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Determinación del Papel de las especies reactivas de oxígeno y de nitrógeno 
sobre la translocación del GLUT4 en un modelo de nado forzado en ratas 

Wistar 
 

 
Introducción  
 
El GLUT4 es un transportador de glucosa 
expresado en el músculo esquelético y en 
adipocitos (Duehlmeier et al., 2007), éste juega 
un papel muy importante en la homeostasis de la 
glucosa en estos tejidos. A su vez se ha 
encontrado que tiene un papel muy importante en 
el desarrollo de la diabetes tipo 2(Aoi et al., 2013).  
Una de las características del GLUT 4 es que 
este transportador se encuentra internalizado en 
vesículas intracelulares y es movilizado a la 
membrana debido a diversos estímulos, este 
proceso se conoce como translocación. Entre los 
estímulos que generan la translocación del 
GLUT4 se encuentran la insulina (Karlsson, 2006) 
y la actividad física (Terada et al., 2001). 
Sin embargo, tanto la actividad física como la 
diabetes tipo 2 tienen en común un aumento en la 
producción de especies reactivas de oxigeno 
(Furukawa et al., 2004; Radak et al, 2013), por  lo 
cual es necesario conocer el papel que juegan las 
especies reactivas sobre el proceso de la 
translocación del GLUT4.  
La anterior problemática es abordada en el 
presente trabajo de tesis  mediante un protocolo 
de nado forzado como modelo de ejercicio. Y 
para evaluar el papel de las especies reactivas se 
administró N-acetilcisteína (NAC) que es un 
atrapador de especies reactivas de oxígeno 
(ROS) y L -NAME que es un inhibidor de la 
sintasa del óxido nítrico para evaluar el papel de 
las especies reactivas de nitrógeno.  
 
Metodología  
 
Protocolo de Nado 

El protocolo de nado se divide en 3 fases, la 
primera es una fase de selección que tiene una 
duración de 4 días en los cuales se somete al 
animal a la situación experimental con el objetivo 
de aclimatarlo y seleccionar a los animales con 
mayor actividad; una vez seleccionados los 
animales son asignados a sus respectivos 
tratamientos: NAC 150 mg/kg en ambas 
condiciones, actividad física y control sedentario o 
L-NAME 10 mg/kg de la misma forma. La 
segunda fase consta de 5 días en los cuales el 
animal descansa con el objetivo de eliminar 
cualquier adaptación surgida por la fase de 
selección, en  la tercera y última etapa  los 
animales seleccionados nadan durante 2 días, 5 
rondas de 17 minutos de nado y 3 minutos de 

descanso cargando una pesa del 5% de su peso 
corporal.  

Western Blot  

Al terminar la última ronda de nado los animales 
son sacrificados y los músculos epitrochlearis y 
EDL son disecados y congelados en nitrógeno 
líquido, posteriormente mediante varios pasos de 
centrifugación, según lo reportado en (Ebersbach-
Silva et al., 2013), la fracción de membrana 
plasmática y microsomal  son aisladas y 
cuantificadas mediante el método de Bradford, 
posteriormente 20 μg de proteína son cargados 
en geles de acrilamida al 14% en el caso de 
caveolina y GLUT4, una vez terminada la 
separación son transferidas a una membrana de 
nitrocelulosa y bloqueadas con leche al 4.5% en 
PBS por una hora, al finalizar el bloqueo se 
incuban con el anticuerpo primario 
correspondiente durante toda la noche y 
posteriormente con el anticuerpo secundario por 
una hora y las bandas son visualizadas por medio 
de película expuesta a las señales luminiscentes 
de las membranas.   

Microscopia de Fluorescencia   

Al término de la última ronda de nado los 
animales son sacrificados y los músculos 
interossei y FDB son disecados e incubados en 
una solución de colagenasa 3 mg/mL por 45 min, 
posteriormente los músculos son disociados 
mecánicamente y cargados con el indicador M-
H2DCFDA por 30 minutos en el caso de 
producción de especies reactivas o con Fluo – 
3AM por 60 minutos en el caso de los transientes 
de calcio. Esta señal de Fluo-3 puede ser 
convertida a calcio libe intracelular según lo 
reportado por Caputo et al., 1999. 
 
Resultados  
 
Mediante Western Blot de la fracción de 
membrana plasmática, se encontró que se 
generaba un aumento en el contenido de GLUT4 
debido a la actividad física, mientras que el 
tratamiento con NAC generaba una reversión en 
el aumento de GLUT4, este efecto no fue 
observado en los tratamientos con L-NAME. Una 
forma de observar si este aumento es debido a un 
aumento en la translocación del GLUT4 o a un 
aumento en la expresión, es evaluar el contenido 
de GLUT4 mediante Western Blot en la fracción 
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microsomal, que contiene los reservorios de 
GLUT4, donde se encontró que la actividad física 
genera una disminución del contenido de GLUT4 
en la fracción microsomal, mientras que con el 
tratamiento con NAC no se observaba. Lo mismo 
con L-NAME no se observaron cambios 
asociados con la translocación por lo que se 
sugiere un aumento en la expresión.  
En cuanto a la generación de ROS, se encontró a 
nivel de citoplasma que la actividad física genera 
un aumento su  producción, mientras que los 
tratamientos, tanto NAC como L-NAME generan 
una disminución en la producción de especies 
reactivas de oxígeno asociadas a la actividad 
física. Con respecto a la señal de Fluo-3, se 
encontró que la actividad física generó una 
disminución en la anchura media (que es el 
tiempo entre dos puntos de fluorescencia que 
tienen una magnitud igual a la mitad de la 
amplitud de la señal en su fase de acenso y 
descenso) y este efecto no se producía con el 
tratamiento con NAC, mientras que el tratamiento 
con L-NAME evitaba la disminución de la anchura 
media pero en menor medida. El análisis del 
calcio libre intracelular arrojó resultados 
congruentes en relación  con lo observado con la 
anchura media. La actividad física generó un 
aumento en la velocidad de caída (que se 
obtienen al ajustar una exponencial simple desde 
el punto máximo del registro de calcio libre 
intracelular) y  el tratamiento con NAC evitó este 
efecto. En lo relativo al tratamiento con L-NAME 
se obtuvieron resultados similares pero de menor 
magnitud.  
 
Discusión  
 
El presente trabajo parte de las observaciones 
realizadas por (Pinheiro et al., 2010) ¿????en 
ese trabajo se observó en cultivos celulares 
incubados con NAC que se genera una 
disminución en la expresión del GLUT4. Sin 
embargo en ese trabajo no se estudió el efecto 
en la translocación del GLUT4 y así como 
tampoco  el papel de las especies reactivas. 
Además, no existen trabajos previos empleando 
el modelo animal completo relacionado con el 
GLUT4 y su regulación por las ROS. Mediante 
Western Blot encontramos que la actividad física 
genera una relocalización de las vesículas de 
GLUT4 y el tratamiento con NAC inhibe este 
efecto. Mientras que el tratamiento con L-NAME 
sugiere un aumento en la expresión del GLUT4.  

El efecto observado del NAC sobre la 
translocación del GLUT4 sugiere que las 
especies reactivas de oxígeno tienen un efecto 
benéfico en la fisiología del musculo esquelético 
bajo mis condiciones experimentales.  

En cuanto a  la producción de especies reactivas 
de oxigeno se encontró que se producen de 
forma exacerbada por ambos tratamientos (NAC, 
L-NAME) en nuestras mediciones 
experimentales. Tomando como base  lo 
observado por Medved et al. (2004) donde 
encuentran un aumento en el contenido de NAC 
en plasma, el aumento en la producción de 
especies reactivas de oxígeno a nivel de 
citoplasma que observamos, podría deberse a un 
aumento en el aumento en el estado reducido 
extracelular desplazando el equilibrio de Gibbs-
Donnan. Aunque este efecto compensatorio sería 
de esperarse en el tratamiento con NAC debido a 
su capacidad antioxidante, la falta de aumento 
en la producción de especies reactivas de 
oxígeno debido a la actividad física en el 
tratamiento con L-NAME sugiere que hay un 
desacople en la síntesis de óxido nítrico 
(Alderton et al., 2001) y este desacople es una 
de las fuentes de especies reactivas de oxígeno.  

A nivel funcional, el tratamiento con NAC anula la 
elevación en la velocidad de caída del calcio 
intracelular producido por la actividad física, 
además de disminuir la amplitud de la señal de 
calcio intracelular. Al tenerse una elevación 
menor en los niveles de calcio intracelular, es 
posible que se tenga un retraso en la activación 
de los diversos amortiguadores y bombas 
encargadas en la fase de descenso de los 
registros transitorios de calcio intracelular. 
Finalmente, el tratamiento con  L-NAME origina 
un ligero incremento en la velocidad de caída del 
calcio intracelular durante potenciales de acción y 
este valor no se ve afectado por la actividad 
física.  

 
Conclusiones  
 

• La actividad física promueve un aumento 
en la translocación del GLUT4 y éste es 
dependiente de las especies reactivas de 
oxígeno 

• El tratamiento con L-NAME genera un 
aumento en la expresión del GLUT4 
sugiriendo un control en la expresión 
mediada por las especies reactivas de 
nitrógeno. 

