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ABREVIATURAS 

 

[Ca2+]i  Concentración de calcio intracelular 

aa  Aminoácidos 

Ach  Acetilcolina  

Actina-F Actina filamentosa  

Actina-G Actina globular  

ADP  Adenosin difosfato 

AMP  Adenosin monofosfato 

AP  Proteína activadora  

ATP  Adenosin trifosfato 
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Ca2+  Ion calcio 

CaM Calmodulina 

cAMP  Adenosin monofosfato cíclico 

Cav1.1  Canales de calcio dependientes de voltaje 

CBX Carbenoxolona 

CCh Carbacol 

Cfos  Genes tempranos inmediatos 

CSQ  Calsecuestrina 

DAG  Diacilglicerol 

DHPR  Receptores de dihidropiridinas 

DNA Ácido desoxirribonucleico 

DTT Ditiotreitol 

Dy Dynasore 

ECC  Entrada capacitativa de calcio 

ECC  Acoplamiento excitación-contracción  

ECCE  Entrada de calcio acoplada a la excitación (Excitation coupled calcium entry) 

EGF: Factor de crecimiento epidérmico 

EGTA Ácido etilen glicol-bis(2-aminoetiléter)-N,N,N′,N’-tetraacético  

ETC  Acoplamiento excitación-transcripción 

FAK  Quinasa de adhesión focal 

FBS Suero fetal bovino 
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FGF  Factor de crecimiento de fibroblastos 

Fura-2 AM Fura-2 acetoximetil éster  

gp130  Receptor de tirosina quinasa gp130 

GTPasa Guanosina trifosfatasas 

H+  Ion hidrogeno  

HRP Peroxidasa de rábano 

HVA  Canales de alto umbral de activación 

IFN  Interferón  

IL-6  Interleucina 6 

IL-6Rα Proteína alfa del receptor soluble de IL-6 

IP3  Inositol 1,4,5-trifosfato 

IP3R  Receptor del Inositol 1,4,5-trifosfato 

IRF1  Factor regulador 1 de IFN 

JAK2  Janus cinasas 2 citoplasmática 

K+  Ion potasio 

KR Mn2+ Solución Krebs-Ringer con manganeso 

KR  Solución Krebs-Ringer  

LRS  Retículo sarcoplásmico longitudinal 
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NCX  Intercambiador Na+/Ca2+ 

NO  Óxido nítrico 

ON Durante toda la noche (over night) 

Panx  Panexina 

PBS Tampón fosfato salino 
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PCR Reacción en cadena de la polimerasa 

PDGF-A Factor de crecimiento derivado de plaquetas 

PFA Paraformaldehído 

PI3K  Fosfatidilinositol 3-quinasa 

PLC  Fosfolipasa C 
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RESUMEN 

 

El músculo esquelético libera durante su activación diversas citoquinas y factores 

endocrinos colectivamente denominados mioquinas o miocinas. Las miocinas se 

consideran el factor mediador de los efectos de la actividad física sobre otros tejidos como 

tejido graso, hueso o sistema nervioso. La IL-6 es una de las principales miocinas debido 

a sus efectos reguladores sobre metabolismo, reacción inflamatoria, proliferación celular 

y respuesta inmunológica. El objetivo inicial de esta tesis era estudiar el efecto del 

envejecimiento sobre la liberación de IL-6 y la señal de Ca2+ usando cultivos celulares 

primarios preparados a partir de células madre musculares de humanos de diferentes 

edades. Como objetivos secundarios establecimos investigar en estos cultivos el papel de 

la señal de Ca2+ en la secreción de IL-6 en respuesta a ATP y la presencia de sistemas de 

autorregulación de IL-6, y estudiar en fibras musculares adultas el papel del potencial de 

membrana en la entada de Ca2+ acoplada a la excitación. Los resultados muestran que el 

envejecimiento no produce cambios significativos en la secreción de IL-6 en respuesta a 

varios agonistas en cultivos primarios. Sin embargo, la edad del donante reduce la entrada 

capacitativa de Ca2+ y la participación de los canales Cav1.x en la movilización de Ca2+ por 

