proteína citocromo c, encontramos un 

aumento significativo en el grupo silvestre entrenado frente

al silvestre reposo y un aumento significativo entre los 

silvestres entrenados frente al KO entrenado.
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Figura IV.25: Expresión de citocromo c en músculo esquelético de ratones silvestres 

y KO de PGC-1α entrenados durante 5 semanas.

Los valores se expresan como media ±

desviación estándar. N = 6 en grupo

silvestre reposo; n=8 en grupo silvestre

entrenados; n= 7 en grupo KO PGC-1 α

reposo; n= 6 en grupo KO PGC-1 α

entrenado.
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(KOR) y ratones KO de PGC-1 α entrenados
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8.5- ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE COX I.

En nuestro estudio, observamos un aumento 

significativo en la expresión de la COX I en los ratones  

silvestres reposo frente a los reposos KO de PGC-1α y entre 

los silvestres entrenados frente a los KO de PGC-1α 

entrenados.
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Figura IV.26: Expresión de COXI en músculo esquelético de ratones silvestres y KO

de PGC-1α entrenados durante 5 semanas.

Los valores se expresan como media ±

desviación estándar. N = 6 en grupo

silvestre reposo; n=8 en grupo silvestre

entrenados; n= 7 en grupo KO PGC-1 α

reposo; n= 6 en grupo KO PGC-1 α

entrenado.
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1- ENVEJECIMIENTO Y MITOCONDRIOGÉNESIS. 

El envejecimiento humano está asociado a una 

pérdida de masa muscular que se inicia en la cuarta década 

de la vida con una pérdida de la fuerza de un 1% al año y 

que se acelera con en el transcurso de los años (Doherty, 

2003). La debilidad funcional asociada a la sarcopenia afecta 

aproximadamente al 7% de los adultos de más de 70 años, 

y al 20% de los mayores de 80 años (Melton et al., 2000; 

Castillo et al., 2003). El costo derivado de los problemas de 

salud relacionados con la sarcopenia en USA se estima que 

es superior a los 18 billones de dólares anuales (Janssen et 

al., 1993).

Las causas del envejecimiento del organismo son 

complejas. Una amplia variedad de procesos se considera 

que están implicados en el declive de los distintos aparatos y 

sistemas con el paso de los años. Entre los factores 

implicados en la pérdida de funcionalidad del músculo 

esquelético podemos destacar: la muerte celular

programada, el estrés oxidativo, alteraciones en la síntesis 

de proteínas, inflamación,  alteraciones hormonales, desuso,

y disfunción mitocondrial (Janssen et al., 1993; Melton et 

al., 2000; Balagopal et al., 2001; Castillo et al., 2003; 

Doherty, 2003). Diversos autores han relacionado la 

disfunción mitocondrial, con el acumulo de alteraciones en el 

ADN mitocondrial y la sarcopenia, tanto en seres humanos 

como en animales (Melov et al., 1995; Melov et al., 1997; 
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Colman et al., 2005; Bua et al., 2006; Hacker et al., 2006).  

El envejecimiento, por tanto, se ha asociado a nivel 

mitocondrial y en el músculo esquelético con: a) Una

reducción en la actividad de la fosforilación oxidativa; b) 

Mutaciones en el ADN mitocondrial; c) Reducciones en el 

contenido del ADN mitocondrial; d) Alteraciones en la 

señalización en el proceso de apoptosis (Marzetti et al., 

2008) e) Disminución de la actividad de la cadena de 

transporte electrónico (Navarro & Boveris, 2007) y, por 

último, aumento de la producción mitocondrial de radicales 

libres (Figueiredo et al., 2008; Johnston et al., 2008). El 

papel de la mitocondria como generadora y diana de ERO lo 

postuló Jaime Miquel en la década de los 70 (Rockstein et 

al., 1975; Miquel et al., 1980). Sin embargo Jaime Miquel y 

sus colaboradores no aportaron evidencias contundentes de 

que la mitocondria estaba dañada en las células de animales 

viejos. Estudios llevados a cabo, de forma independiente,

tanto por nuestro grupo de investigación (Sastre et al., 

1996) como por el grupo dirigido por el profesor Bruce Ames

(Hagen et al., 1997), utilizando la citometría de flujo, 

demostraron el anterior postulado. De hecho nuestros 

resultados mostraron que las mitocondrias están dañadas en 

el interior de las células y que no es durante su aislamiento 

y preparación cuando ocurre dicho daño. 

Recientemente se ha sugerido que el 

envejecimiento puede estar asociado con una disminución de 
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la biogénesis mitocondrial (Lopez-Lluch et al., 2008). El 

motivo por el que se produce una disminución de la 

biogénesis mitocondrial durante el envejecimiento todavía se 

desconoce (Lopez-Lluch et al., 2008), sin embargo se 

especula con las alteraciones en la cascada de señalización 

que conducen al proceso de mitocondriogénesis como un 

mecanismo relevante para explicar dicha disminución 

(Reznick et al., 2007). Nosotros hipotetizamos, en un 

trabajo publicado recientemente (Vina et al., 2009), que 

PGC-1α podría ser un factor importante en las disminución 

observada en el proceso de mitocondriogénesis durante el 

envejecimiento.  La biogénesis mitocondrial es un proceso

complejo. Éste engloba cambios en la expresión de más de 

100 genes, la cooperación de dos genomas y la alteración de 

aproximadamente un 20% de los niveles de proteínas 

celulares (Ryan & Hoogenraad, 2007). A parte de los genes 

nucleares (que codifican más del 95% de las proteínas 

mitocondriales), la mitocondriogénesis requiere la 

participación del genoma mitocondrial. Recientemente se ha 

demostrado que la transcripción afecta tanto al genoma 

nuclear como al mitocondrial, que necesitan trabajar 

coordinadamente para producir nuevas mitocondrias (Roy et 

al., 2009). En mamíferos, la regulación de la biogénesis 

mitocondrial y la proliferación está influenciada por factores 

externos como nutrientes, hormonas, temperatura, ejercicio 

e hipoxia (Freyssenet et al., 1999; Kujoth et al., 2005; Floyd

et al., 2007).
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Pese a la complejidad de las vías de señalización 

implicadas en la regulación de la biogénesis mitocondrial, 

todas ellas parece que comparten un componente clave, el 

co-activador PGC-1α. PGC-1α es un factor crucial tanto en la 

activación del programa de mitocondriogénesis como en la 

respiración. PGC-1α parece ser el gran regulador del 

metabolismo y de la biogénesis mitocondrial por integrar y 

coordinar la actividad de múltiples factores de transcripción 

como NRF-1, PPARγ y Tfam (Puigserver et al., 1998). La 

necesidad del PGC-1α en el metabolismo energético, la 

biogénesis mitocondrial, el desarrollo y el crecimiento puede 

ser evaluada diseñando modelos experimentales 

caracterizados por las  pérdidas de sus funciones 

estratégicas. Este es el motivo por el que en la presente 

tesis doctoral hemos estudiado el papel de PGC-1α en la 

disfuncionalidad mitocondrial en animales viejos y KO de 

PGC-1α. Pretendemos de esta forma determinar la 

importancia de la mitocondria en la pérdida de masa 

muscular asociada a la edad, así como el posible papel del 

ejercicio como estrategia de intervención para el tratamiento 

de la sarcopenia senil. La hipótesis directriz de nuestro 

trabajo, basada en los resultados obtenidos en la figura IV.8

es que el envejecimiento provoca una disminución de la 

reactividad de PGC-1α al estímulo del ejercicio físico.
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2. MITOCONDRIOGÉNESIS Y EJERCICIO. PAPEL DE LAS ERO 

COMO SEÑALES. 