• La producción de especies reactivas de 
oxígeno asociadas a la actividad física da 
lugar a que los transitorios de calcio sean 
más breves y un aumento a la velocidad 
de caída asociada a potenciales de 
acción.
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Role of nitrogen and oxygen reactive species in GLUT4 translocation based in forced 

swimming model in Wistar rats 

 

 
Introduction  
 
Glucose homeostasis is regulated by GLUT4 both 
in  skeletal muscle and adipocytes (Duehlmeier et 
al., 2007). This glucose carrier  plays a key role in 
the development of type2 diabetes (Aoi, et al., 
2013).  The process by which GLUT4 is re-located 
to the plasma membrane by different stimuli is 
known as translocation. Some of these stimuli are 
insulin (Karlsson et al., 2005) and physical 
exercise (Terada et al., 2001).  
However, it has been reported that an increase in 
the generation of reactive species occurs in 
response to physical exercise and also as a 
precursor of type 2 diabetes (Furukawa et al., 
2004; Radak, et al., 2013). Although these reports 
are contradictory, it is of great importance to know 
the role of reactive species in the translocation of 
the GLUT4 carrier.  
This controversy is addressed in this thesis work 
using a swimming protocol to evaluate the role of 
reactive oxygen species (ROS) N-acetyl cisteine 
(NAC, a ROS scavenger) was administrated. In 
order  to evaluate the role of reactive nitrogen 
species, L-NAME (a nitric oxide synthase 
inhibitor) was administrated.  
 
Methodology  
 
Swimming Protocol. 
Following the recommendations of the American 
Physiological Association, a 3 phase swimming 
protocol was established. The first phase had the 
intention to familiarize the animal with 
experimental conditions, and to select the most 
active animals. In order to eliminate any 
adaptation in the animal as a result of phase one, 
a five day rest iwas allowed to all animals, that 
completes phase two. At the end of the second 
phase, the swimming protocol is initiated. This 
protocol consists of 17 min of continuous 
swimming with a 5% load attached to their tail and 
3 min rest which  constitutes a swimming bout, 
and the protocol is completed after 5  swimming 
bouts. The swimming protocol is repeated twice 
with an interval of 24 h. 
 
Western Blot. 
After the last swimming bout, the animals were 
sacrificed by a lethal dose of penthobarbital.  
Epitrochlearis and EDL muscles from these 
animals were dissected and frozen in liquid 
nitrogen. Plasma and microsomal fractions from 
these muscles were isolated as reported by 
Ebersbach-Silva et al.,(2013) and total protein 

content was determined by Bradford method. 
SDS-PAGE was performed in 14% acrylamide 
gels loaded with 20 mg of protein, and the protein 
content was transferred to a nitrocelluloce 
membrane and blocked with 4.5% non fat dry 
milk. Once the membranes were blocked, 
incubation with primary antibody was performed 
over night and secondary antibody incubation was 
performed for an hour. Chemiluminiscence signal 
was detected using a light sensitive film.  
 
Fluorescence Microscopy. 
After the last swimming bout, the animals were 
sacrificed by a lethal dose of penthobarbital, and 
the interossei and FDB muscles were dissected 
and  incubated in a 3 mg/mL solution of type 2 
collagenase  for 45 min. Once the incubation time 
was completed, the muscles were mechanically 
dissociated in order to isolate skeletal muscle 
fibers. These fibers were incubated with M-
H2DCFDA to record ROS production, or with 
Fluo-3AM for measuring calcium transients. 
Intracellular free calcium was calculated by a 
mathematical modeling approach as reported by  
Caputo et al., (1999) 
 
Results  
 
Western blot analysis showed that physical 
exercise increased the abundance of the GLUT4 
carrier in the  plasma membrane, and treatment 
with NAC prevented this effect. However, the 
treatment with L-NAME did not reverse this effect. 
In order to confirm that the change in abundance 
of GLUT-4 in plasma membrane is not due a 
change in its expression, the abundance of 
GLUT4 carrier was evaluated in the microsomal 
fraction which is a reservoir of intracellular 
GLUT4. Western blot analysis of the microsomal 
fraction showed that physical exercise generated 
a decrease in GLUT4 content suggesting a re- 
localization of the carrier. Moreover, the treatment 
with NAC was in agreement with the results 
obtained from plasma membrane fractions that 
showed an increase in the GLUT4 abundance. 
However, L-NAME treatment showed an increase 
in the expression of the GLUT4 carrier both in 
plasma membrane and microsomal fractions.  
With regard to ROS cytosolic production, we 
observed that physical exercise generated an 
increase in ROS production in comparison to 
sedentary conditions. However, both treatments 
(NAC and L-NAME) inhibited physical exercise 
induced ROS production.  
 
With respect to Fluo-3 signal, physical excercise 
generated a decrease in the half width (measured 
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as the time between two points with half of the 
Fluo-3 peak signal amplitude in the ascending and 
descending phase), while NAC treatment 
increased half width values. L-NAME treatment 
showed similar results but with lesser magnitude. 
Kinetic properties of intracellular free calcium 
(measured by fitting a single  exponential decay of 
free calcium recordings)  showed results that 
agree with half width measurements. Physical 
exercise generated an increase in the decay rate, 
that was prevented by NAC treatment. L-NAME 
treatment produced similar results but of lesser 
magnitude.  
 
 
Discussion  
The present work addressed observations made 
by Pinheiro et al., (2010) in which they found that 
NAC treatment in cell cultures of skeletal muscle  
decreased GLUT4 expression, nevertheless the 
role of ROS in GLUT4 translocation was not 
reported. My Western blot results demonstrated 
that re-localization of the glucose carrier under 
physical exercise was  ROS dependent as NAC 
reversed this effect. L-NAME treatment showed 
that expression of GLUT4 was mediated by NO.  
The ROS dependent translocation mechanism 
under these experimental conditions suggests a 
beneficial role in the skeletal muscle physiology.  
Both treatments (NAC, L-NAME) generated an 
increase in ROS production under these 
experimental conditions. This could be a 
compensatory mechanism as a result of an 
increased extracellular reduced state or an 
increased plasma NAC levels as reported by 

Medved et al., (2004). This increment in the 
extracellular reduced state could mediate a shift in 
the Donnan-Gibbs equilibrium.  
This compensatory mechanism can be expected 
with NAC treatment. Nevertheless, since similar 
effect were observed with L-NAME treatment ,a 
nitric oxide synthase dependent production of 
ROS is likely. This ROS production might be 
generated by an uncoupling in the synthesis of 
nitric oxide (Alderton, et al., 2001).  
At a physiological level NAC treatment generated 
a decrease in the decay rate and the amplitude of  
calcium signal. This could lead to a gradual 
increase in the calcium level which could generate 
a delay in the activation of calcium buffers and 
transporters involved in the falling phase. Though 
L-NAME treatment generated a slight increase in 
the decay rate, it was not  affected by the physical 
exercise.  
 
Conclusions 
 

• Physical exercise promotes the 
translocation of the GLUT4 carrier in a 
ROS dependent manner  

• L-NAME treatment generates an increase 
in GLUT4 expression, suggesting a 
regulatory mechanism of expression that 
is nitrc oxide-dependent 

• The production of ROS associated to 
physical exercise associated ROS  speed 
up the time course of intracellular calcium 
signals during action potentials
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1 Introducción 

1.1 Músculo Esquelético 

1.1.1 Estructura del Músculo Esquelético 

 

El músculo está formado por un conjunto de fibras o células musculares que se 

acomodan una junto a otra. Estas fibras individuales se encuentran rodeadas 

por una membrana celular llamada sarcolema y ésta se encuentra recubierta 

por una lámina de colágena llamada endomisio. El endomisio se encuentra 

conectado con el sarcolema mediante la lámina basal que se cree juega un 

papel importante en la transmisión de la fuerza de la fibra  muscular (Zatsiorsky 

& Prilutsky n.d.). De la unión de varias fibras musculares se forma un fascículo 

y se encuentran rodeadas por un tejido conectivo llamado perimisio. El músculo 

completo se encuentra rodeado por una lámina de tejido conectivo llamado 

epimisio. Este tejido ayuda a conectar músculos adyacentes (Purslow 2010). 

 

 
 

A nivel microscópico se pueden observar una serie de bandas que se repiten a 

lo largo de toda la célula muscular. Este patrón repetido de bandeo que se 

observa contiene a la unidad funcional del músculo esquelético la sarcómera 

(Laing 2009), la cual se encuentra delimitada por dos estructuras conocidas 

como la línea Z. Entre estas dos subestructuras se encuentran las bandas A e I, 

 

Figura 1: Estructura del músculo esquelético tomado de  

(Zatsiorsky & Prilutsky n.d.) 
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además de la zona H. Cada una de estas subestructuras se encuentra 

caracterizada por el tipo de proteínas que se encuentran entre ellas 

  

A nivel de la línea Z se  encuentra la estructura encargada de la transmisión de 

la energía mecánica generada por  la interacción entre los filamentos de actina 

y miosina (Hoshijima 2006). Entre las proteínas encargadas de generar la 

estructura y dar estabilidad a este complejo se encuentran CapZ y α-actinina. 