ATP y despolarización, probablemente por cambios en su acoplamiento con otros 

elementos reguladores de esta vía como depósitos intracelulares de calcio o el canal de 

panexina 1. Adicionalmente, hemos encontrado que el potencial de membrana tiene un 

efecto modulador sobre la entrada de Ca2+ acoplada a excitación en fibras musculares 

adultas. Acerca de los mecanismos de secreción, nuestros datos muestran que la 

secreción de IL-6 en respuesta a ATP necesita movilización de Ca2+, incluyendo liberación 

desde depósitos intracelulares y entrada de Ca2+ mediante canales capacitativos y de 

voltaje (limitante en este caso los canales T). La señal de Ca2+ actúa mediante la vía 

calmodulina/calcineurina, y actúa en la fase postranscripcional. Además, hemos 

demostrado que la propia IL-6 ejerce un efecto de retroalimentación que necesita 

receptores IL-6R, endocitosis y vesículas de endocitosis acídicas. En conclusión, nuestros 

resultados sugieren que el envejecimiento de las células madre musculares humanas 

activa un programa de envejecimiento que puede modificar la funcionalidad de su 

progenie celular. La secreción de IL-6 en respuesta a ATP es un mecanismo complejo que 

incluye movilización de Ca2+ y un mecanismo autocrino mediado por el compartimento 

endocítico de la célula. 

 

Palabras clave 

Céluls musculares esqueléticas, cultivos de células musculares, IL-6, envejecimiento, 

señales de Ca2+, canales de Ca2+, Cav1.x 
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SUMMARY 

 

Upon activation, the skeletal muscle multiple cytokines and endocrine factors, collectively 

termed myokines. Myokines are considered the mediator of the effects of the physical 

activity on other tissues, such as lipid stores, bone o nervous system. IL-6 is one of the 

most important myokines due to its regulatory effects on metabolism, inflammatory 

processes, cell proliferation and immune response. The initial aim of this thesis was to 

study the effect of aging on the IL-6 secretion and the Ca2+ signal in primary cell cultures 

prepared from adult stem cells obtained from human individuals of different ages. As 

secondary objectives we established to investigate in these cultures the role of the Ca2+ 

signal in the ATP-evoked IL-6 secretion and the presence of feedback regulatory 

mechanisms by IL-6, and to study in adult muscle fibers the role of the membrane 

potential on the excitation coupled calcium entry. Our results show that aging does not 

indice significant changes in the IL-6 secretion induced by several agonists in the primary 

cultures. However, the age of the donor reduces the capitative Ca2+ entry and the 

contribution of Cav1.x channels to the ATP- and depolarization-induced Ca2+ mobilization, 

probably due to changes in the coupling to other elements of this pathway, such as 

intracellular calcium pools or pannexin 1 channels. In addition, we have found that 

membrane potential has a modulatory effect on the excitation coupled calcium entry in 

adult muscle fibers. Regarding the secretory mechanisms, our data show that ATP-

induced IL-6 secretion requires Ca2+mobilization, involving release from internal calcium 

pools and Ca2+ entry through capacitative channels and voltage Ca2+ operated channels 

(limiting in the case of T type channels). Ca2+ signal operates through the 

calmodulin/calcineurin pathway at a posttranscriptional step. Also, we have shown that 

IL-6 operates a positive feedback loop involving IL-6R receptors, endocytosis and acidic 

endocytic vesicles. In conclusion, our results suggest that aging of human adult muscle 

stem cells activate an aging program that can modify the functionality of the cellular 

progeny. The secretion of IL-6 in response to ATP is a complex mechanism involving 

calcium mobilization and autocrine loop mediated by the endocytic compartment of the 

cell. 

 

Keywords 

Skeletal muscle cells, muscle cells culture, IL-6, aging, Ca2+ signals, calcium channels, Cav1.x  
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MÚSCULO ESQUELÉTICO 

El músculo esquelético es un órgano altamente dinámico responsable de la 

locomoción, la postura corporal y la ventilación pulmonar, siendo además fuente de calor 

corporal y uno de los principales tejidos en la homeostasis metabólica. Destaca por 

presentar una gran especialización estructural y una alta plasticidad. En los seres 

humanos, el músculo esquelético comprende aproximadamente el 40 % del peso corporal 

total y contiene un 50-75% del total de proteínas del cuerpo. Está compuesto 

principalmente por agua (75 %), proteínas (20 %) y otras sustancias, como sales 

inorgánicas, minerales, grasas y carbohidratos (5 %). La masa muscular tiene una 

dependencia directa del equilibrio existente entre síntesis y la degradación proteica. Este 

equilibrio se rige por el estado nutricional, niveles hormonales, actividad física y 

enfermedades entre los factores más destacables (Frontera and Ochala, 2014). 

La contracción muscular, como función básica de este tejido, confiere un papel 

principal a la conversión de energía química en energía mecánica para generar fuerza, 

explicando la importancia del músculo esquelético en el metabolismo energético (Wolfe, 

2006). Además, la investigación en las dos últimas décadas ha revelado su función como 

un órgano endocrino, capaz de producir y secretar una larga lista de mensajeros 

intercelulares denominados miocinas (Benatti and Pedersen, 2015). Estas miocinas 

liberadas median efectos metabólicos y antiinflamatorios contribuyendo así a participar 

en los efectos preventivos de la actividad física contra diversas enfermedades crónicas. 