El ejercicio físico produce radicales libres. El grupo 

de Lester Packer en California, utilizando RPE, demostró que 

las ERO son generadas durante la contracción muscular 

(Ermak & Davies, 2002). En este relevante trabajo, los 

autores ya postularon en la discusión la posible estimulación 

del proceso de mitocondriogénesis  por ERO en el músculo 

esquelético (Davies et al., 1982).  Nuestro grupo de 

investigación aportó las primeras evidencias contundentes 

de que el ejercicio genera estrés oxidativo únicamente 

cuando se realiza hasta el agotamiento (Gomez-Cabrera et 

al., 2003). Actualmente existen múltiples evidencias 

procedentes de diversos laboratorios que muestran que el 

ejercicio agotador implica una sobreproducción de ERO que 

tiene como consecuencia un aumento del estrés oxidativo. 

En este sentido, en el año 2003, demostramos este hecho 

con los ciclistas del US Postal Team durante el Tour de 

Francia 2001. En este estudio además pudimos comprobar la 

importancia de la enzima xantina oxidasa en la generación 

de ERO durante el ejercicio de muy alta intensidad   

(Gomez-Cabrera et al., 2003). Sin embargo, evidencias 

recientes demuestran que durante el ejercicio moderado, las 

ERO producidas no generan estrés oxidativo sino que actúan 

como señales que permiten la adaptación del músculo  al 

ejercicio (Gomez-Cabrera et al., 2008; Jackson, 2008). Si 
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esto es así, la prevención de la formación o de la acción de 

las ERO, podría estar relacionada con una menor respuesta 

adaptativa al ejercicio o al entrenamiento. En el año 2008 

demostramos este hecho (Gomez-Cabrera et al., 2008). 

Determinamos el rendimiento aeróbico, tanto en animales 

como en humanos, tras un periodo de entrenamiento y 

encontramos que el tratamiento con elevadas dosis de 

vitamina C previene diversas adaptaciones musculares y 

reduce el rendimiento (Ristow et al., 2009). Del mismo 

modo, el grupo de Michael Ristow en Alemania (Ristow et 

al., 2009) demostró que el tratamiento con dosis moderadas 

de vitaminas C y E, previene adaptaciones musculares al 

ejercicio así como el aumento de la sensibilidad a la insulina 

(fundamental para el tratamiento de la diabetes) asociado al 

entrenamiento físico. Finalmente  el grupo del profesor 

Richardson  demostró recientemente que en humanos 

sometidos a un protocolo de entrenamiento, la 

suplementación aguda con vitaminas C y E, prevenía la 

vasodilatación asociada al ejercicio, lo que se relacionaba 

con un aumento de la hipertensión y con una disminución de 

la angiogénesis inducida por ejercicio (Wray et al., 2009). 

Por tanto, las ERO  juegan un papel claro en el ejercicio 

como moléculas implicadas en la señalización celular. En 

este sentido los radicales libres se han señalado como 

elementos importantes para comprender tanto el 

rendimiento como algunos de los efectos beneficiosos de la 

práctica de ejercicio físico.  
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3. DISFUNCIÓN DE PGC-1α ASOCIADA AL ENVEJECIMIENTO 

EN EL MÚSCULO ESQUELÉTICO. COMPARACIÓN CON EL 

MODELO DE ANIMALES KO DE PGC-1α. 

PGC-1α, como hemos comentado anteriormente, 

es una molécula crítica para entender el proceso de 

mitocondriogénesis durante el ejercicio. Kang y 

colaboradores (Kang et al., 2009) han mostrado evidencias 

claras de que la activación de PGC-1α en el ejercicio es 

redox sensible. La ausencia de reactividad demostrada por 

PGC-1α en los músculos de animales viejos, nos llevó a 

pensar que la mitocondriogénesis podría estar alterada 

durante el ejercicio en el envejecimiento. Esta es una 

cuestión muy relevante en medicina, particularmente en 

geriatría, ya que uno de los mayores problemas a los que se 

enfrentan los geriatras hoy en día es la prevención de la 

fragilidad. La fragilidad es un síndrome complejo que 

engloba no solo aspectos físicos, sino psicológicos y 

sensitivos. Sin duda, un músculo que no haya perdido la 

capacidad para sintetizar nuevas mitocondrias con plena 

funcionalidad, es una garantía importante para la prevención 

de la fragilidad (Fiatarone et al., 1994). Por tanto, uno de los 

objetivos más importantes de la presente tesis fue el de 

determinar el papel del co-activador PGC-1α en la regulación 

de la mitocondriogénesis en los músculos de los animales 

viejos.  
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La región amino-terminal de PGC-1α interactúa 

con proteínas que contienen actividad histona 

acetiltransferasa (HAT) (Finck & Kelly, 2006). La actividad de 

la HAT de ese complejo remodela las histonas y eso supone 

un aumento del acceso de la maquinaria transcripcional a los 

genes diana (Finck & Kelly, 2006). Por lo tanto, PGC-1α es 

un co-activador transcripcional que traduce muchos 

estímulos fisiológicos a programas metabólicos específicos, 

usualmente por estimulación de la actividad mitocondrial. 

Entre las funciones, conocidas hasta el momento, de PGC-1α

se encuentran: regulación de la termogénesis adaptativa en 

tejido adiposo marrón (Puigserver & Spiegelman, 2003); 

oxidación y gluconeogénesis en el hígado (Herzig et al., 

2000; Yoon et al., 2001; Puigserver & Spiegelman, 2003) y

regulación de los mecanismos de defensa antioxidante en 

neuronas  (Kujoth et al., 2005). En el músculo esquelético 

PGC-1α se ha relacionado con la conversión de fibra rápida a 

lenta (Baar et al., 2002), la biogénesis mitocondrial (Lin et 

al., 2005), así como la captación de glucosa y oxidación de 

ácidos grasos (Liang & Ward, 2006).  

Numerosos estudios han demostrado, en animales 

jóvenes, el efecto de PGC-1α en el músculo y el impacto del 

entrenamiento en su expresión (Baar et al., 2002; Wright et 

al., 2007; Gomez-Cabrera et al., 2008; Leick et al., 2008). 

El músculo esquelético es un tejido plástico que se  adapta al 

uso/desuso. Una actividad física regular es necesaria para 
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mantener la capacidad oxidativa del músculo esquelético 

(Williams et al., 1986). Estudios en modelos de roedores 

indican que un corto tiempo de entrenamiento activa la 

expresión de PGC-1α en músculo esquelético (Baar et al., 

2002; Taylor et al., 2005; Terada et al., 2005). Del mismo 

modo estudios en humanos han evidenciado una marcada 

inducción de PGC-1α en repeticiones agudas de ejercicio o 

en entrenamientos aeróbicos (Pilegaard et al., 2003; Russell

et al., 2003). La importancia de PGC-1α en los programas 

metabólicos se demostró con la generación de ratones KO de 

PGC-1α. Estos ratones presentan una reducida expresión 

basal de muchos genes mitocondriales en hígado, cerebro, 

músculo esquelético y corazón cuando son comparados con 

ratones silvestres (Lin et al., 2004; Arany et al., 2005; 

Leone et al., 2005). Los  KO de PGC-1α son unos animales 

muy sensibles al frío (Handschin & Spiegelman, 2006) y 

muestran una capacidad cardiaca debilitada (Arany et al., 

2005; Leone et al., 2005). Sin embargo varios grupos de 

investigación los han utilizado para estudiar su repuesta 

tanto al ejercicio físico como al entrenamiento (Arany et al., 

2005; Handschin & Spiegelman, 2006; Handschin et al., 

2007; Leick et al., 2008; Geng et al., 2009).