CapZ tiene como función suspender la elongación  y darle estabilidad a los 

filamentos de actina (Papa et al. 1999). Mientras que la α-actinina juega un 

papel muy importante en la orientación de los filamentos de actina (Salucci et 

al. 2014). 

 

La zona H se encuentra formada principalmente por filamentos gruesos. Estos 

filamentos se conforman de miosina y de diversas proteínas con sitios de unión 

a la miosina. De estas proteínas de unión se ha encontrado que MyBP-C juega 

un papel muy importante  en la estabilidad de la sarcómera. Mientras que la 

miosina es un complejo de alto peso molecular, de alrededor de 500kDa. Esta 

proteína puede dividirse en dos péptidos similares pesados (MHC) y dos 

péptidos similares ligeros (MLC1, MLC2) (England & Loughna 2013). Los 

péptidos pesados de la miosina, son proteínas en forma de bastón, un pequeño 

dominio esférico al final de la proteína les da esta forma particular. Este 

pequeño dominio esférico le permite interaccionar con la molécula de actina, 

además de poseer actividad de  ATPasa. 

 

En la banda I se encuentra una mezcla de filamentos delgados y filamentos 

gruesos. Los filamentos delgados se encuentran formados por actina, 

tropomiosina y troponina. Estos filamentos son de aproximadamente 1 μm de 

longitud. Una vez que los monómeros de actina se polimerizan y forman una 

estructura en doble hélice y a esta estructura se unen proteínas reguladoras 

como la tropomodulina, encargada de mantener la longitud de estos filamentos 

(Rao et al. 2014). 
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1.1.2 Función del Músculo Esquelético 

 

La función primordial del músculo esquelético es la de generar movimiento. 

Este movimiento es producido cuando un músculo al contraerse acerca una 

articulación en movimiento hacia un hueso estacionario. Existen diversos tipos 

de movimiento que se puede producir debido a la contracción del músculo 

entre los cuales se encuentran: 

 

• Flexión: Disminución en el ángulo entre dos huesos unidos por una 

articulación. 

• Extensión: Incremento en el ángulo entre dos huesos unidos por una 

articulación 

• Abducción: Movimiento hacia el exterior del centro de masa del cuerpo 

Figura 2: Estructura de la sarcómera 
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• Aducción Movimiento hacia el interior del centro de masa  del cuerpo 

• Rotación: Movimiento alrededor de un eje central 

 
 

Este movimiento a nivel celular es generado debido a la contracción de la 

célula muscular esquelética. A nivel microscópico se puede observar que al 

generarse un potencial de acción en la fibra motora, éste estimula a la célula 

muscular esquelética, generando una  liberación transitoria de calcio. Este 

aumento transitorio en los niveles de calcio tiene una función de segundo 

mensajero, activando diversas proteínas necesarias para la actividad contráctil 

(Blinks et al. 1978). A nivel de la sarcómera la liberación de calcio genera 

cambios conformacionales en los filamentos delgados. Una de las proteínas 

blanco de esta regulación es la troponina. Esta proteína al interaccionar con el 

calcio liberado sufre un cambio conformacional que facilita la interacción entre 

la actina y la miosina (Tanaka et al. 2013). 

 
Una vez que se ha generado la  liberación de calcio al citoplasma, la sarcómera 

sufre un acortamiento debido al deslizamiento de los filamentos delgados hacia 

la línea M. Este acortamiento en la sarcómera, tiene una relación con la fuerza 

/

Figura 3: Proteínas que constituyen a la sarcómera tomado de (Hoshijima, 2006) 
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generada de esta contracción que alcanza un  punto máximo aproximadamente 

a 2 μm (Edman 1966). 

 

 
 

 

A nivel molecular la contracción se debe  a la interacción entre los filamentos 

delgados y los filamentos gruesos. Principalmente entre los complejos de 

actina y miosina.  Estas dos proteínas se encuentran interaccionando en la 

banda A, al aumentar los niveles de ATP este complejo de Actina-Miosina se 

disocia y al disociarse se genera un cambio conformacional en la molécula de 

miosina aumentando la capacidad catalítica de ATPasa, al hidrolizarse el ATP 

se libera pirofosfato y esta hidrólisis facilita la formación del complejo Actina-

Miosina-ADP. Al liberarse el ADP del sitio catalítico de la miosina, ésta sufre un 

cambio conformacional que genera el acortamiento en la sarcómera (Spudich 

2001). 

 

1.1.3 Actividad Física y Músculo Esquelético 

 

La actividad física comúnmente denominada ejercicio, se define como el 60% 

de la capacidad máxima de trabajo que el atleta o individuo es capaz de 

realizar (Jetté et al. 1990). Actualmente se ha encontrado que la actividad física 

retrasa los efectos de diversas enfermedades (Brito 2009), además de 

 

Figura 4: Ciclo quimio mecánico del acortamiento de la sarcómera 

tomado de (Spudich 2001) 
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proporcionar una gran cantidad de beneficios en el caso de contraer alguna 

enfermedad degenerativa. Debido a que la actividad física genera un mayor 

estrés sobre el músculo esquelético éste sufre una diversidad de cambios 

como proceso adaptativo. 

 

• Cambio en el tipo de fibra 

Una de las primeras adaptaciones del músculo esquelético a la actividad física 

en describirse fue la transición del tipo de fibra muscular, de una fibra muscular 

glicolítica, a una fibra muscular oxidativa (Yan et al. 2011). Este cambio en el 

tipo de fibra es dependiente de la vía de señalización calcineurina-NFAT. Al 

darse una estimulación rítmica, los cambios en los niveles de calcio generan 

una activación de la calcineurina que desfosforila al factor transcripcional NFAT 

que promueve la expresión de una serie de genes presentes en las fibras 

oxidativas (Chin et al. 1998). 

 

• Biogénesis de la mitocondria 

Dado que la mayoría de las proteínas del metabolismo oxidativo se encuentran 

presentes en la mitocondria, al aumentarse su expresión, también se genera un 

aumento en el número de  mitocondrias o biogénesis. Este efecto en la 

biogénesis de la  mitocondria  en el músculo esquelético fue por primera vez 

descrito en 1967 (Holloszy 1967). Actualmente se ha encontrado que este 

aumento se encuentra regulado por PGC1-alpha, que es una proteína que 

interactúa con diversos factores transcripcionales como PPARs, MEF2, NRF1 y 

2 y TFAM (Lin et al. 2005). TFAM juega un papel importante en la transcripción 

de DNA mitocondrial, por lo tanto PGC1-alpha regula los genes mitocondriales 

presentes tanto en el núcleo celular como en la mitocondria (Wu et al. 1999). 

 

• Especies Reactivas de Oxígeno 

 

Otra de las consecuencias de la actividad física es el aumento en la producción 

de especies reactivas de oxígeno. Una de las primeras evidencias sobre el 

aumento en la producción de especies reactivas de oxígeno y la actividad física  

data de 1970, donde se encontró que en modelos de actividad física  en 
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animales y de ejercicio en humanos había un aumento en la peroxidación 

lipídica (Powers et al. 2011). Años más tarde en 1982, se encontró que esta 

producción de especies reactivas de oxígeno a nivel de músculo esquelético, 

podría generar un daño de tejido (Davies et al. 1982). Sin embargo estudios 

recientes han encontrado que las especies reactivas de oxígeno funcionan 

como segundos mensajeros en diversos tipos celulares (Soberman 2003; Apel 

& Hirt 2004), además de modular la contracción muscular  (Aggarwal & 

Makielski 2013). 

1.2 Transporte de Glucosa 

 

Debido a que esta contracción del músculo esquelético es dependiente de ATP 

y por lo tanto de energía, la contracción muscular es un proceso 

metabólicamente muy demandante. Uno de los mecanismos por el cual 

subsana esta necesidad energética es mediante el aumento en el transporte de 

glucosa, el cual se encuentra regulada por una serie de transportadores de 

glucosa que se encuentran en la membrana plasmática, los transportadores 

pertenecientes  a la familia GLUT contienen trece miembros distribuidos en tres 

clases (Augustin 2010). 

 

Figura 5: Dendrograma de los miembros de la familia GLUT 
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• Clase 1 

Contiene a las isoformas de transportadores de glucosa GLUT1 a 4, y estos 

transportadores fueron los primeros en ser descubiertos y caracterizados 

(Augustin 2010), de los miembros de esta clase, las isoformas GLUT1 y GLUT4 

se expresan en músculo esquelético (Duehlmeier et al. 2007). 

 

• Clase 2 

Esta clase contiene a los transportadores de glucosa GLUT5, GLUT7, GLUT9 y 

GLUT11, esta clase está caracterizada por tener la capacidad de transportar 

fructuosa, y esta capacidad asido ligada a la presencia del motivo NXV/NXI 

(Manolescu et al. 2007). 

 

• Clase 3 

En este grupo se encuentran los transportadores de glucosa  GLUT6, GLUT8, 

GLUT10, GLUT12 y HIMT, y a diferencia de los miembros de las dos clases 

anteriores, estos transportadores son caracterizados por un loop extracelular 

más pequeño y por lo tanto carecen de un motivo de glicosilación (Zhao & 

Keating 2007). Además estos transportadores presentan una mayor homología 

entre diversos transportadores de glucosa presentes en levaduras y bacterias. 