Esta función endócrina del músculo es descrita de forma detallada en el apartado de 

miocinas. 

El músculo esquelético está compuesto por haces de células o fibras musculares 

(miofibras) denominados fascículos y delimitados por tejido conectivo denominado 

perimisio. Los grupos de fascículos forman cada músculo como unidad anatómica, está 

rodeado por una capa conectiva conocida como epimisio (Javan et al., 2013; Lieber, 2009) 

(Figura 1). Las fibras musculares contienen en su citosol una gran cantidad de filamentos 

proteicos de estructura repetitiva estriada, denominados miofibrillas, que al deslizarse 

unos sobre otros se acortan para producir la contracción muscular. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6916202/?report=reader#wsbm1462-bib-0244
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Figura 1. Estructura y niveles de organización del músculo esquelético. 

 

La membrana plasmática de cada fibra muscular, denominada sarcolema, está 

asociada a un complejo de varias proteínas conectado físicamente a las miofibrillas o 

miofilamentos, particularmente a la proteína actina presente en el filamento delgado. La 

ausencia (parcial o completa) o la disfunción de una de estas proteínas puede provocar 

daño al sarcolema, debilidad muscular y atrofia (Thomas et al., 2013). Las fibras 

musculares son células multinucleadas; cada núcleo tiene control sobre la síntesis proteica 

de la zona donde se encuentre su fibra muscular ubicada, conociéndose estas regiones 

como dominios nucleares (Hikida et al.,2011). 

El tamaño del músculo viene dado por el número de fibras musculares 

individuales y las dimensiones que estas posean (Javan et al., 2013). Para que el músculo 

esquelético tenga un crecimiento y una regeneración muscular óptima existen unas 

células encargadas de ello, las células satélite. Estas células se ubican entre el sarcolema y 

la lámina basal que lo rodea (Hikida et al.,2011; Macaluso and Myburgh, 2012). Se 

encuentran inactivas para evitar un crecimiento incontrolado; cuando existe una situación 

de estrés o el músculo sufre algún tipo de lesión son activadas por factores miogénicos, 

éstas comienzan a proliferar y diferenciar dependiendo de los requerimientos del músculo 

en base a un crecimiento o reparación (Bareja et al., 2014). 

La resistencia mecánica de la fibra muscular a los esfuerzos repetidos de 

contracción y relajación se debe al citoesqueleto. El citoesqueleto muscular es un 

entramado de proteínas complejo el cual funciona como un “andamio” estructural y base 

de apoyo para los miofilamentos contráctiles del músculo. El citoesqueleto incluye una 

red subsarcolemal, un sistema de conexión transversal con esta red y un complejo proteico 

que conecta los extremos de las miofibrillas con los pliegues del sarcolema (Mukund and 

Subramaniam, 2020). 
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Proteínas Musculares 

Una fibra muscular está compuesta, en su mayoría, por diferentes tipos de proteínas 

(citoesqueléticas, reguladoras y contráctiles) y por el sarcolema, no superando este el 10% 

de la totalidad (Gelfi et al., 2011). Cada fibra muscular puede contener miles de miofibrillas 

constituidas por miles de miofilamentos proteicos cuya función es la contracción muscular. 

Los miofilamentos más abundantes en el músculo esquelético son la actina y la miosina, 

que comprenden aproximadamente el 70-80 % del contenido total de proteínas de una 

sola fibra (Ottenheijm et al.,2010). Cabe destacar por su relevancia funcional la presencia 

de diversas proteínas reguladoras, especialmente el complejo troponina-tropomiosina, 

que está asociado a la actina y es fundamental, junto a la miosina, para el proceso de la 

contracción muscular (Monroy et al., 2012). Parte de estas proteínas contribuyen a la 

integridad del sarcómero, pudiendo ser relevantes para el ensamblaje de miofibrillas y la 

señalización celular.   

 

Orgánulos  

En el sarcoplasma o citosol de las fibras musculares encontramos una serie de 

orgánulos cuyo número varía dependiendo del tipo de fibra. Como orgánulo característico 

de este tipo celular destacan los túbulos transversos o túbulos T, implicados en la 

conducción del potencial de acción al interior celular. Los túbulos T parten del sarcolema, 

con la luz en contacto con el exterior de la célula, y penetran en el cuerpo de la fibra 

muscular formando una red que asegura que la excitación se extienda uniformemente por 

toda la fibra (Jayasinghe and Launikonis, 2013; Kerr et al., 2014).  