Como podemos comprobar en la figura V.1, la

mitocondrigénesis está considerablemente afectada en los 

animales deficientes en  PGC-1α, así como en los animales 

viejos.  El entrenamiento provoca un aumento en el 

contenido de PGC-1α en el músculo esquelético de los 
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animales silvestres. Ese aumento está en concordancia con 

los resultados encontrados en la literatura, donde un 

entrenamiento aeróbico de corta duración modula la 

activación y expresión de PGC-1α en el músculo esquelético 

de ratas jóvenes. Sin embargo, tal y como era previsible en 

los ratones  KO de PGC-1α, no detectamos niveles de esta 

proteína ni en reposo ni tras 5 semanas de  entrenamiento 

(Ver figura V.1). Cuando pasamos a comparar el efecto del 

entrenamiento en los grupos viejos con los animales KO de 

PGC-1α, vimos que en ambos modelos (ratas viejas 

entrenadas y KO de PGC-1α entrenados) se reproduce el 

patrón, la ausencia de reactividad del co-activador al 

estímulo de la contracción muscular. Eso puede sugerir que 

hay un fallo en la adaptación del músculo esquelético frente 

al ejercicio físico en animales viejos, al igual que ocurre en 

los KO de PGC-1α. 

Figura V.1: Gráficas representativas de la expresión de PGC-1α en animales 

jóvenes y viejos, silvestres y KO de PGC-1α.

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

200

Jóvenes Viejas

Reposo

Entrenadas

P
G

C
-1

 α
E

x
p

re
si

ó
n

 P
ro

te
ic

a 
(%

)

p< 0,01 p< 0,001

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

200

Silvestres KO de PGC-1α

P
G

C
-1
α

E
xp

re
si

ó
n

 P
ro

te
ic

a 
(%

) Reposo

Entrenado

p< 0,05

p< 0,001
p< 0,001



V- Discusión

144

Una sobreexpresión de PGC-1α induce 

morfológicamente un aumento del contenido mitocondrial así 

como la expresión de ARNm de genes nucleares en células 

musculares incluyendo NRF-1 y NRF-2 (Leone et al., 2005). 

NRF-1 fue inicialmente identificado como un activador de la 

expresión de citocromo c (Xia et al., 1997), y en la 

actualidad está bien establecido que NRF-1 desempeña un 

importante papel en el aumento de los niveles de esta 

proteína inducidos por estímulos tales como la 

electroestimulación de miocitos cardiacos (Xia et al., 1997). 

NRF-1 juega un papel integrador entre el núcleo y la 

mitocondria. Sin embargo, los sitios de unión para NRF-1 no 

están generalizados y definidos, por ejemplo, no todos las 

subunidades nucleares que codifican la COX tienen un sitio

de unión para NRF-1 en sus extremos reguladores (Lenka et 

al., 1998).

El entrenamiento supone una respuesta adaptativa 

en el músculo esquelético que incluye una auto-regulación 

de NRF-1 y de su co-activador PGC-1α (Hoppeler & Fluck, 

2003; Baar, 2004). Nuestros resultados muestran (Figura 

V.2) un aumento significativo en la expresión de NRF-1 en el 

grupo de animales jóvenes entrenados, frente a sus 

respectivos controles (grupo reposo). Este fenómeno se 

reproduce y, en similares proporciones, en los ratones 

silvestres entrenados. Sin embargo, no fueron observados 

cambios significativos en los niveles de NRF-1 el grupo de 
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ratas viejas tras entrenamiento, así como en los animales 

KO de PGC-1α entrenados. 

Figura V.2: Gráficas representativas de la expresión de NRF-1 en animales 

jóvenes y viejos, silvestres y KO de PGC-1α.
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Diversos autores han descrito sitios de unión para 

NRF-1 en el promotor  del gen de Tfam (Baar et al., 2003). 

Tfam es una proteína de 25 kDa cuya función está 

relacionada con la regulación del número de copias de ADN 

mitocondrial. En ratones, la ausencia de Tfam ocasiona una 

letalidad embrionaria y diabetes por depleción del ADNmt y 

pérdida de la fosforilación oxidativa (Clayton, 1998; Li et al., 

2000). La expresión de Tfam está coordinada y regulada por 

factores de transcripción, entre los que destacan NRF-1 y 2 

(Virbasius et al., 1993).

La actividad contráctil crónica se sabe que 

aumenta el número de copias del ADNmt (Williams et al., 
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1986). En un estudio de Hood y colaboradores (Hood et al., 

2000), los autores encontraron que la estimulación de los 

músculos flexor digitorium brevis y tibial anterior de ratas 

,durante 14 días, producía un aumento en los niveles del 

ARNm de Tfam (55%) a partir del cuarto día de 

estimulación. Del mismo modo observaron un aumento en la 

importación de Tfam (52%) en mitocondrias 

intermiofibrilares. Del mismo modo se detectó un aumento 

del 49% del complejo de formación del ADNmt y un 65% de 

aumento en los niveles de transcripción mitocondrial.

Nuestros resultados muestran un sorprendente

aumento de la expresión de Tfam en el grupo de animales 

viejos reposo frente al joven reposo. Sin embargo, en 

ninguno de los grupos experimentales utilizados,

encontramos un efecto sobre Tfam, del entrenamiento (Ver 

figura V.3). Estos resultados contrastan con los presentados 

en párrafos anteriores (PGC-1α y NRF-1). Sin embargo este 

aumento en los niveles de Tfam en el músculo de animales 

viejos, en condiciones basales, ha sido demostrado 

previamente por dos grupos de investigación 

independientes, el grupo del profesor Hood (Canadá) y el 

grupo de la profesora Gadaleta (Italia). Gadaleta y 

colaboradores demostraron que la expresión de Tfam 

aumenta, en el músculo esquelético tanto en sujetos viejos 

como en animales viejos, frente a los jóvenes (Lezza et al., 

2001; Pesce et al., 2005) .Del mismo modo David Hood en 
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un estudio reciente (Chabi et al., 2008) encontró un 

incremento en los niveles de factor de transcripción 

mitocondrial A en el músculo de ratas de 36 meses de edad 

cuando se compararon con animales adultos de 6 meses. 

Los paradójicos  aumentos en la expresión de este 

importante factor de transcripción mitocondrial, pueden ser 

indicativos de la existencia de un mecanismo de 

compensación orientado a atenuar la caída en la actividad 

enzimática mitocondrial, así como en el contenido de ADNmt 

que acompañan al proceso de envejecimiento (Hood et al., 

2000; Lezza et al., 2001). Curiosamente, y continuando con 

el paralelismo encontrado al comparar a los animales viejos 

con los KO de PGC-1α, los niveles de Tfam aparecían 

significativamente aumentados en los ratones KO de PGC-1 

cuando los comparamos con los silvestres, en condiciones 

basales. De nuevo en este caso y, como hemos comentado 

anteriormente, no encontramos un aumento significativo de 

los mismos, tras el entrenamiento, en ninguno de los grupos 

experimentales (Ver figura V.3). Eso reafirma la hipótesis 

planteada en  apartados anteriores, la gran similitud entre 

los animales KO de PGC-1α y los viejos. 

El aumento de Tfam en el grupo de animales 

viejos y KO de PGC-1α, nos hace suponer que otras vías de 

señalización, a parte de la regulada por PGC-1α y que 

implica a NRF-1, pueden estar activas en el músculo durante 

el envejecimiento. NRF-1 es el factor de transcripción que 
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presenta una  mayor actividad transcripcional sobre Tfam. 

Sin embargo la importancia tanto de NRF-2 y Sp1 en el 

control de la expresión de Tfam ha sido previamente 

demostrada (Virbasius and Scarpulla 1994).

Figura V.3: Gráficas representativas de la expresión de Tfam en animales 

jóvenes y viejos, silvestres y KO de PGC-1α.
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Durante la actividad contráctil del músculo se 

induce la BM in vivo en un periodo aproximado de siete días. 

La secuencia de acontecimientos se inicia con un aumento 

de los niveles de ARNm para Tfam, seguido por una mayor 

tasa de importación de Tfam dentro de la mitocondria y de 

su unión al material genético mitocondrial. Este fenómeno va 

seguido de un aumento en los niveles del ARNm de la COX y 

de la actividad enzimática de esta enzima (Gordon et al., 
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2001). Tfam también se ha visto que aumenta los niveles de 

citocromo c (Freyssenet et al., 1999).