 

Como se expuso anteriormente  a nivel de músculo esquelético se expresan 

dos isoformas de estos transportadores, pertenecientes a la primera clase. 

Siendo la isoforma de mayor expresión el GLUT4 y en menor medida el 

GLUT1. 

 

El GLUT1 es una proteína integral de membrana que se encarga de mantener 

los niveles basales de glucosa y el metabolismo del músculo esquelético  

(Scheepers et al. n.d.). Además de esa función en diversos tipos celulares el 

GLUT1 se encarga de sensar los niveles de glucosa (Augustin 2010).  La falta 

de este transportador se conoce como el síndrome de deficiencia de GLUT1, 

este fue descrito por primera vez en 1991 y asociado en 1988 a la pérdida del 
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GLUT1 (Seidner et al. 1998). Este síndrome  está caracterizado por 

convulsiones infantiles y un retardo en el desarrollo (De Vivo et al. 1991). 

 

 
 

Por otro lado el  GLUT4 es una proteína de 12 pasos transmembranales que 

regula la homeostasis de la glucosa en el músculo esquelético y en adipocitos 

principalmente (Huang & Czech 2007).  Clonado en 1989, el GLUT4 posee una 

afinidad por la glucosa  similar al GLUT1 con un Km alrededor de 5 mM 

(<biblio>). Además es capaz de transportar ácido ascórbico y glucosamina. 

Este transportador cuenta en su amino terminal con un motivo de dileucina 

(DEXXLL) que le confiere una gran capacidad de tráfico vesicular a lo largo de 

distintos orgánelos (Bernhardt et al. 2009). 

 

Una de las principales características del GLUT4 es que  se encuentra sujeto a 

una estricta regulación, ya que se encuentra internalizado en vesículas dentro 

de la célula de músculo esquelético. Al generarse un estímulo que demande  

una gran cantidad de energía estas vesículas son movilizadas y fusionadas  a 

la membrana plasmática. A este conjunto de mecanismos se le conoce como 

translocación, y ésta es resultado de diversos mecanismos. Uno de ellos y el 

Figura 6: Vista superior y frontal de la estructura cuaternaria del transportador de 

glucosa GLUT4 
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primero en descubrirse es el debido a la  acción de la insulina (Karlsson,et al. 

2009). 

 

La insulina al interaccionar con su receptor que es un receptor de tirosina 

cinasa, genera la asociación del complejo IR-IRS, donde IRS es el substrato 

del receptor a la insulina y funciona como proteína de andamiaje. A partir de 

este sitio de andamiaje los efectos de la insulina se dividen en dos partes. La 

primera como factor de crecimiento, al activar a diversas cinasas de la vía de 

las MAP cinasas por medio de GRB2, además de regular la actividad de mTOR 

por medio de Akt. La segunda como punto de regulación energética, al  

favorecer la translocación del GLUT4 por medio de AS160 o TBC1D1 (Lizcano 

& Alessi 2002). 

 
 
 

 

Figura 7: Mecanismo de síntesis del óxido nítrico por la sintasa del óxido nítrico. 

Tomado de (Alderton et al., 2001) 
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1.3 Especies reactivas como segundos mensajeros 

 

A nivel intracelular el ambiente que se tiene está altamente reducido, es por 

eso que se ha desarrollado diversos mecanismos por los cuales se hace  

posible detectar cambios en el potencial redox intracelular (Berridge 2007). 

Estos sistemas son dependientes de dos tipos principales de especies 

reactivas; las especies reactivas de oxígeno y las especies reactivas de 

nitrógeno.  Este conjunto de segundos  mensajeros se les conoce como  el 

sistema de señalización X-ROS (Prosser et al. 2011) o señalización redox 

(Soberman 2003). 

 

Las especies reactivas de oxígeno, son producidas principalmente por  

proteínas de la familia NOX, que se encuentran en la membrana plasmática y 

en el retículo sarcoplásmico y son capaces de generar el ion superóxido 

(Altenhöfer et al. 2012). Y además las especies reactivas de oxígeno pueden 

ser producidas  como subproducto de la cadena respiratoria a nivel de  la 

mitocondria (Kuznetsov et al. 2011). Mientras que las especies reactivas de 

nitrógeno son formadas debido a la interacción entre las especies reactivas de 

oxígeno y el óxido  nítrico,  generado éste por la sintasa del óxido nítrico que se 

encuentra en las caveolas y  en la mitocondria (Berridge 2007). 

1.3.1 Transducción de Señales 

 

El mecanismo principal por el cual las especies reactivas modulan diversas 

proteínas de señalización es mediante su oxidación. Al oxidar a su proteína 

blanco estas sufren un cambio conformacional que les impide realizar su 

función (Berridge 2007). Esta oxidación se da principalmente sobre residuos de 

cisteína hiperreactivos, es decir que  se encuentren en los alrededores de la 

proteína blanco (García-Santamarina et al. 2014). Este efecto modulador puede 

ser revertido mediante la acción de proteínas pertenecientes al sistema de 

defensa antioxidante como la Thioredoxina y la Glutaredoxina  (Nordberg & 

Arnér 2001). Un ejemplo de esta modulación es PTEN que  contiene residuos 

de cisteína hiperreactivos en su dominio catalítico. Al ser oxidada pierde su 
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actividad de fosfatasa aumentando el tiempo en que receptores de tirosina 

cinasa se encuentran fosforilados (Chiarugi & Cirri 2003).   

 

1.3.2 Modulación del Acople Excitación Contracción 

 

Una de las propiedades de las especies reactivas de oxígeno y de nitrógeno es 

la modulación de la excitabilidad de las células musculares sin afectar la 

maquinaria contráctil del músculo esquelético (Reid et al. 1993). Esta 

capacidad de las especies reactivas es debido a su capacidad de modular el 

manejo de iones Na+, Ca++, K+ (Aggarwal & Makielski 2013), y se ha 

encontrado que inducen un aumento en las corrientes de Ca++, Na+ y una 

disminución en las corrientes de K+ (Cerbai et al. 1991; Ma et al. 2005), 

mientras que de forma contradictoria en apariencia también se ha encontrado 

una disminución en los niveles de calcio intracelular asociados a una baja 

actividad del canal tipo L (Hammerschmidt & Wahn 1998). 

 

Figura 8: Mecanismo de acción de las especies reactivas de oxígeno como segundos 

mensajeros tomado de  (Berridge 2007) 
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Estos resultados aparentemente contradictorios en el papel de las especies 

reactivas de oxígeno pueden deberse al tipo de especie generada  (Campbell 

et al. 1996),  al sitio donde interaccionan  y a la concentración utilizada en 

dichos estudios. Sin embargo debido a la capacidad de las especies reactivas 

de oxígeno de modular distintos canales es posible esperar que se regule esta 

excitabilidad mediante interacciones muy complejas. 

 

 

1.3.3 Mecanotransducción. 

 

Un papel fundamental  de las especies reactivas de oxígeno es la de sensar 

deformaciones mecánicas en diversos tipos celulares (Hsieh et al. 2014). En el 

músculo esquelético se ha encontrado que al someter a miocitos aislados a dos 

protocolos de deformación donde el primero era una deformación sostenida y el 

segundo una deformación transitoria, se encontró  que se generaba un 

aumento en la producción de especies reactivas de oxígeno, además este  

aumento dependía del protocolo de deformación aplicado (Prosser et al. 2013). 

 

Como es de esperarse el aumento en la producción de especies reactivas de 

oxígeno genera una modulación a nivel del receptor a la ryanodina. En miocitos 

que fueron deformados mecánicamente, se encontró que esta deformación 

 

Figura 9: Generacional de especies reactivas dependientes de la 

deformación mecánica tomado de (Prosser et al. 2013) 
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generaba una liberación espontanea de calcio, y este efecto se perdía cuando 

estos miocitos eran tratados con N-acetilcisteína (Prosser et al. 2011). 

 

1.4 Actividad Física y GLUT4 

 
Debido a que la contracción muscular es un proceso dependiente de ATP y por 

lo tanto de energía y que la actividad física genera una mayor demanda de la 

capacidad contráctil del músculo esquelético, uno de los mecanismos por el 

cual el músculo esquelético subsana esta necesidad de energía es mediante el 

aumento en el transporte de glucosa. El aumento en el transporte de glucosa 

es dependiente de la intensidad de la actividad física, es decir a una mayor 

intensidad en la actividad física se tendrá un mayor trasporte de glucosa 

(Richter & Hargreaves 2013). 