Morfológicamente, el retículo sarcoplásmico (RS) es un sistema de membranas 
intracelulares que rodea a las miofibrillas del músculo formando una cisterna donde se 
almacena el Ca2+. El RS se encuentra dividido en compartimentos que, junto al túbulo 
transverso T en el músculo esquelético, forma una serie de estructuras denominadas 
tríadas o RS de unión (JRS) (Franzini-Amstrong et al., 2005; Van, 1979). En dichas uniones 
triádicas, cuando las fibras musculares son sometidas a un estímulo, se da la liberación de 
Ca2+ por el RS en respuesta a la despolarización del túbulo transverso T (Franzini-Amstrong 
et al., 1970).  

Las mitocondrias también forman parte de los organelos del músculo esqueléticos. 

Generan la energía necesaria para distintas funciones musculares. Estas mitocondrias 

tienen diversas localizaciones, como zonas próximas del sarcolema o espacio 

intermiofibrilar (Dahl et al., 2014).  

 

Heterogeneidad del musculo esquelético. Tipos de fibras musculares 

El músculo esquelético se caracteriza por presentar una gran heterogeneidad 

fruto de la variabilidad que presentan las fibras musculares. La presencia de fibras con 

diferentes propiedades y características en un mismo músculo refleja una adaptación a 

diferentes patrones de actividad. La existencia de fibras funcionalmente diversas otorga al 

músculo la capacidad de adaptarse no solo a actividades con diferentes demandas 
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metabólicas y mecánicas, sino a otros procesos como envejecimiento, inactividad o 

enfermedad (Lui et al., 2012). 

Las fibras musculares se clasifican según diferentes criterios siendo los más 

destacables el color que presenten las fibras (rojas o blancas), las propiedades contráctiles 

de las unidades motoras en respuesta a la estimulación eléctrica, velocidad de 

acortamiento (rápida o lenta), predominio de ciertas vías metabólicas o enzimáticas 

(oxidativa o glucolítica), grado de fatigabilidad frente a un estímulo sostenido en el tiempo 

(fatigable o resistente a la fatiga), movilidad del Ca2+ por parte del retículo sarcoplásmico 

(rápido o lento) y expresión de isoformas de proteínas entre otras características. Se 

correlaciona la velocidad de contracción con el desarrollo del retículo, mientras que la 

tolerancia a la fatiga y capacidad oxidativa se encuentra relacionado con el contenido 

mitocondrial en el músculo (Galpin et al., 2012). 

Existen dos tipos de fibras principales las que predominan en el músculo 

esquelético, las fibras de contracción lenta (Tipo I) y fibras de contracción rápida (Tipo II); 

a su vez esos dos tipos contienen los subtipos IIA, IIB y IIX. Se reconoce que el patrón de 

especialización de las fibras de tipo II depende de los patrones de expresión de las 

isoformas de las cadenas pesadas de miosina durante la histogénesis (Exeter and Connell, 

2010). 

Se han encontrado múltiples diferencias a nivel fenotípico y fisiológico entre las 

fibras de contracción lenta o tipo I y las fibras de contracción rápida o tipo II. A nivel 

fenotípico, las fibras lentas se encuentran altamente vascularizadas, con una gran cantidad 

de mitocondrias y exhiben un alto contenido de enzimas mitocondriales y oxidativas con 

baja actividad glucolítica. Estas fibras tienen como característica principal la resistencia a 

la fatiga y su dependencia del metabolismo oxidativo para la obtención de la energía. Las 

diferencias son notorias con respecto a las fibras rápidas ya que estas presentan tiempos 

de contracción más rápidos, no poseen esta resistencia a la fatiga y destacan por tener 

una alta capacidad glucolítica que garantiza una generación adecuada de ATP para 

compensar la tasa acelerada de la hidrólisis de este compuesto (Mukund and 

Subramaniam, 2020). 

Si se valora a estas fibras desde el punto de vista fisiológico, las diferencias entre 

los músculos de contracción rápida y lenta se basa principalmente en la cinética del calcio, 

mecanismos de entrada capacitativa de Ca2+ (ECC) y actividad motora.  