Desde hace mucho tiempo se señala al citocromo c

como marcador del contenido mitocondrial, de hecho, 

existen varios estudios que establecen una relación entre 

ejercicio y niveles de citocromo c (Holloszy, 1967; Booth, 

1977; Morrison et al., 1987). En 1981 Davies (Davies et al., 

1981) realizó una investigación que corroboró los resultados 

anteriores, la inducción del citocromo c y otros elementos de 

la cadena respiratoria mitocondrial, con el entrenamiento de 

resistencia. En ese mismo año y en otro estudio, Hickson

(Hickson, 1981) señaló al citocromo c como marcador de 

contenido mitocondrial y apuntó a la mitocondria como 

orgánulo limitante para el rendimiento en el entrenamiento.

Como hemos comentado en la introducción de la presente 

tesis, el gen de la proteína citocromo c, presenta una 

secuencia de unión para NRF-1 (Evans & Scarpulla, 1989). 

Existen varios estudios en los que se demuestra que tras la 

inducción de NRF-1 se produce un aumento en la 

transcripción y posterior cantidad proteica de citocromo c

(Xia et al., 1997; Xia et al., 1998), de hecho en estudios en 

los que la secuencia de unión para NRF-1 en el gen de 

citocromo c se encuentra mutado, existe una menor

expresión de citocromo c. Del mismo modo se ha 

comprobado que el citocromo c aumenta en ratones que 

sobreexpresan NRF-1, confirmando la relación que existe 

entre estas dos proteínas (Oscai & Holloszy, 1971). 
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En nuestro estudio encontramos un aumento 

significativo del citocromo c, únicamente en el músculo de

los animales jóvenes, tras el entrenamiento. Estos datos 

concuerdan no sólo con la cascada de señalización de la 

biogénesis mitocondrial descrita anteriormente, sino que 

también coinciden con la bibliografía consultada (Holloszy et 

al., 1970; Hoppeler, 1986; Baar et al., 2002; Baar et al., 

2003; Wright et al., 2007). 

Del mismo modo pudimos verificar que los datos 

de los animales silvestres y KO de PGC-1α también presenta 

las mismas diferencias encontradas en el modelo de jóvenes 

y viejos, un aumento significativo en los niveles de 

citocromo c en los entrenados frente a los reposo, 

únicamente entre los ratones silvestres. Estos datos

concuerdan con los publicados por otros autores (Lin et al., 

2002; Spiegelman & Heinrich, 2004; Leone et al., 2005)

pero constrastan con un estudio muy similar al nuestro

(Leick et al., 2008) en el que se evaluó la expresión de 

citocromo c en ratones silvestres y KO de PGC-1α después 

de entrenarlos siguiendo un protocolo de ejercicio aeróbico. 

Estos autores constataron que, en el músculo cuadríceps, el 

ejercicio produjo un aumento en los niveles de ARNm de 

citocromo c, tanto en los ratones silvestres como en los 

ratones KO de PGC-1α. Sin embargo no determinaron la

cantidad de la proteína, como en nuestro caso. 
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Figura V.4: Gráficas representativas de la expresión de citocromo c en 

animales jóvenes y viejos, silvestres y KO de PGC-1α.
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Como hemos comentado en la introducción de la 

presente tesis, una sobre-expresión de PGC-1α induce

morfológicamente un aumento de los índices de contenido 

mitocondrial así como la expresión de genes nucleares en 

células musculares, incluyendo NRF-1, NRF-2, Tfam, UCP-2 y

subunidades nucleares y mitocondriales que codifican

además del citocromo c, la COX.  Estructuralmente, la 

citocromo c oxidasa, es una proteína integral de membrana

que incluye varios grupos prostéticos metálicos así como 13 

subunidades, en mamíferos. De estas 13, diez están 

codificadas por genes situados en el genoma nuclear y tres 

en el mitocondrial. Durante la actividad contráctil del 

músculo se induce la biogénesis mitocondrial  in vivo en un 

periodo aproximado de siete días. La secuencia de 
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acontecimientos se inicia con un aumento de los niveles de 

ARNm para Tfam, seguido por una mayor tasa de 

importación de Tfam dentro de la mitocondria y de su unión

al material genético mitocondrial. Este fenómeno va seguido 

de un aumento en los niveles de ARNm de la COX, así como 

de su actividad enzimática (Gordon et al., 2001). La

subunidad I de la COX está específicamente codificada por el 

ADN mitocondrial y se ha considerado una proteína 

marcadora de contenido mitocondrial por diversos autores 

(Hood et al., 2003). 

En nuestro estudio encontramos una disminución 

significativa en los niveles de COXI en el grupo de animales 

viejos con respecto a los jóvenes. Estas modificaciones han 

sido recientemente descritas incluso en el músculo 

esquelético de humanos (Crane et al.). Sin embargo no 

encontramos una inducción de la expresión de la citocromo 

oxidasa con el entrenamiento en ninguno de los grupos 

experimentales (animales jóvenes y viejos). Diversos 

autores han descrito incrementos en la actividad de la COX 

tras un periodo de entrenamiento tanto en animales  jóvenes 

como en animales viejos (Betik et al., 2008). En todos los 

casos, sin embargo, emplearon periodos de entrenamiento 

mayores a los utilizados en la presente tesis. Del mismo 

modo pudimos verificar que los resultados obtenidos con los 

animales silvestres y KO de PGC-1α también presenta las 

mismas diferencias encontradas en el modelo de jóvenes y 
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viejos, una disminución significativa en los niveles de COXI 

en el grupo de animales KO. En este caso el entrenamiento 

tampoco indujo un aumento en los niveles de citocromo 

oxidasa, fenómeno que achacamos a la duración del mismo. 

Figura V.5: Gráficas representativas de la expresión de COXI en animales 

jóvenes y viejos, silvestres y KO de PGC-1α.
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Recientemente se ha demostrado que la expresión 

de distintas kinasas relacionas con la señalización celular en 

el proceso de biogénesis mitocondrial tiende a ser más 

elevado en fibras musculares con bajo contenido 

mitocondrial, y que este fenómeno se acentúa en los 

animales y sujetos viejos (Mylabathula et al., 2006; 

Thomson & Gordon, 2006; Ljubicic & Hood, 2009). Nuestros 

resultados concuerdan con estos estudios y muestran un 

paralelismo sorprendente entre los resultados obtenidos en 

los experimentos realizados con animales viejos cuando los 
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comparamos con los animales KO de PGC-1α.  La vía que 

hemos estudiado es la siguiente: PGC1α - NRF1 – Tfam -

COXI/citocromo c. 

4. ENTRENAMIENTO AERÓBICO Y RENDIMIENTO EN 

ANIMALES VIEJOS Y KO DE PGC-1α.

El entrenamiento aeróbico aumenta el volumen de 

mitocondrias subsarcolémicas en una proporción mayor que 

la fracción de mitocondrias intermiofibrilares (Hoppeler, 

1986). Diversos autores señalan como responsables de estas 

diferencias, entre las dos poblaciones mitocondriales, al 

sistema de importación de proteínas (Takahashi & Hood, 

1996) así como a la síntesis y degradación de las mismas

(Hoppeler, 1986). En un estudio clásico de Hoppeler y 

colaboradores (Hoppeler, 1986), sujetos inicialmente 

sedentarios fueron entrenados durante 6 semanas, 5 veces 

por semana, 30 minutos, en bicicleta estática. La densidad 

total de mitocondrias aumentó en un 40% en el músculo 

vasto lateral lo que se relacionó con el aumento en el 

consumo máximo de oxígeno (Davies et al., 1982). Unos 

años antes, Davies y colaboradores (Davies et al., 1981)

realizaron un estudio en el que se sometió a un grupo de 

ratas a un entrenamiento aeróbico de diez semanas y en las 

que se determinó el contenido mitocondrial, la capacidad 

oxidativa del músculo, el consumo máximo de oxígeno y la 

resistencia. Los resultados mostraron una mejora de la 

capacidad oxidativa muscular de un 100% frente a un 14% 
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de mejora en el consumo máximo de oxígeno. Los autores 

concluyeron que diversos factores (sistémicos y/o locales) 

intervienen para prevenir la completa utilización de la 

capacidad oxidativa del músculo y que, por tanto, ésta no 

era el factor limitante para el consumo máximo de oxígeno. 