 

El aumento en el transporte de glucosa  es dependiente del contenido de 

GLUT4 en la membrana plasmática (Ren et al. 1994), y  aun a niveles bajos de 

insulina en plasma se obtiene el aumento debido a la actividad física  (Hayashi 

et al. 1997). Una de las vías que intervienen  es la relacionada con la cinasa 

dependiente de AMP o AMPK. Al generarse un aumento en la demanda 

energética el ATP intracelular comienza a hidrolizarse por acción de la miosina 

y al disminuir los niveles de ATP y aumentar los niveles de AMP, AMPK es 

activada. Esta activación de AMPK genera la fosforilación de  diversas 

proteínas efectoras, entre las que se encuentran AS160 y TBC1D1 (Sakamoto 

& Holman 2008).  La fosforilación de estas proteínas  favorece la translocación 

del GLUT4 (Treebak et al. 2014). 
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Sin embargo, estudios recientes han encontrado  que la translocación y 

expresión de este transportador de glucosa se encuentran reguladas por las 

especies reactivas de oxígeno. Esta regulación se ha descrito principalmente 

en el caso de la situación mal adaptativa. Cuando la producción de especies 

reactivas de oxígeno es mucho mayor a la capacidad del sistema antioxidante, 

se tiene una condición de estrés oxidativo (Radak et al. 2013), y éste se ha 

visto relacionado con diversos enfermedades, procesos degenerativos y 

envejecimiento (Ceriello & Motz 2004). Entre las enfermedades que son 

resultado de un estrés oxidativo se encuentra la diabetes tipo 2. Al tenerse 

niveles altos de glucosa se genera un estrés oxidativo  y debido a esto se ha 

observado  una disminución en el transporte de glucosa. Al mismo tiempo en 

diversos modelos animales de diabetes tipo 2 se ha encontrado un aumento en 

el estrés oxidativo  que conlleva a una resistencia a  la insulina,  culminando en 

una translocación deficiente del GLUT4 (Aoi et al. 2013). 

 

Mientras que en el caso de la regulación en la translocación del GLUT4 que no 

lleva a  un proceso mal adaptativo se tiene una menor cantidad de información, 

pues se tienen sólo dos  ejemplos que muestran una regulación dependiente 

del estado redox del músculo esquelético. 

 

 

Figura 10: Vías de señalización involucradas en la translocación del GLUT4 
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• Expresión del GLUT4 

 

En cultivos celulares de miotubos C2C12, tratados de forma intermitente con 

H2O2, se ha encontrado que la expresión del GLUT4 aumenta, en comparación 

con los grupos control. Posteriormente al ser tratados  estos mismos cultivos 

con la N-acetilcisteina, que es un atrapador de especies reactivas de oxígeno 

no se observó  un aumento en el contenido de GLUT4.  Además de  eso, al 

recibir las  células C2C12 en cultivo  un protocolo de estimulación eléctrica con 

el objetivo de simular la actividad física se encontró  aumenta la expresión del 

GLUT4 y que de forma similar,  al incubar estos cultivos con la N-acetilcisteína 

y recibir este mismo protocolo de estimulación eléctrica, el aumento en el 

contenido de GLUT4 no se observa (Pinheiro et al. 2010). 

 

• Transporte de glucosa 

 

En preparaciones de músculos aislados de rata que son sometidos a 

estiramiento se ha  encontrado que la deformación aumenta el transporte de 

glucosa, mientras que al incubarse estos músculos aislados con distintos 

compuestos con actividad antioxidante y aplicar el mismo protocolo de 

estiramiento el aumento en el transporte de glucosa no se observa (Chambers 

et al. 2009). 

 

Por lo tanto, es necesario conocer el papel que desempeñan tanto las especies 

reactivas de oxígeno como las especies reactivas de nitrógeno en la 

translocación del GLUT4 y establecer cuáles son los cambios en la capacidad 

funcional de las células musculares esqueléticas. Esto se abordará de manera 

experimental en ratas sometidas a un programa de ejercicio utilizando el 

protocolo de nado forzado. Para evaluar el papel de las especies reactivas de 

oxígeno y de nitrógeno tanto en condiciones de control sedentario como 

asociadas a la actividad física los animales serán tratados con N-acetilcisteína  

(NAC) (150 mg/kg) un atrapador de especies reactivas de oxígeno, y con L-

NAME (10 mg/kg) un inhibidor de la sintasa del óxido nítrico. 
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1.5 Hipótesis 

 

La translocación del GLUT4 se encuentra regulada por las especies reactivas 

de oxígeno y de nitrógeno 
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2 Objetivos 

2.1 General 

 

Determinar el papel de las especies reactivas de oxígeno y de nitrógeno sobre 

la translocación del GLUT4. 

 

2.2 Particulares 

 

• Establecer un programa de actividad física mediante nado forzado. 

 

• Determinar la expresión de GLUT4, a nivel de la proteína, en la fracción 

membranal tanto en condiciones de reposo como de la actividad física. Analizar 

el papel de las especies reactivas de oxígeno y de nitrógeno sobre el efecto de 

la actividad física en la expresión de GLUT4. 

 

• Determinar la producción de especies reactivas de oxígeno en 

condiciones basales y asociadas al ejercicio. 

 

• Caracterizar funcionalmente a la célula muscular esquelética mediante la 

medición de calcio  intracelular por medio de indicadores fluorescentes. 
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3 Materiales y Métodos 

3.1 Animales 

 

Se utilizaron ratas macho Wistar de 200-220 g. Se les proporcionó alimento 

estándar ad libitum, con un ciclo de luz oscuridad de 12 h. 

 

3.2 Protocolo de Nado Forzado 

 

Existen en la literatura diversos protocolos para el estudio de la actividad física 

en animales, entre los más populares se encuentran los protocolos de caminata 

y de nado forzado. Después de una intensa búsqueda bibliográfica se optó por 

utilizar un modelo de nado forzado de tipo intermitente según lo reportado por 

(Smith et al. 2007), el cual ha sido utilizado para estudios relacionados con la 

expresión del  GLUT4 en músculo esquelético. El protocolo de nado consta de 

5 rondas de 20 minutos de duración, en los cuales el animal nada durante 17 

minutos y posteriormente descansa 3 minutos. 

 

Siguiendo  las recomendaciones de la American Physiological Society  (Anon 

2006), antes de que se inicie el protocolo de nado forzado, se tiene una etapa 

de selección, en la cual el animal de experimentación se familiariza con el lugar 

y el horario en el cual se llevará a cabo el protocolo de nado forzado. Esta fase 

de selección y aclimatación tiene una duración de 4 días, en los cuales los 

animales son expuestos al nado forzado según la Tabla 1 

 

En la segunda fase del protocolo de natación, los animales seleccionados se 

someten a un  protocolo de nado de tipo intermitente, éste consta de 5 

sesiones de nado y cada una consiste de 17 minutos de nado y 3 minutos de 

descanso. Durante el tiempo de nado los animales cargan un pesa del 5% del 

peso corporal.  Entre  las fases de selección y  del protocolo de natación  se les 

da un descanso de 5 días con el objetivo de eliminar cualquier tipo de 

adaptación surgida de la primera fase del protocolo. 
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Al término de la última sesión de nado, los animales son sacrificados con una 

dosis letal de pentobarbital sódico (Sedalpharma) y los músculos epitrochlear 

(EPI),  extensor digitorum longus (EDL), flexor digitorum brevis (FDB) e 

interossei (INO) son disecados, en el caso de los músculos EPI y EDL son 

congelados en nitrógeno líquido mientras que los músculos FDB e INO son 

utilizados para mediciones de producción de especies reactivas de oxígeno y 

transientes de calcio 

 

Día Descripción 

1 A los animales se les permite explorar libremente la piscina donde se 

efectúa el protocolo de nado forzado, a la misma hora y lugar donde se 

realizarán las sesiones de nado 

2 De forma similar al día anterior, a los animales se les permite explorar la 

piscina. Sin embargo, se coloca una cantidad de agua suficiente para 

obtener un nivel de agua de 3 cm 

3 Se vuelve a incrementar el nivel del agua hasta un nivel de 15 cm, con este 

nivel les es posible tocar el fondo de la piscina y el cuerpo del animal se 

encuentra totalmente sumergido 

4 En el último día se aumenta el nivel del agua hasta una altura de 35 cm y 

se coloca cada uno de los animales de forma separada por un intervalo de 

17 minutos, y se registra el tiempo en que los animales permanecen 

activos, aquellos animales con mayor tiempo de actividad son usados para 

el protocolo de nado forzado, y los restantes son usados como controles 

sedentarios. 

Tabla 1: Etapa de selección 

 

3.3 Protocolo de fraccionamiento del músculo esquelético 

 

Una vez que se disecaron los músculos EPI y EDL, fueron congelados en 

nitrógeno líquido. Posteriormente fueron pulverizados en presencia de 10 

volúmenes de buffer de lisis (TRIS 7.4 10 mM, EDTA 1 mM, sacarosa 250 mM) 

mediante el uso de un mortero y  homogeneizados con un homogeneizador de 

tejido, una vez que fue homogeneizado el tejido se centrifugo a 800 g por 10 
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minutos y se recuperó el sobrenadante, la pastilla resultante fue resuspendida 

para una segunda centrifugación (800 g por 10 minutos)  y se combinaron los 

sobrenadantes obtenidos, estos fueron sometidos a una centrifugación de 

16100 RPM por 1 hora y la pastilla obtenida fue resuspendida en buffer de lisis 

y congelada en nitrógeno líquido para su posterior análisis, esta fracción 

corresponde a la membrana plasmática. El sobrenadante  resultante de la 

centrifugación anterior fue sometido a una centrifugación de 30000 RPM por 1 

hora 45 minutos y la pastilla obtenida fue re suspendida nuevamente en buffer 

de lisis y congelada en nitrógeno líquido para su posterior análisis, esta fracción 

corresponde a la fracción microsomal (Ebersbach-Silva et al. 2013). 