Las fibras rápidas permiten la generación de señales transitorias de calcio 

(elevaciones en la concentración de Ca2+ citosólico) de forma rápida y amplia con escasa 

entrada de Ca2+ desde el espacio extracelular y una mayor abundancia de canales de 

rianodina (RyR) y Ca2+ ATPasa de retículo sarcoendoplasmático (SERCA) (Reggiani and 

Kronnie, 2006). Estas fibras están dotadas de una maquinaria contráctil fuerte y presentan 

una rápida velocidad de acortamiento sarcomérico y una mayor potencia mecánica. Estas 

fibras difieren mucho con las lentas, puesto que presentan una contracción mucho más 

lenta, generan menor potencia mecánica con menor gasto de ATP (Rivero et al., 1998). 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6916202/?report=reader#wsbm1462-bib-0346
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FORMACIÓN DEL MÚSCULO ESQUELÉTICO 

El músculo esquelético se forma a partir de células precursoras del mesodermo 

paraxial. Deriva de los somitas los cuales se forman durante el desarrollo embrionario 

temprano en una secuencia rostrocaudal a lo largo del tubo neural y la notocorda (Christ 

and Ordahl, 1995). Los tejidos que componen el músculo esquelético, a pesar de tener 

diferentes orígenes anatómicos, se caracterizan por presentar una homogeneidad a nivel 

molecular, celular e histológico (Flück and Hoppeler, 2003).  

La diferenciación de los músculos depende de señales basadas en los genes Panx-

3 y Panx-7 seguida de activación de los factores de transcripción miogénicos (MRF) como 

MyoD y Myf-5 (Mok et al., 2011). Las células miogénicas que expresan Myf5 y MyoD se 

denominan mioblastos (Shi and Garry, 2006). La regulación de los MRF secundarios (MRF-

4 y miogenina) induce la diferenciación terminal de los mioblastos en miocitos los cuales 

también expresan genes importantes para las células musculares, como la cadena pesada 

de miosina (MHC) y la creatina quinasa muscular (MCK).  

La familia MyoD desempeña un papel fundamental en la formación de mioblastos 

siendo demostrado a través de estudios en mutantes dobles Myf5/MyoD, en los que se 

corroboró que en ausencia de este factor miogénico no se forma el músculo esquelético 

debido a la ausencia de mioblastos precursores. También se demostró que la ausencia de 

esos factores conlleva a que las células somitas que darían lugar a mioblastos no se 

ubiquen de manera correcta en los sitios de miogénesis y adopten otros destinos celulares 

(Tajbakhsh et al. 1996); esto pone de manifiesto la importancia de MyoD en la formación 

del músculo esquelético (Rudnicki et al. 1993). Otros factores implicados en la 

diferenciación de los mioblastos en células musculares son Mrf4 y miogenina (Black & 

Olson, 1998). 

Durante este periodo de la miogénesis, el cual se desarrollará posteriormente, se 

establece un compromiso de las células progenitoras mesodérmicas con la formación del 

músculo esquelético dándose una diferenciación celular seguida de una migración, fusión 

de mioblastos y maduración de las fibras esqueléticas formadas (Buckingham et al., 2003). 

Los mioblastos comprenden poblaciones celulares heterogéneas pudiéndose 

apreciar desde las primeras etapas del desarrollo muscular. Existen diversos aspectos que 

marcan esta heterogeneidad siendo los más destacables el origen embrionario de los 

músculos, la existencia de sucesivas oleadas de formación de fibras musculares dando 

lugar a fibras de generación primaria y secundaria y la distinción temprana de mioblastos 

de tipo rápido y lento (Schiaffino and Reggiani, 1996). 

Durante la fase tardía de la miogénesis embrionaria, una población de células 

progenitoras o precursoras miogénicas no logra diferenciarse y permanece fuertemente 

asociada a las miofibras como células satélite, que permanecen en un estado 

indiferenciado inactivo (Chargé and Rudnicki, 2004; Lehka and Rędowicz, 2020). 

La activación de células satélite inactivas y su posterior proliferación y 

diferenciación tiene como resultado una población competente de mioblastos (Weintraub 

et al., 1991; Campion, 1984). Estos mioblastos maduros a través de procesos de migración, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1571050/?report=reader#b5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1571050/?report=reader#b5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1571050/?report=reader#b43
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1571050/?report=reader#b37
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1571050/?report=reader#b2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1571050/?report=reader#b2
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elongación, reconocimiento mioblasto-mioblasto, mioblasto-miotubo y, fusión de 

membranas dan lugar a la fusión y formación de miotubos maduros. 

Diversos estudios proteómicos del desarrollo del músculo esquelético han 

mostrado la importancia del cambio de proteínas durante la diferenciación de mioblastos, 

la formación de miotubos y el crecimiento muscular. Estudios en roedores han esclarecido 

que la conversión de mioblastos a miocitos está asociada con una mayor expresión de 

todas las principales proteínas contráctiles incluidas α-actina, actina F, tropomiosina, 

troponina, miosina pesada rápida y lenta (MHC) y miosina ligera (MLC) (Tannu et al., 2004; 

Kislinger et al., 2005; Gonnet et al., 2008; Henningsen et al., 2010). 