Aunque el consumo máximo de oxígeno está indirectamente 

relacionado con la resistencia, no se puede considerar un 

predictor de la misma. Esta afirmación explica las sutiles 

mejoras en el consumo máximo de oxígeno asociadas con el 

entrenamiento en el estudio de Davies (Davies et al., 1981)

y que contrastan con las significativas modificaciones del 

contenido mitocondrial del músculo esquelético.  Ese hecho 

justifica, que en nuestro modelo de estudio, utilicemos una

prueba de resistencia (Ver materiales y métodos) para 

demostrar la mejora en el rendimiento de nuestros animales 

tras el periodo de entrenamiento. Como muestra la figura 

V.6, los animales entrenados jóvenes  evidenciaron una 

mejora significativa en el tiempo de carrera en la prueba de 

resistencia, frente al grupo reposo joven. En las ratas viejas, 

también observamos una mejora de las entrenadas frente a 

las reposo. Esta mejora en el tiempo de carrera tras el 

protocolo de entrenamiento indica que el ejercicio físico 

induce adaptaciones en el músculo esquelético, 

preferiblemente, en las mitocondrias, como se ha observado 

en diversos estudios previos (Hepple et al., 2003; Wada et 

al., 2003; Gomez-Cabrera et al., 2008). 
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Figura V.6: Gráficas representativas de la prueba de resistencia en 

animales jóvenes y viejos.
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En el caso de los ratones silvestres y KO de PGC-

1α observamos una mejora en el tiempo de carrera en el 

grupo de los silvestres entrenados antes y después del 

entrenamiento. Pese que el entrenamiento también supuso 

una mejora en el tiempo de resistencia en los animales KO

de PGC-1α el porcentaje de mejora fue significativamente 

menor que el mostrado por los animales silvestres tras el 

entrenamiento.
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Figura V.7: Gráficas representativas de la prueba de resistencia en 

animales silvestres y KO de PGC-1α.
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Otro dato que consideramos importante comentar 

en este apartado es el que hace referencia a los tiempos de 

carrera en la prueba de resistencia que realizaron los 

animales silvestres y KO de PGC-1α antes del periodo de 

entrenamiento. La ausencia del co-activador PGC-1α  no 

parece interferir en el resultado de la prueba de resistencia 

cuando ésta se realiza en animales sedentarios. Sin embargo 

cuando el músculo esquelético es estimulado con el 

entrenamiento, si que observamos una diferencia muy 

significativa entre los animales silvestres y KO de PGC-1α 

(tras el entrenamiento).

Los resultados obtenidos al comparar animales KO 

de PGC-1 y animales viejos muestran que, en cierta medida,

podríamos considerar que los animales viejos se comportan 
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como un KO de PGC-1α, lo que indica que la disfuncionalidad 

de este co-activador podría ser la causa de las alteraciones 

mitocondriales que se producen en el proceso de 

envejecimiento (Ver figura V.8). Del mismo modo hemos 

podido comprobar que el entrenamiento aeróbico de corta 

duración no supone un estímulo suficiente para la activación 

del proceso de biogénesis mitocondrial en el músculo 

esquelético del animal viejo. 

Figura V.8: Esquema del efecto del entrenamiento aeróbico sobre la 

cascada de señalización implicada en el proceso biogénesis mitocondrial en 

el músculo esquelético de animales KO de PGC-1α y animales viejos.
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5. ESTRÉS OXIDATIVO MUSCULAR Y ENVEJECIMIENTO. 

COMPARACIÓN CON EL MODELO DE ANIMALES KO DE PGC-

1α. 

Teniendo en cuenta los dos primeros objetivos de

la presente tesis doctoral, nos planteamos estudiar el efecto 

del entrenamiento sobre la oxidación de proteínas 

musculares, así como la expresión de enzimas antioxidantes,

en los distintos modelos experimentales planteados.  La 

figura V.9 muestra las densitometrías de los westerns 

relativos al estudio de la carbonización de proteínas, tanto 

en los animales KO de PGC-1 como en los jóvenes y viejos.  

La modificación oxidativa de proteínas por ERO ocurre en 

situaciones tanto fisiológicas como patológicas. Como 

consecuencia de dicha modificación, se introducen grupos 

carbonilo en las proteínas por un mecanismo específico. Los 

aminoácidos lisina, prolina y arginina, se oxidan dando lugar 

a grupos carbonilo, de modo que el contenido en carbonilos 

de las proteínas se puede emplear como un indicador de 

daño oxidativo a las mismas (Stadman, 1992). Otros 

aminoácidos como histidina, cisteína y metionina, también 

sufren daño oxidativo, pero no forman derivados de tipo 

carbonilo (Stadman, 1992). El daño oxidativo suele ser 

irreversible y puede conducir a la desnaturalización de la 

proteína (Grant et al., 1993).

Nuestros resultados muestran como el 

envejecimiento supuso un aumento en la oxidación de 
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proteínas musculares. Estos datos refuerzan la relación entre 

el envejecimiento y el aumento del estrés oxidativo que 

estableció, a mitad de siglo XX, Rebeca Gershmann. Esta

investigadora argentina, propuso que el envejecimiento se 

asociaba a alteraciones moleculares debidas a los radicales 

libres. Esa teoría fue elaborada por Denham Harman.  

Harman postuló la Teoría de los Radicales Libres en el 

Envejecimiento en 1956 (Harman, 1956). La contribución de 

Harman fue proponer una teoría coherente y completa sobre 

el envejecimiento basándose en la acción deletérea de los 

radicales libres.  Esta teoría fue posteriormente refinada por 

Jaime Miquel. Miquel propuso que las mitocondrias eran a su 

vez causa de la producción de radicales y diana de las 

acciones deletéreas de los mismos (Miquel et al., 1980). La 

teoría mitocondrial del envejecimiento sustenta el objetivo 3 

de la presente tesis y ha sido objeto de estudio por nuestro 

grupo de investigación desde hace más de dos décadas 

(Vina et al., 1990). Las señales de oxidación proteica que 

encontramos fueron especialmente visibles en proteínas con 

pesos moleculares de 37 y 25 kDa. Esto indica que algunas 

proteínas son más sensibles a la formación de derivados 

carbonilo, bajo nuestras condiciones experimentales, que 

otras. También sugiere que cierta forma de daño oxidativo 

tiene lugar selectivamente, sin embargo la identificación de 

las proteínas oxidadas en músculo requeriría más 

investigación. Este hecho puede tener sus consecuencias 

fisiológicas, si se considera  que el daño oxidativo debe ser 
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el primer paso en la respuesta adaptativa al ejercicio (Davies

et al., 1982; Rajguru et al., 1994). Volviendo a la figura V.9,

observamos que el entrenamiento no incrementó 

significativamente la carbonilación de proteínas  en ninguno 

de los grupos de animales estudiados (jóvenes y viejos). Sin 

embargo, los animales viejos, en condiciones basales, si que 

mostraron niveles de carbonilación superiores a los animales 

jóvenes. La evidencia de que el entrenamiento no aumenta 

el estrés oxidativo se ha consolidado en los últimos tiempos. 