 

 

3.4 Western Blot 

 

Una vez obtenidas las fracciones membranal y microsomal, se cuantifica el 

contenido total de proteínas  mediante el método de Bradford.  Posteriormente 

20 μg de proteína son cargados a un gel de acrilamida al 14% (SDS-PAGE 

BioRad) para su separación y posteriormente son transferidas a una membrana 

de nitrocelulosa (BioRad). Al término de la transferencia la membrana es 

bloqueada con una solución al 4.5% de leche en polvo en PBS. Posteriormente 

se incuba durante una noche a 4 ºC con el anticuerpo primario 

correspondiente. Al término de la incubación la membrana es sometida a 

diversos lavados con una solución de 0.1% de Tween en PBS e incubada con 

Figura 11: Protocolo de fraccionamiento del músculo esquelético 
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el anticuerpo secundario correspondiente por 1 hora. Nuevamente al término 

de la incubación la membrana es lavada con una solución de 0.1% de Tween 

en PBS y revelada mediante quimioluminiscencia. Las diluciones de los 

anticuerpos se muestran en la Tabla 2 

 

 

Proteína Dilución del anticuerpo   

Primario 

Dilución del anticuerpo    

Secundario 

GLUT4 (Abcam ) 1:5000 1:100 000 

Actina (Sigma ) 1:1000 1:70 000 

Caveolina 1:1600 1:100 000 

GAPDH 1:10 000 1:70 000 

Tabla 2: Diluciones de los anticuerpos ocupados 

 

Una vez que las bandas son reveladas, el contenido es evaluado por 

densitometría de la banda correspondiente. 

 

 

3.5 Disociación de Fibras 

 

Una vez disecados los músculos FDB e INO son incubados en una solución  de 

3 mg/mL de colagenasa (Worthington Tipo 2) por 45 minutos a 35.5 ºC, 

posteriormente estos músculos son  disociados mecánicamente para obtener 

las fibras.  Una vez obtenidas las fibras, estas son colocadas en cámaras e 

Figura 12: Protocolo de Western Blot 
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incubadas con los indicadores correspondientes. En el caso de mediciones de 

producción de especies reactivas de oxígeno, las fibras se incuban con  

clorometil-2',7'-diclorofluorescein-diacetato 10 μM  (CM-H2DCFDA Invitrogen – 

Molecular Probes) por 30 minutos, mientras que en el caso de transientes de 

calcio se incuban con Fluo-3AM 5 μM (Invitrogen – Molecular Probes) por 60 

minutos.  Una vez terminado el tiempo de incubación, las fibras son lavadas 

con solución Ringer (NaCl 140 mM, KCl 6 mM, CaCl2, 2 mM, MgCl2, 3 mM, 

HEPES 5 mM, Glucosa 11 mM, pH=7.4)  y se colocan en el microscopio donde 

se registra la fluorescencia emitida. 

 

3.6 Microscopía de Fluorescencia 

3.6.1 Especies Reactivas de Oxígeno 

 

Una vez que las fibras musculares fueron cargadas con el colorante 

fluorescente,  se colocan en la cámara  de registro que se encuentra sobre la 

platina del microscopio (Nikon Eclipse TE300) y se les da un pulso de 

estimulación eléctrica a través de electrodos extracelulares y sólo aquellas 

fibras que responden a la estimulación eléctrica son empleadas  para los 

registros de fluorescencia. Una vez seleccionadas  las fibras musculares se les 

da un pulso de estimulación luminosa generado por un monocromador 

(Polychrome V Till Photonics)  a una longitud de onda de 505 nm, este pulso es 

transmitido mediante fibra óptica y tiene una  duración de 50ms, esto genera 

una  señal de fluorescencia, que es adquirida mediante una cámara de alta 

resolución (EMCCD Andor iXon). Esto se repite a los 5, 10, 20 y 30 minutos 

para evaluar la producción de especies reactivas de oxígeno a lo largo del 

tiempo. Una vez que se tienen estos registros, la fluorescencia de cada célula 

es analizada con el software Imaging Workbench y normalizada con respecto a 

la obtenida al tiempo cero para obtener la producción relativa de especies 

reactivas de oxígeno (Figura 13) 
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Figura 13: Obtención y análisis de los registros de fluorescencia 
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3.6.2 Señales de Fluo-3 y cálculo del calcio libre intracelular  

 

Una vez que las fibras musculares fueron  cargadas con el colorante  se 

colocan en la cámara de registro del microscopio (Nikon Optihot) y se les da un 

pulso de estimulación eléctrica mediante electrodos extracelulares y sólo 

aquellas fibras que responden a la estimulación son empleadas  para el registro 

de fluorescencia. Una vez que se han seleccionado las fibras de músculo 

esquelético estas son registradas de forma individual. Al recibir un pulso de 

estimulación la célula  genera una liberación de calcio que interactúa con la 

molécula de Fluo-3, la cual al ser  excitada  a una longitud de onda de 485 nm 

(lámpara de mercurio Nikon) genera una señal de fluorescencia que  se registra 

a una longitud de onda de 535 nm mediante un arreglo de fotodiodos (Figura 

14).  La concentración libre de calcio intracelular se obtuvo mediante una serie 

de ecuaciones matemáticas  según lo reportado en Caputo et al. (1999). El 

cálculo de la fluorescencia basal se basó en lo reportado en Cheng et al. 

(1993). Tanto el cálculo de la fluorescencia basal como el calcio libre 

intracelular fueron programados en Scilab versión 5.5.   

 

3.7 Estadística 

 

Se utilizó  ANOVA de una vía seguido del test de Bonferroni considerando que 

existe una diferencia  significativa  con una p<0.05, usando Sigma Stat Systat 

Software Inc. versión 3.2. 
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Figura 14: Obtención y análisis de la señal transitoria  de calcio. 
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4 Resultados 

4.1 Protocolo de Nado. 

 

De los animales que fueron expuestos al paradigma del nado forzado, se 

seleccionaron sólo aquellos que tuvieran un tiempo de actividad mayor al 60% 

en la prueba realizada el último día de la fase de selección estos  fueron 

sometidos al protocolo final de nado forzado. Criterios similares han sido 

utilizados en diversos protocolos de actividad física para el tratamiento de 

enfermedades cardiovasculares (Jetté et al. 1990). Aunque en el presente 

trabajo no se está trabajando con ningún tipo de situación patológica, este 

criterio es usado con el fin de evitar el sobre entrenamiento del  animal 

involucrado. 

 

4.2 Translocación del GLUT4 

 

Mediante Western Blot se evaluó el contenido de GLUT4 de la membrana 

plasmática y se encontró que la actividad física genera un aumento similar a lo 

reportado en la literatura (Smith et al. 2007). Mientras que el tratamiento con la 

NAC evita este aumento en el contenido de GLUT4  asociado a la actividad 

 

Figura 15: Proceso de selección de animales 
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física. A diferencia de lo anterior el tratamiento con el L-NAME no revirtió  el 

aumento en el contenido de GLUT4 en la membrana plasmática. 

 

Una forma de determinar si el aumento en el contenido de GLUT4 en la 

membrana plasmática es debido a un aumento en la expresión global de la 

proteína, se determinó el contenido de GLUT4 en la fracción microsomal 

mediante Western Blot. Esta fracción contiene los reservorios intracelulares de 

GLUT4. Se encontró que la actividad física generaba una disminución en los 

reservorios intracelulares de GLUT4, mientras que el tratamiento con la NAC 

evitaba este efecto, sugiriendo que el ejercicio favorece la translocación del 

GLUT4 de la fracción microsomal a la membrana. Por otro lado, con  el 

tratamiento con L-NAME  no se observó la disminución, sino por el contrario, se 

observó una tendencia a aumentar el contenido de GLUT4 en la fracción 

microsomal como resultado del ejercicio. 

 

 

 

Figura 16: Contenido de GLUT4 a nivel de membrana plasmática 
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Figura 17: Contenido de GLUT4 a nivel de fracción microsomal 

 

Figura 18: Cinética de producción de especies reactivas de oxígeno 
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4.3 Microscopia de Fluorescencia  

4.3.1 Producción de Especies Reactivas de Oxígeno 

 

A nivel del citoplasma se encontró que la actividad física se asociaba a un 

aumento en la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) (Figura 19) 

y tanto el NAC como el L-NAME evitaron el aumento en la generación de 

especies reactivas de oxigeno asociadas a la actividad física. Sin embargo de 

forma sorpresiva tanto el NAC como el L-NAME aumentaron de por si la 

producción de especies reactivas de oxígeno en la población de control 

sedentario. 

 

4.3.2 Señales de Fluo-3 

 

A partir de los registros de fluorescencia en respuesta a la estimulación 

eléctrica (Señales de Fluo-3) es posible medir distintos parámetros que nos 

permiten conocer las propiedades fisiológicas de la célula de músculo 

esquelético. Entre las propiedades de las señales de fluorescencia se 

encuentran la anchura media que es el tiempo transcurrido cuando el valor de 

la fluorescencia alcanza la mitad del máximo (durante su ascenso y descenso). 