Después de la maduración, las unidades motoras adultas siguen siendo muy 

plásticas y su composición proteica puede verse influida por diversos factores como los 

niveles de actividad neuromuscular, cambios crónicos en los patrones de inervación, 

diversos tipos de entrenamiento, denervación, lesiones o envejecimiento natural entre 

otros. 

 

Células satélite 

Las células satélite son células miógenas mononucleadas inactivas ubicadas 

dentro de la lámina basal que rodea las miofibras individuales, entre la membrana basal y 

la membrana plasmática de la fibra muscular. Destacan por garantizar la homeostasis y 

por ser iniciadoras y partícipes de procesos de reparación de tejidos tras daños en él (Feige 

et al., 2018). Esta población celular es heterogénea y difiere tanto en los patrones de 

expresión que presentan como en el potencial de diferenciación miogénica (Kuang et al., 

2007).  

Desde el punto de vista morfológico, este tipo celular posee un abundante 

citoplasma, un pequeño núcleo con una alta cantidad de heterocromatina y un contenido 

reducido de orgánulos; esta morfología refleja su baja actividad tanto mitótica como 

transcripcional (Chargé and Rudnicki, 2004). Las células satélite no se encuentran en toda 

la extensión del músculo por igual, dándose un contenido mucho mayor cerca de las fibras 

musculares lentas en comparación con las fibras musculares rápidas dentro del mismo 

músculo; también está presente de forma más abundante en uniones neuromusculares 

debido a los requerimientos que presentan.  

Las células satélites aparecen como población durante la semana diez a catorce 

del desarrollo de las extremidades humanas. Diversos resultados experimentales avalan 

la importancia del papel de los genes Pax3 y Pax7 en la especificación de células 

progenitoras al linaje de células satélite (Wagers and Conboy, 2005), aunque aún no 

existen evidencias con el suficiente peso para aclarar si dichos genes contribuyen solo a la 

especificación o también a la supervivencia de los progenitores de células satélite (Zammit 

et al., 2004). 

El músculo esquelético tiene la capacidad de regenerarse llevando a cabo una 

reparación completa del mismo, pudiéndose dar este proceso de forma repetida a lo largo 

del tiempo. Las células satélites poseen la capacidad de regenerarse repetidamente 
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proporcionando al músculo esquelético los componentes necesarios para la reparación y 

reconstrucción de zonas dañadas como de renovarse después de cada proceso 

regenerativo.   

La regeneración muscular es un proceso altamente organizado el cual que implica 

la activación y migración de las células satélite al lugar de la lesión, su proliferación y 

diferenciación en fibras musculares. Los eventos de migración y proliferación en la zona 

donde se ubica la lesión están impulsados por quimioatrayentes, principalmente factores 

de crecimiento como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el factor de 

crecimiento de fibroblastos, el factor de crecimiento de insulina, y el factor de crecimiento 

de hepatocitos. También son importantes patrones moleculares asociados a daño (Hindi 

and Kumar, 2016; Lotze et al., 2007) y citocinas como TNFα y TGFβ, liberadas por las 

células residentes e inflamatorias infiltrantes (Allen and Boxhorn, 1989; Christov et 

al., 2007; Sheehan and Allen, 1999; Tidball and Villalta, 2010).  

Para este proceso de regeneración también se requieren estructuras de unión 

intercelular que promuevan la adhesión entre células y regulen la arquitectura del 

citoesqueleto intracelular. Las moléculas encargadas de esta regeneración son la M-

cadherina y M-calpaína. La M-cadherina es una molécula de adhesión intracelular 

dependiente de Ca2+ que se expresa en las células del músculo esquelético y en los 

mioblastos, aumentando su expresión en las células satélite activadas después de una 

lesión (Charlton et al., 1997). Está implicada en el desarrollo del músculo esquelético, 

particularmente en la fusión de mioblastos en miotubos durante la miogénesis 

embrionaria y la regeneración muscular (Kaufmann et al., 1999). Por el contrario, M-

calpaína está implicada en la reorganización la arquitectura del citoesqueleto durante la 

fusión de mioblastos, siendo una proteasa intracelular no lisosomal dependiente de Ca2+ 

y precursora de modificaciones en la organización de la membrana y el citoesqueleto para 

la fusión de mioblastos (Dourdin et al., 1999).  