De hecho, nosotros hemos observado que el ejercicio físico 

puede ser considerado un antioxidante, ya que provoca un 

aumento de la expresión de las enzimas antioxidantes 

(Gomez-Cabrera et al., 2008).  En este sentido nuestros 

resultados son coherentes con resultados previos de nuestro 

grupo de investigación en los que demostramos que 

pequeños niveles de radicales libres generados durante el 

entrenamiento, lejos de dañar el músculo esquelético, 

activan cascadas de señalización celular que median algunas 

de las adaptaciones al ejercicio físico (Gomez-Cabrera et al., 

2008; Ji et al., 2009).  El músculo esquelético es uno de los 

tejidos con mayor masa del cuerpo, está formado por células 

postmitóticas por lo que presenta una mayor tendencia  a 

acumular daño oxidativo (Radak et al., 2001). El hecho de 

que el entrenamiento no aumente la vulnerabilidad del 

músculo al daño oxidativo es muy importante ya que las 

proteínas modificadas por estrés oxidativo pierden su 

función fisiológica y presentan una mayor tendencia a la 
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degradación. La acumulación de estas proteínas puede 

condicionar procesos fisiológicos vitales. Radak y 

colaboradores demostraron en 1999 que el entrenamiento 

tiende a aumentar la actividad del proteasoma lo que 

sugiere que la degradación de las proteínas modificadas 

oxidativamente es más efectiva en los músculos de ratas 

entrenadas jóvenes (Radak et al., 1999). Nuestros datos 

muestran esta misma tendencia en los animales jóvenes 

entrenados aunque no llega a alcanzar significatividad 

estadística. 

En relación a los animales KO de PGC-1α, el 

entrenamiento no supuso un aumento de la oxidación de 

proteínas ni en los animales silvestres ni en los modificados 

genéticamente. Sin embargo los animales KO mostraron en 

condiciones basales unos valores de carbonilación de 

proteínas significativamente superiores a los silvestres 

reposo, i.e., el mismo patrón observado para los animales 

viejos. El aumento del estrés oxidativo en los animales 

deficientes en PGC-1α ha sido descrito previamente por 

diversos grupos de investigación. Una de las funciones 

descritas para PGC-1α es la de la estimulación de la defensa 

antioxidante celular (St-Pierre et al., 2006). La regulación 

por parte de PGC-1α de la expresión de enzimas 

antioxidantes (Kukidome et al., 2006) y de las proteínas 

desacoplantes (Valle et al., 2005) se evidencia por el

aumento de las ERO y del daño cerebral en los animales KO 
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de PGC-1α. El entrenamiento, sin embargo, no supuso un 

incremento en los niveles de proteínas carboniladas en los 

animales modificados genéticamente. De nuevo, y en este 

caso, observamos un paralelismo entre los resultados 

obtenidos en el modelo de animales KO y animales viejos. 

Figura V.9 Gráficas representativas de la carbonilación de proteínas 

musculares en animales jóvenes y viejos, silvestres y KO de PGC-1α.
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6. ENTRENAMIENTO AERÓBICO Y EXPRESIÓN DE ENZIMAS 

ANTIOXIDANTES EN ANIMALES VIEJOS Y  KO DE PGC-1α. 

El músculo esquelético es muy heterogéneo y la 

actividad de las enzimas antioxidantes varía de acuerdo con 

el tipo de fibra. Por ejemplo, las fibras musculares oxidativas 

tipo I poseen mayor actividad de todas las enzimas 
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antioxidantes que las fibras musculares tipo IIa y IIb 

(Powers et al., 1994a). El tipo de fibra muscular es un 

importante factor en la determinación del posible efecto del 

entrenamiento en la actividad de las enzimas antioxidantes, 

reflejando el reclutamiento de fibras durante el ejercicio y la 

capacidad antioxidante intrínseca de cada fibra (McArdle et 

al., 2000).

La principales ERO producidas por el músculo 

esquelético, durante la contracción son el radical superóxido

(que se dismuta a peróxido de hidrógeno con mucha 

rapidez) y el óxido nítrico (Leeuwenburgh et al., 1997). 

Las enzimas antioxidantes suponen un sistema 

importante de mantenimiento del estado redox en la célula. 

Diversos autores han demostrado un aumento en su

actividad en respuesta al ejercicio físico crónico en ratas 

jóvenes (Leeuwenburgh et al., 1997; Fulle et al., 2004). 

Algunos estudios han evaluado el efecto del entrenamiento 

aeróbico en ratas viejas y los resultados sugieren que existe 

una incapacidad para regular las expresión de las enzimas 

antioxidantes con el paso de los años (Fulle et al., 2004). Sin 

embargo, otros estudios (Powers et al., 1993) muestran lo 

contrario, un aumento en la actividad de la catalasa en 

músculo esquelético de humanos y roedores con el 

envejecimiento. En este mismo sentido, un entrenamiento 

intenso de natación se ha demostrado que induce la SOD en 

miocardio y diafragma de ratas (Powers et al., 1994b; 

Lambertucci et al., 2007). En el estudio de Lambertucci y 
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cols. (Lambertucci et al., 2007), los autores entrenaron 

grupos de ratas de 2 y 21 meses de edad durante 12 

semanas. Analizando el músculo sóleo de estos animales,

tras el protocolo de entrenamiento, encontraron que la 

actividad de la enzima Mn-SOD fue entre 3 y 4 veces mayor 

en los músculos de ratas viejas controles frente a las 

jóvenes controles. En los grupos jóvenes observaron un 

incremento de 2 a 3 veces en la actividad de la Mn-SOD al 

comparar los grupos entrenados y reposo. Sin embargo 

cuando compararon los grupos viejos, entrenados y reposo, 

no observaron cambios en la actividad enzimática de la Mn-

SOD. 

Otro reciente estudio que evaluó la respuesta de la 

Mn-SOD al entrenamiento ha sido el del grupo de Gonzalez-

Gallego (Garcia-Lopez et al., 2007). En su modelo de 

estudio, ellos analizaron el efecto de la expresión de enzimas 

antioxidantes en células sanguíneas mononucleadas 

periféricas en dos modelos: sujetos sometidos a un 

entrenamiento aeróbico y sujetos sometidos a 

entrenamiento de fuerza. Tras 21 días de entrenamiento se 

analizaron tanto la actividad enzimática como los niveles de 

ARNm de las enzimas antioxidantes. Sus resultados 

muestran un aumento en los niveles de ARNm en los dos 

grupos tras el entrenamiento, mientras que la actividad 

enzimática de la Mn-SOD no presentó cambios en ninguno 

de los grupos. El tiempo de entrenamiento fue suficiente 

para estimular los niveles de ARNm, sin embargo 
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alteraciones en su estabilidad y en la eficiencia de la 

translación del ARNm, explicarían la inefectividad en el 

aumento de la expresión de la Mn-SOD.

En nuestros resultados no encontramos cambios 

en la expresión de la enzima Mn-SOD en los grupos jóvenes 

y viejos, entrenados y reposo. Sin embargo, en la expresión 

de la catalasa encontramos un aumento significativo con la 

edad y ningún efecto del entrenamiento, como en otros 

trabajos citados previamente.

Figura V.10: Gráficas representativas de la expresión de Mn-SOD y catalasa 

en animales jóvenes y viejos.
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Las divergencias de resultados observadas en la 

literatura son debidas al tipo de animal, la edad y/o el 

músculo esquelético utilizado para los experimentos. Existen 

numerosos estudios que han demostrado que la actividad de 

la Mn-SOD y el contenido de la proteína están aumentados 
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con el entrenamiento aeróbico en el músculo esquelético, 

mientras los niveles de ARNm no se ven afectados (Oh-ishi

et al., 1997; Hollander et al., 1999). Por su parte el 

aumento de la expresión de la catalasa con la edad, puede 

ser entendida como un intento en equilibrar el estado redox 

que se sabe se altera con el envejecimiento.

Estudios previos, ya mencionados en este 

apartado de la tesis,  han demostrado que PGC-1α juega un 

importante papel en el mantenimiento del estado redox 

intracelular debido a su regulación en la expresión de 

enzimas tales como la SOD y las proteínas desacoplantes 

(St-Pierre et al., 2006). Los datos de St. Pierre y 

colaboradores también indican que el H2O2 es un estímulo 

directo para el aumento de la expresión de PGC-1α. Además, 

se sabe que durante el ejercicio (sobre todo el que se realiza 

hasta el agotamiento) se produce  un aumento en la 

producción de radicales libres en el músculo esquelético 

(Reid & Durham, 2002; Hellsten et al., 2007), mientras que 

el entrenamiento es capaz de aumentar la defensa 

antioxidante muscular (Ji, 2002). 