En cuanto a los valores de la anchura media, se encontró una tendencia a la 

Figura 19: Generación de especies reactivas de oxígeno 



 

35 

baja en cuanto a la actividad física, es decir esta era disminuida, mientras que 

el tratamiento con NAC prevenía este efecto. En lo respectivo al  tratamiento 

con L-NAME la anchura media se mantuvo en valores similares a los valores 

control. 

 

4.3.1 Señales transitoria de calcio libre intracelular  

 

A partir de las señales de Fluo-3 es posible calcular la concentración libre de 

calcio obteniendo una señal transitoria de calcio libre intracelular. Una forma de 

caracterizar cinéticamente estos registros es mediante la determinación de la  

velocidad de caída, ésta se obtiene al ajustar  una exponencial simple a la 

señal transitoria  de calcio libre intracelular a partir de su punto máximo. Siendo 

la velocidad de  caída el recíproco de la constante de tiempo ajustada. 

A partir de lo anterior se encontró que   la velocidad de caída se aumenta 

debido a la actividad física y mientras que con el tratamiento con NAC se 

observa una tendencia a la baja en ambas condiciones, tanto control sedentario 

como actividad física.  Mientras que con L-NAME se observa una tendencia a 

la alza en ambas condiciones.  

 

Figura 20: Anchura media y velocidad de caída 



 

36 

 

 

 

 

 

Figura 21: Anchura media de la señal de Fluo-3 

 

Figura 22: Velocidad de caída de la señal de calcio libre intracelular  
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4.4 Papel de las Especies Reactivas Sobre la Translocación del GLUT4 

 

Recientemente, las proteínas relacionadas con la translocación del GLUT4 co-

mo respuesta a la insulina y al ejercicio han sido motivo de numerosos estudios 

y se ha propuesto que dos proteínas son claves en este proceso: TBC1D1 y 

TBC1D4 (AS160), ambas son miembros de la misma familia con dominio tre-

2/USP6, BUB2.cdc16 (TBC1). Existen puntos de convergencia en la fosforila-

ción y en las vías de señalización de TBC1D1 y TBC1D4 (AS160) relacionadas 

con ambas formas de producir la translocación GLUT4 pero también existen 

divergencias importantes que sugieren que el ejercicio incremente la expresión 

del GLUT4 en la membrana por procesos independientes a los de la insulina. 

 

En lo relativo a un posible papel de los ROS en la translocación del GLUT4 es 

interesante señalar que mediante técnicas de bioinformática, se encontró que 

estas proteínas tienen motivos CXXC donde C es un residuo de cisteína y X es 

cualquier tipo de aminoácido, estos motivos son blancos de regulación redox 

(Fomenko & Gladyshev 2003). De forma similar se encontró que estas proteí-

nas tienen sitios de unión a caveolina. Sin embargo, mediante Western Blot de 

la fracción de la membrana plasmática se encontró en este trabajo de tesis que 

la actividad física no genera cambios en el contenido de caveolina así como 

tampoco los tratamientos con NAC y L-NAME generan cambios en el contenido 

de caveolina membranal. 

Figura 23: Motivos de regulación redox en proteínas de la familia TBC 
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Figura 24: Presencia del motivo de unión a caveolina en distintas proteínas de la 

familia TBC 
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5 Discusión 

5.1 Protocolos de Actividad Física 

 

Una de las principales problemáticas en los modelos de ejercicio en animales 

es la dificultad de que el animal siga el paradigma de ejercicio empleado. En la 

literatura existen una gran variedad de estrategias para enfrentar este tipo de 

problemáticas, éstas pueden dividirse en dos grupos (Seo et al. 2014). La pri-

mera elimina la cooperación del animal por completo, en esta estrategia el ani-

mal es  sedado y se le implantan electrodos para  estimular un músculo especí-

fico. Una de las desventajas de este tipo de protocolos es que se pierde la acti-

vación fisiológica del músculo involucrado, además de que no es posible repro-

ducir movimientos que involucren diversas articulaciones. 

 

La segunda estrategia emplea algún tipo de estímulo negativo que obligue al 

animal a aumentar su actividad física según el paradigma de ejercicio utilizado.  

Entre los paradigmas de ejercicio que utilizan algún tipo de estímulo negativo 

se encuentran 

 

Caminata 

En este paradigma el animal es  introducido en una caminadora, la cual cuenta 

con un piso electrificado. Cuando el animal deja de caminar se le da un choque 

eléctrico con el objetivo de que continúe con el protocolo de actividad física 

(Dudley et al. 1982) 

. 

Nado Forzado 

En este paradigma de ejercicio el animal es introducido en una contenedor con 

agua, ésta funciona como estímulo negativo para que el animal inicie  la activi-

dad física (Ojuka et al. 2012). 

 

Una ventaja de este tipo de paradigmas de ejercicio es que se trabaja con el 

animal completo, y por lo tanto el músculo esquelético realiza movimientos fi-

siológicos, así como también se preserva la forma en la que la fibra muscular 

es activada. 
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Entre estos paradigmas de ejercicio una de las ventajas del nado forzado en 

comparación con la caminata, es que se trata de una actividad física más ho-

mogénea en el animal cuando ésta se realiza sin interrupciones, además de ser 

físicamente menos estresante ya que elimina la posibilidad de lesiones en las 

patas de los animales (Seo et al. 2014). 

5.1.1 Nado Forzado 

 

Una de las desventajas de este tipo de paradigma de ejercicio es que algunos 

animales no tienen una actividad continua al someterlos a este tipo de protoco-

los. En la literatura se han descrito 5 tipos de comportamientos con estos pro-

tocolos, los cuales se clasifican en: flotar, nado continuo, escalada, buceo y 

sumergida intermitente (Detke & Lucki 1995). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estos comportamientos  fueron observados de forma cualitativa en este trabajo 

de tesis pero la prueba de selección implementada sólo tomó en cuenta  el 

tiempo en el que el animal permanecía en nado continuo.  Sin embargo en la 

 

Figura 25: Histograma del tiempo de nado normalizado 
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Figura 25 es posible observar una separación en el histograma del tiempo nor-

malizado de nado, sugiriendo que se tienen 2 poblaciones distintas.  

 

5.2 Translocación del GLUT4 

 

En la literatura existen una gran cantidad de trabajos que evalúan el efecto de 

la actividad física sobre la expresión  del GLUT4 (Tsai et al. 2006; Ojuka et al. 

2002; Karlsson, et al. 2009; Ebersbach-Silva et al. 2013), uno de los resultados 

concluyentes de estos trabajos es el aumento  en la expresión (Terada et al. 

2001) de este transportador por la actividad física. Sin embargo el papel de las 

especies reactivas de oxígeno sobre la translocación no había sido estudiado 

con anterioridad. 

 

La reversión a nivel de membrana plasmática en el contenido de GLUT4 debido 

al tratamiento con NAC, es congruente con los resultados de (Chambers et al. 

2009), en donde en preparaciones de músculos aislados tratados con diversos 

compuestos con actividad antioxidante se genera una disminución en el trans-

porte de glucosa. Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis con L-

NAME  muestran que este compuesto no revirtió el efecto del ejercicio sobre la 

translocacion del GLUT4. El L-NAME por sí mismo no tuvo efecto significativo, 

esto se encuentra en contradicción con lo encontrado por   (Roberts et al. 1997) 

en donde en  animales sometidos a un protocolo de caminata encontraron una 

disminución en el contenido de GLUT4 cuando los animales se les administra-

ban L-NAME. Sin embargo en sus experimentos  el L-NAME era administrado 

en el agua que los animales bebían, por lo que no es posible saber la dosis 

precisa de L-NAME que era administrada a cada animal o si fue efecto de al-

gún producto de degradación del L-NAME. 

 

5.3 Generación de Especies Reactivas de Oxígeno   

 

Una de las consecuencias de la actividad física es el aumento en la producción 

de especies reactivas de oxígeno,  esto debido a  que  se tiene un aumento en 

la demanda energética del músculo esquelético. 
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Aunque lo anterior se ve reflejado en forma de tendencia  en los grupos expe-

rimentales correspondientes (control  vs ejercicio), los tratamientos (NAC, L-

NAME) generaron un aumento de la producción de especies reactivas de oxí-

geno en comparación con la situación control. Este aumento inesperado podría 

deberse a un desplazamiento en el equilibrio de Donnan-Gibbs en el caso del 

tratamiento con NAC, sin embargo este aumento fue observado con ambos 

tratamientos. Además de lo anterior, ambos tratamientos evitaron el aumento 

en la producción de especies reactivas de oxígeno asociadas a la actividad físi-

ca.  Esto  sugiere que una fuente de especies reactivas de oxígeno es la sinta-

sa del óxido nítrico debido a un desacople en la síntesis del óxido nítrico (Alder-

ton et al. 2001). 

 

Con estos resultados es posible pensar que en condiciones basales la produc-

ción de las especies reactivas de oxígeno  por la sintasa del óxido nítrico es 

dependiente de las especies reactivas de oxígeno, y al eliminar esta producción 

dependiente de la sintasa del óxido nítrico ya sea por su inhibición con L-NAME 

o por la acción del NAC, se puede tener un aumento en la producción de una 

especie reactiva en particular. Aunque el H2DCFDA es un colorante capaz de 

interactuar con varias especies reactivas, se ha encontrado que la intensidad 

en la señal de fluorescencia depende de la especie reactiva con la que el colo-

rante interactúa (información del fabricante). Siendo uno de los candidatos más 

probables el ion hidroxilo, ya que éste presenta una mayor señal de fluorescen-

cia al interactuar con el colorante.  