Las células satélite musculares se consideraron la única fuente de células 

miogénicas en la reparación muscular. Actualmente, existen evidencias que corroboran la 

existencia de células madre multipotenciales en varios tejidos adultos, estando 

predeterminadas a un linaje especifico aquellas células madre que son específicas de un 

determinado tejido. Las células progenitoras aisladas de la médula ósea, la musculatura 

adulta, el compartimento neuronal y diversos tejidos mesenquimales pueden 

diferenciarse en el linaje miogénico (Ferrari et al., 1998; Galli et al., 2000; Young et al., 

2001; Labarge and Blau, 2002; Qu-petersen et al., 2002; Karalaki et al., 2009) 

Se ha propuesto que la vía JAK-STAT, activada por diversas citocinas, tiene un papel 

central en la diferenciación miogénica temprana (Wang et al.,2008) y en la proliferación y 

diferenciación de células satélite (Doles and Olwin, 2014). Durante la regeneración, una 

parte de células satélite tiene la capacidad de inactivarse para mantener la reserva celular; 

existen evidencias de que STAT3 modula el potencial de autorrenovación de las células 

satélites durante la regeneración muscular (Zhu et al., 2016). STAT3 también estaría 

relacionado con la proliferación de estas células de una manera dependiente de IL-6 tras 

la lesión (Toth et al., 2011). p38MAPK participa como un modulador el cual promueve la 

miogénesis a través de la regulación de la activación de MRF (Lluís et al., 2006).  
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En cuanto a su capacidad de autorrenovación existen diversas hipótesis, siendo la 
división asimétrica la hipótesis más aceptada de mantenimiento del conjunto de células 
satélite. Dicha hipótesis mantiene que las células satélite se dividen asimétricamente 
durante la fase de la mitosis dando lugar a dos células hijas con características y 
funcionalidad muy diferente. La división asimétrica tiene lugar cuando es reconocida una 
lesión o cuando ocurre una interacción con células inflamatorias; posteriormente las 
células satélites ingresan al ciclo celular e inician la proliferación y diferenciación. Una 
parte de las células satélites activadas se diferenciará en mioblastos para reponer las 
miofibras y reparar el tejido muscular en ocasiones puntuales, mientras que otras se 
autorrenovarán y regresarán al nicho para mantener una cantidad óptima de células 
madre inactivas (Zammit et al., 2006; Shinin et al., 2006). Estas células madre inactivas se 
denominan células satélite o quiescentes, las cuales se encuentran ubicadas debajo de la 
lámina basal. Estas células forman los reservorios del músculo esquelético para la 
renovación muscular y homeostasis del tejido o reparar el músculo en caso de lesión-
rotura (Schmalbruch and Lewis, 2000; Pellettieri and Alvarado, 2006). La exposición a 
diversas situaciones de estrés o daño muscular promueven una activación de las células 
satélite seguida de una división asimétrica para mantener un grupo de células satélite a 
través de la autorrenovación y, a su vez, generar una progenie de mioblastos 
comprometidos. El desencadenante de esta activación es el evento que controla la 
transición de quietud a proliferación celular (Puri and Sartorelli, 2000; Chargé et al., 2004). 
Estas células tienen la capacidad de proliferar y diferenciarse, dando lugar a mioblastos 
competentes, siendo necesarios para la formación de los miotubos a través de su fusión 
(Weintraub et al., 1991; Campion, 1984).  

La presencia de las células satélite se puede ver modificada con la edad. Los 

estudios respecto a este tema aún no han solucionado a todas las incógnitas. Se ha 

propuesto que puedan existir restricciones en la capacidad de autorrenovación de estas 

células, por lo que existiría un agotamiento de las reservas después de varias rondas de 

regeneración y esto contribuiría al deterioro clínico observado en los ancianos o en 

pacientes con miopatías (Chargé and Rudnicki, 2004; Chen and Goldhamer, 2003).  

 

Miogénesis  

Todos los músculos esqueléticos del cuerpo derivan de los somitas; a medida que 
el somita madura, las células progenitoras miogénicas quedan confinadas a la parte 
dorsolateral del somita, el dermomiotoma. En esta localización, las células miogénicas 
experimentan la miogénesis esquelética. Se define la miogénesis como el proceso 
determinación y formación de las células del tejido muscular (Biressi et al., 2007; 
Buckingham et al., 2003).  

Este evento se inicia en la embriogénesis donde se establece un patrón muscular 
básico y continua en el desarrollo fetal y neonatal, etapas que engloban el crecimiento y 
maduración del tejido muscular esquelético. La miogénesis no solo se experimenta en la 
etapa embrionaria, en el periodo adulto también existe una reparación de los tejidos tras 
una lesión por lo también se daría dicha etapa siendo la miogénesis adulta. 
Independientemente del tipo de miogénesis, se pueden distinguir cuatro fases: la 
activación de las células progenitoras, la proliferación de la población de células, la 
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diferenciación de estas en mioblastos y la fusión de mioblastos maduros para dar lugar a 
la formación de miotubos (Le Grand et al., 2007; Chargé and Rudnicki, 2004; Tajbakhsh et 
al., 2009). 