Nuestros resultados muestran una diferencia 

significativa en el contenido en músculo esquelético de la 

proteína Mn-SOD en los animales silvestres cuando se

comparan con los KO de PGC-1α. No observamos, sin 

embargo, ningún efecto en relación al entrenamiento. Con 

relación a la expresión de la catalasa, observamos un 

aumento significativo en los ratones silvestres entrenados 
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frente a los reposo y un aumento significativo entre los KO 

de PGC-1α reposo frente a los silvestres reposo.

Figura V.11: Gráficas representativas de la expresión de Mn-SOD y catalasa 

en animales silvestres y deficientes en PGC-1α. 
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En un estudio publicado recientemente (Leick et 

al., 2008), los autores entrenaron ratones silvestres y KO de 

PGC-1α durante 5 semanas. Al evaluar la expresión del 

ARNm de la Mn-SOD, en el músculo cuádriceps de estos 

animales, encontraran un aumento significativo del ARNm en 

los entrenados frente a sus respectivos reposo, tanto en los 

animales silvestres como en los KO. Sin embargo estos 

autores no determinaron los niveles de la proteína en su 

estudio.  Nuestros resultados muestran, sin embargo, una 

diferencia significativa, en cuanto a los niveles de la enzima 

Mn-SOD, entre los animales silvestres y KO de PGC-1α y 

ningún efecto del entrenamiento. Nuestra principal 
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conclusión en relación a los resultados obtenidos, es que 

PGC-1α es un co-activador clave para el mantenimiento de 

la defensa antioxidante en el músculo esquelético. Del 

mismo modo concluimos que un entrenamiento de 5 

semanas, aunque es suficiente para aumentar la expresión 

del ARNm de la Mn-SOD, es insuficiente para  inducir un 

aumento en la expresión de la proteína.

7. FUENTES DE RADICALES LIBRES EN EL MÚSCULO 

ESQUELÉTICO DE LOS ANIMALES JÓVENES Y VIEJOS 

DURANTE EL ENTRENAMIENTO FÍSICO. 

La enzima xantina óxidoreductasa es una 

enzima descrita originalmente como una aldehído oxidasa en 

1902 (Zimmerman et al., 1988).  La xantina óxidoreductasa 

es sintetizada como xantina deshidrogenasa (XDH) y se 

mantiene mayoritariamente como tal en la célula, pero 

puede convertirse rápidamente en la forma oxidasa (XO) 

mediante  oxidación de los residuos sulfhidrilo o mediante 

proteolisis. En tejidos sanos, entre un 10 y un 30% de la 

actividad total de la enzima procede de la forma oxidasa 

(Chambers et al., 1985), pero en determinadas 

circunstancias se puede producir una conversión de la forma 

deshidrogenasa a la oxidasa.  La XO utiliza hipoxantina y 

oxígeno (como aceptor de electrones), para dar lugar a 

xantina (eventualmente ácido úrico)  y  a radical superóxido;

mientras que la XDH, que es la forma predominante en 
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condiciones fisiológicas, utiliza xantina y NAD+ (como aceptor 

de electrones) (Zimmerman et al., 1988).  Su actividad en 

plasma ha sido estudiada durante años por nuestro grupo de 

investigación.  Se sabe que cuando la enzima es liberada al 

plasma, se convierte inmediatamente en XO (Tan et al., 

1993).  Por lo tanto, tanto la liberación de la enzima a la 

circulación como la subsiguiente unión a las células 

promueven la producción de ERO. La unión de la enzima a la 

superficie celular está respaldada por la demostración de las 

consecuencias de su actividad en tejidos que originalmente 

presentan poca actividad XOR, de forma que tras aumentar 

la liberación de esta enzima en  otros órganos, aquellos 

presentan un incremento de daño producido por la XOR 

transportada a través de la sangre  (Terada et al., 1991; 

Terada et al., 1992), y además son protegidos por 

inhibidores de la XOR (Grum et al., 1986). Así pues, la XOR 

liberada desde órganos isquémicos es capaz de producir 

efectos en órganos a distancia, como el pulmón (Weinbroum

et al., 1995).  

Resultados publicados por nuestro grupo de 

investigación, en diversos modelos experimentales, 

demuestran un incremento en la actividad xantina oxidasa 

en plasma en animales sometidos a un protocolo de ejercicio 

físico agotador. Dicho aumento se previene completamente 

cuando tratamos a los animales con alopurinol (Radak et al., 

1995; Vina et al., 2000; Gomez-Cabrera et al., 2005). Varios 
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grupos de investigación, a parte del nuestro, han descrito 

este aumento en la actividad  XO en plasma tras el ejercicio  

(Radak et al., 1995).  Parece claro que este incremento en la 

actividad de la enzima es un reflejo del daño a las células 

endoteliales. Radak y colaboradores (Radak et al., 1995)

consideran el endotelio vascular no solo una fuente de 

radicales libres, durante el ejercicio físico intenso, sino uno 

de los tejidos diana más sensible a los mismos. Se ha 

relacionado un aumento en la producción de radical 

superóxido en el lecho vascular con el aumento de la 

actividad xantina oxidasa durante el ejercicio (Hopson et al., 

1995). La enzima interactúa con glicosaminglicanos  en la 

superficie de las células endoteliales (White & Heckler, 

1990). Adachi y cols. (1993) (Adachi et al., 1993)

demostraron que la XO se une electrostáticamente a los 

glicosaminglicanos en la superficie de células endoteliales en 

cultivo, y que esta unión puede ser revertida por el 

tratamiento con heparina. Por otra parte también hemos 

visto que la inhibición de la XO con alopurinol previene el 

daño muscular asociado a la práctica de ejercicio físico 

agotador tanto en animales (Gomez-Cabrera et al., 2003)

como en humanos (Gomez-Cabrera et al., 2003). Estudios 

más recientes se han centrado en el papel de las ERO 

derivadas de la XO y su importancia en los procesos de 

señalización celular y las adaptaciones al ejercicio físico (Ji et 

al., 2004; Gomez-Cabrera et al., 2005). 
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En la presente tesis doctoral nos planteamos 

determinar el papel de la xantina oxidasa en la generación 

de radicales en un modelo de entrenamiento aeróbico tanto 

en animales jóvenes como viejos. Con este propósito 

determinamos la actividad XO en plasma de nuestros 

animales y observamos un aumento significativo en los dos 

grupos de edad, asociados al entrenamiento, mientras que 

no hallamos diferencias significativas entre los animales 

jóvenes y viejos en los grupos reposo. En un trabajo 

publicado en el año 2007 por nuestro grupo de investigación 

(Aranda et al., 2007) si que se observó una tendencia al 

incremento en la actividad de esta enzima en el plasma de 

animales viejos, sin embargo nuestros resultados no 

confirman este hallazgo. En un trabajo previo, los autores 

encontraron un aumento de la actividad XO, así como de su 

expresión, en animales viejos reposo, pero en este caso en  

anillos aórticos (Newaz et al., 2006). La distinta edad de los 

animales podrían explicar las diferencias encontradas. 

La producción de ERO derivadas de fuentes 

intracelulares durante el ejercicio ha sido ampliamente 

descrita (Pattwell et al., 2004), sin embargo nuestros datos 

muestran el posible papel de la XO situada en el endotelio 

vascular como generadora de radicales libres durante el 

proceso de entrenamiento, como vemos en la figura IV.5 de 

nuestros resultados. La contracción muscular puede 

aumentar las fuerzas de cizallamiento a las que se somete el 
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lecho vascular muscular y es posible que este estímulo 

induzca un aumento de la liberación de xantina oxidasa al 

plasma así como de la producción de radical superóxido por 

esta vía (Stofan et al., 2000). En un trabajo publicado en 

1996 los autores demostraron un aumento significativo en la 

actividad XO en animales jóvenes y viejos sometidos a un 

entrenamiento de natación (Oh-ishi et al., 1996). Sin 

embargo, en este caso, las determinaciones fueron 

realizadas en el músculo diafragma  y la especie estudiada 

fueron ratones. 