 

5.4 Transitorios de Calcio 

 

La actividad física generó un aumento en la velocidad de caída de las señales 

transitorias de calcio asociadas a potenciales de acción. Un incremento en la 

velocidad de caída puede deberse  a una mayor actividad en los amortiguado-

res de calcio como la parvalbumina, de los transportadoares de la membrana 

plasmática como el transportador de sodio y calcio NCX, los transportadores 

tipo P o  la bomba SERCA. Siendo la parvalbúmina y la SERCA  los más impor-
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tantes en el músculo esquelético (Berridge 2007) y por lo tanto los candidatos 

más probables para explicar los resultados obtenidos. 

 

El tratamiento con NAC  tanto en condiciones control como durante actividad 

física produjo una tendencia a la baja en cuanto a los valores de la velocidad 

de caída lo que sugiere la participación de  las  de especies reactivas de oxi-

geno en la recaptura del calcio intracelular.  

 

En los transitorios de calcio (obtenidos a partir de la señales de Fluo-3) se ob-

servó, de forma cualitativa que la fase cercana al pico es de menor amplitud 

por el  tratamiento con NAC como se muestra en un experimento representati-

vo (Figura 26) comparada con los trazos control.  Esto sugiere que hay un me-

canismo de liberación de calcio dependiente de las especies reactivas de oxí-

geno. Una posibilidad es que el receptor a la rianodina sea modulado positiva-

mente por las ROS  (Sun et al. 2011)  donde en cultivos celulares se encontró 

que al bloquear la producción de especies reactivas de oxígeno mediadas por 

Nox4 encontraron una disminución en la actividad del receptor a la rianodina,  o 

el canal de calcio tipo L (Thomas et al. 1998), en donde con miocitos aisaldos 

encontraron un aumento en las corrientes del canal tipo L  cuando eran trata-

dos con H2O2 0.1 mM. 

 

 

Figura 26: Cambio en la señal transitoria de calcio debido 

al tratamiento con NAC 
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En cuanto al enlentecimiento de la fase de caída por el NAC, es posible que se 

tenga una activación deficiente de los mecanismos encargados de disminuir el 

calcio libre citosólico. Aunque las propiedades cinéticas de varios transportado-

res y amortiguadores de calcio no ha sido descritas en estas condiciones, 

Ginsburg et al. (2013) demostraron que la cinética del transportador NCX de-

pende de la velocidad de elevación del calcio intracelular (Figura 27). Si esta 

propiedad se extendiera a otros transportadores de calcio, se tendría una expli-

cación para mis observaciones pues al disminuir la liberación de calcio se ten-

dría una menor activación de los mecanismos encargados de la fase de caída y 

por lo tanto se tendrían los efectos cinéticos observados. 

 

El hecho de que  la velocidad de caída no aumente por la actividad física en los 

tratamientos con L-NAME sugiere que el óxido nítrico regula a la alza diversas 

proteínas relacionadas con esta fase. Experimentalmente se ha encontrado 

que por la vía del cGMP (que es dependiente del óxido nítrico) hay un aumento 

en las corrientes de NCX (Reppel et al. 2007), además de regular a la alza a la 

bomba SERCA (Zhang et al. 2002). 

 

Figura 27: Cinética de Activación de NCX dependiente del calcio intracelular en 

miocitos aislados de conejo según lo reportado en (Ginsburg et al. 2013) 
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5.5 Papel de las Especies Reactivas Sobre la Translocación del GLUT4 

 

En lo relativo a la señalización involucrada en la translocación del GLUT4 se ha 

propuesto a las proteínas de la familia TBC (que tienen la función la de activar 

proteínas G pequeñas (Fukuda 2011) y específicamente a las TBC1D1 y 

TBC1D4  (Cartee & Funai 2009).  La  TBC1D4 tiene motivos de posible regula-

ción redox en una zona donde existen varios sitios de fosforilación por Akt (Fu-

nai et al. 2009), algo que no se observó en TBC1D1. 

 

 

Por otro lado, el sitio de unión a caveolina  se encuentra entre los residuos 

[375-745]  en el caso de TBC1D1 y [450-800] en el caso de TBC1D4, aunque 

en algunos casos se han encontrado dominios de unión a caveolina en resi-

duos más próximos al carboxilo terminal, en esta parte de la proteína se en-

cuentran dominios PH y PTB (Cartee & Funai 2009),  por lo cual es posible que 

estos motivos de unión no se encuentren disponibles o que no tengan la afini-

dad suficiente para generar una interacción. 

 

 

Figura 28: Papel de las especies reactivas en la contracción del músculo esquelético 
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Dado que estas dos proteínas ejercen una regulación negativa sobre la translo-

cación del GLUT4 (Sáinz et al. 2012) el mecanismo por el cual las especies 

reactivas de oxígeno podrían regular la translocación del GLUT4 es mediante la 

inactivación de TBC1D4 por las especies reactivas de oxígeno y por una inter-

acción entre TBC1D1 con caveolina inhibiendo su actividad de GAP. 
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6 Conclusiones 

A partir de los resultados obtenidos y de lo expuesto anteriormente se puede 

concluir de mi trabajo de tesis que: 

 

• La actividad física promueve un aumento en la translocación del 

GLUT4 a la membrana plasmática que  depende de las especies 

reactivas de oxígeno. 

 

• No se encontraron diferencias significativas en el GLUT4 de la 

membrana plasmática ni en la fracción microsomal por acción del L-

NAME (tanto en condiciones basales como de ejercicio). 

 

• La sintasa del óxido nítrico posiblemente contribuye a la  

producción de especies reactivas de oxígeno, probablemente debido a 

un desacople en la síntesis del óxido nítrico. 

 

• La producción de especies reactivas de oxígeno asociadas a la 

actividad física da lugar a que los transitorios de calcio,  generados por 

potenciales de acción, sean más breves, así como a un aumento de su 

velocidad de caída, lo cual indica una modulación por los ROS de los 

mecanismos que disminuyen el calcio intracelular en esas condiciones  

 

• Esta es la primera demostración IN VIVO de la acción de las 

especies reactivas de oxígeno en la translocación del GLUT4 por el 

ejercicio. 
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7 Perspectivas 

La translocación del GLUT4 es un proceso que se encuentra alterado debido al 

desarrollo de la diabetes tipo 2. El desarrollo de esta enfermedad se ha asocia-

do a la ingesta de alimentos de alto contenido calórico  (Hancock et al. 2008). 

Sin embargo, diversos estudios clínicos han encontrado que no todas las per-

sonas que desarrollan síndrome metabólico (estadio anterior al desarrollo de la 

diabetes tipo 2 (Wilson et al. 2005) contraen diabetes tipo 2 (Lorenzo et al. 

2003). 

 

Esto  podría deberse a la diferencia en la expresión de proteínas reguladoras 

como TBC1D1 o TBC1D4 (Moltke et al. 2014). Estas proteínas además de re-

gular la translocación del GLUT4 (Fukuda 2011)  también regulan la transloca-

ción de diversas proteínas integrales de membrana, entre las que se encuen-

tran la CD36  (un transportador de ácidos grasos) y la bomba de sodio y pota-

sio, ambas se translocan a la membrana plasmática por la acción de la insulina 

y la actividad física. . Pudiera entonces suceder que el desarrollo de la diabetes 

tipo 2 no se deba únicamente a la mala translocación del GLUT4,  como ha 

sido expuesto por (Katz et al. 1995) quienes encontraron  en un modelo de ra-

tón transgénico en el cual se eliminó la expresión de GLUT4 en el musculo es-

quelético y en adipocitos,  se mantiene la glucemia en valores casi normales 

pero se trastorna importantemente el metabolismo de la glucosa celular así 

como  el metabolismo de los lípidos. 

 

Sin embargo en la literatura se han encontrado diversos estímulos que desen-

cadenan  la translocación del GLUT4, entre los que se encuentran la insulina 

(Lizcano & Alessi 2002), la actividad física (Terada et al. 2001), y el choque os-

mótico (Chen et al. 1997). Cuando cultivos celulares de adipositos  fueron tra-

tados con soluciones  hipertónicas,  la translocación del GLUT4 aumentó. Esto 

es posiblemente un mecanismo compensatorio a la deformación que sufre la 

célula. Mientras que en músculo esquelético el choque osmótico provoca la 

pérdida del sistema de tubulos t (Sakai et al. 1971), lo que provoca la pérdida 

de la excitabilidad del músculo esquelético (Guo et al. 2013).   
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Si en las vesículas que contienen GLUT4 se encuentra co-localizada otra pro-

teína que es translocada en respuesta al choque osmótico es posible que debi-

do a una exposición prolongada a un choque osmótico, esta proteína se trans-

loque a la membrana de forma permanente y que se apaguen otros mecanis-

mos que la co transloquen como la insulina.

 

Figura 29: Mecanismo maladaptativo propuesto 
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