Se han descrito múltiples fuentes de radicales 

libres en el ejercicio físico.  Aunque la XO sea una fuente que 

no contribuye a la producción de ERO en cualquier 

circunstancia, el significativo incremento en su actividad tras 

el entrenamiento muestra que esta vía puede ser relevante 

para su producción no sólo tras un protocolo de ejercicio 

agotador sino también durante el entrenamiento físico (Ji et 

al., 2009).
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8- ESTUDIO DEL EFECTO DEL ENTRENAMIENTO SOBRE LA 

MIOGÉNESIS EN EL MÚSCULO SÓLEO Y GASTROCNEMIO DE 

RATAS JÓVENES Y VIEJAS SOMETIDAS A UN PROTOCOLO DE 

ENTRENAMIENTO AERÓBICO DE 3 SEMANAS.

MioD y Miogenina son dos miembros de la familia 

de  factores reguladores de la miogénesis (FRM). Se sabe 

que ambos, tanto MioD como Miogenina, son importantes 

para el desarrollo del músculo en el período embrionario y 

neonatal (Edmondson & Olson, 1993). Más recientemente, 

se ha demostrado su función reguladora en el proceso de 

plasticidad, adaptación y generación de células en músculo 

maduros (Buonanno et al., 1998; Sabourin & Rudnicki, 

2000). MioD y Miogenina están expresadas, a niveles 

relativamente altos, durante el primer mes después del 

nacimiento y son detectables en músculo esquelético de 

animales adultos (Duclert et al., 1991; Eftimie et al., 1991; 

Witzemann & Sakmann, 1991; Musaro et al., 1995).

Algunas de las alteraciones en el músculo 

relacionadas con el envejecimiento se desconocen y 

representan un evento complejo que puede desembocar en 

una alteración de la homeostasis tanto a nivel molecular 

como celular. La ausencia de una innervación apropiada en 

algunas fibras musculares y la activación de las células 

satélite constituyen parte de los cambios que se producen 

con el envejecimiento (Larsson, 1982; Carlson, 1995; 
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Faulkner et al., 1995). Sin embargo, se desconoce si la 

denervación y/o activación de células satélites son estímulos 

capaces de alterar la expresión de MioD y Miogenina en el 

músculo del animal viejo. 

Los grupos de Musaro (Musaro et al., 1995) y 

Kostrominova (Kostrominova et al., 2000) han demostrado 

el acúmulo de miogenina en los núcleos de las células 

musculares en animales viejos. Tres años después (Dedkov

et al., 2003), se analizó la expresión de MioD y Miogenina en 

el músculo esquelético de animales seniles y su relación con 

la pérdida de fuerza muscular. Estos autores constataran un 

aumento en la expresión de miogenina en el músculo 

gastrocnemio de ratas con el paso de los años. Sin embargo, 

la expresión de MioD, no mostró diferencias significativas 

con la edad.

En nuestro estudio en el músculo sóleo, como 

podemos observar en las figura V.12, encontramos un 

aumento en la expresión de MioD en los jóvenes reposo 

frente a los viejos reposo y entre los jóvenes entrenados 

frente a los viejos entrenados. Sin embargo, no encontramos 

ningún cambio significativo en la expresión de miogenina. 
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Figura V.12: Gráficas representativas de la expresión de MioD y miogenina 

en el músculo sóleo de animales jóvenes y viejos.
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Tras una exhaustiva búsqueda bibliográfica no 

hemos encontrado ningún trabajo publicado en el que se 

relacione el entrenamiento de animales o sujetos jóvenes y 

viejos con la expresión de MioD y miogenina. De nuestros 

resultados deducimos que los animales jóvenes poseen una 

mejor plasticidad y capacidad de activación de células 

satélites debido a un aumento en la expresión de MioD. Sin 

embargo, no observamos ninguna diferencia, en este factor 

miogénico en relación con el entrenamiento, en ninguno de 

los grupos estudiados. Esto nos lleva a pensar que el tiempo 

de entrenamiento fue corto para constatar alteraciones en la 

expresión de ambos factores reguladores de la miogénesis.

En el músculo gastrocnemio, observamos 

resultados contrarios a los obtenidos en sóleo. Encontramos 

un aumento significativo en la expresión de Miogenina en los 
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viejos reposo frente a los jóvenes reposo y un aumento 

significativo en los viejos entrenados frente a los jóvenes 

entrenados.

Figura V.13: Gráficas representativas de la expresión de MioD y miogenina 

en el músculo gastrocnemio de animales jóvenes y viejos.
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        Al igual que en el caso de MioD, existen muy 

pocos trabajos en los que se  hayan estudiado los niveles 

proteicos de la miogenina en el músculo esquelético 

(Kostrominova et al., 2000; Alway et al., 2002; Dedkov et 

al., 2003). La expresión de este gen, sin embargo, si que se 

ha determinado tanto en ratas como ratones analizando las 

modificaciones en el ARNm (Musaro et al., 1995) (Dedkov et 

al., 2001) (Lowe et al., 1998). En el estudio de Dedkov y 

colaboradores (Dedkov et al., 2003), se demostró que la 

expresión de la miogenina en el músculo gastrocnemio de 

ratas aumenta con la edad, lo que coincide con nuestros 

resultados. Consideramos, por tanto, que el aumento en la 
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expresión de miogenina en el grupo de los animales viejos 

frente a los jóvenes, es un efecto compensatorio de edad, 

una manera de minimizar las pérdidas de las células 

musculares asociadas al envejecimiento. Del mismo modo 

concluimos que un entrenamiento de 3 semanas es 

insuficiente para producir cambios tanto en el músculo sóleo 

como en el gastrocnemio. 
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A la luz de los resultados obtenidos, podemos extraer las 

conclusiones que se enumeran a continuación: 

  

1- En referencia a la mitocondriogénesis, los animales 

viejos se comportan como los animales deficientes en 

PGC-1α. La cascada de señalización que se activa 

durante la mitocondriogénesis, PGC1α 

→NRF1→Tfam→ COXI/citocromo c, se encuentra 

significativamente alterada, tanto en los músculos de 

animales viejos, como en los de animales deficientes 

en  PGC-1α. La disfuncionalidad de PGC-1α  podría ser 

la causa de las alteraciones mitocondriales que se 

producen en el proceso de envejecimiento. 

2- El entrenamiento aeróbico no supone un estímulo 

suficiente para la activación del proceso de biogénesis 

mitocondrial en el músculo esquelético de los 

animales viejos ó deficientes en PGC-1α. 

3- La carbonilación de proteínas de bajo peso molecular,  

se encuentra significativamente incrementada  en el 

músculo esquelético, tanto de los animales viejos 

como en el de los animales deficientes en PGC-1α. El 

entrenamiento aeróbico, aunque induce un aumento 

en la actividad de la enzima xantina oxidasa, sin 

embargo, no supone un incremento de los niveles de 
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oxidación proteica en ninguno de los grupos 

experimentales.   

4-  La expresión de la enzima antioxidante catalasa se 

encuentra significativamente incrementada en los 

músculos de los animales viejos y deficientes en PGC-

1α lo que puede reflejar un mecanismo de adaptación 

al aumento del estrés oxidativo demostrado en ambos 

modelos. El entrenamiento aeróbico únicamente 

induce un incremento en los niveles de catalasa en los 

animales silvestres. 

5- El envejecimiento supone una alteración en la 

expresión de los factores miogénicos: miogenina y 

mioD. Mientras que los niveles musculares de 

miogenina se encuentran aumentados en los animales 

viejos, los de mioD  están significativamente 

disminuidos. Este fenómeno es fibro-específico y no 

se ve afectado por el entrenamiento aeróbico.  

6- El entrenamiento aeróbico resulta insuficiente para 

prevenir la disfunción mitocondrial asociada al 

proceso de envejecimiento muscular. 
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