Como se ha citado anteriormente, las células satélite son aquellas células 
progenitoras maduras en estado quiescente que, tras su exposición a estrés o daño 
muscular proliferan y diferencia hasta desarrollar mioblastos competentes implicados en 
la reparación muscular (Schmalbruch and Lewis, 2000; Pellettieri and Alvarado, 2006; 
Weintraub et al., 1991; Campion, 1984). En esta etapa tienen lugar múltiples señales 
intracelulares entre las que destaca la síntesis de óxido nítrico; que promueve la liberación 
del factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) el cual activa las células satélite.  

Los factores de crecimiento secretados estimulan también la miogénesis, la cual 
se encuentra regulada por diversas moléculas efectoras destacando factores de 
crecimiento análogos a insulina (IGFs), factores de crecimiento de fibroblastos (FGF) y los 
factores de crecimiento transformantes-β (TGF-β). Existen múltiples evidencias que 
respaldan a FGF como inductor de la cascada de señalización MAPK promiogénica y MAPK 
p38α/β necesarias para la activación celular y la regulación del estado de reposo (Chargé 
and Rudnicki, 2004; Wozniak and Anderson, 2006; Takaesu et al., 2006). 

El potencial miogénico de las células satélite depende de la expresión de los genes 
pax, los factores reguladores miogénicos (MRF) como MyoD, Myf5, miogenina, MRF4 y 
las vías de señalización Wnt y Notch. Tras la activación, las células satélite necesitan 
factores de transcripción que inicien la proliferación siendo Pax3, Pax7, Myf5 y MyoD. La 
población de células ya activa abandonan su localización y se desplaza fuera de la lámina 
basal expresando simultáneamente Pax7 y MyoD. Ha sido demostrado que Pax3, Pax7 y 
MRF son necesarias tanto para la progresión de los mioblastos esqueléticos a través de la 
miogénesis como para el mantenimiento y autorrenovación de la población de células 
satélite; a diferencia del proceso de diferenciación, el cual se inicia con la regulación a la 
baja de Myf5 y, posteriormente, MyoD1 (Seale et al., 2000; Kuang et al., 2006; Yin et 
al., 2013; Feige et al., 2018). 

Durante el proceso de la división asimétrica de las células satélite, destaca el papel 

de la proteína de membrana Numb, que se segrega asimétricamente durante la mitosis 

previa a la diferenciación. Esta proteína deprime la vía de señalización Notch-1, la cual 

promueve la proliferación de células precursoras miogénicas. Se ha comprobado que bajos 

niveles de Numb en las células resultantes tras la división asimétrica pueden permitir la 

regulación positiva de la vía Notch-1 y dar lugar a una proliferación continua de las células 

satélite (Shinin et al., 2006; Conboy and Rando, 2002). Todo esto avala a Numb, Noch-1 y 

a la división asimétrica como responsables de la renovación de la población de células 

satélite.  

Posteriormente, estas células satélite proliferan hasta que se alcanza el óptimo; 
para esto los factores de transcripción miogenina y MyoD detienen el ciclo celular para 
iniciar la diferenciación de las células progenitoras en mioblastos. Destaca Pax7 como 
inductor de la proliferación de mioblastos y del retraso de la diferenciación mediante la 
regulación de MyoD (Zammit, 2006; Olguin et al., 2007).  
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Para la diferenciación de las células satélite  a mioblastos, se requiere la activación 
de tres familias de factores de transcripción: factor regulador miógeno (MRF), factor 
potenciador de miocitos 2 (MEF2) y el factor nuclear de células T activadas (NFAT). 
También es crucial las señales de Ca2+ para la activación de NFAT y MEF2 (Bentzinger et 
al. 2012). 

A diferencia de los genes Pax3 y Pax7, MyoD y Myf5 poseen funciones específicas 
claramente definidas en la biología de las células satélite. MyoD es necesario para el 
potencial de diferenciación de los mioblastos esqueléticos, al igual que su expresión junto 
a Pax7 frente a una lesión (Zammit et al., 2004; Sabourin et al., 1999; Cornelison et al., 
2000), mientras que Myf5 regula su tasa de proliferación y homeostasis (Gayraud-morel 
et al., 2007).  

En la última etapa se origina la fusión de mioblastos y origen de miotubos, los 
cuales a través de miogenina y MRF4 fusionan entre sí para dar lugar a las miofibras (Le 
Grand et al., 2007). Los factores de diferenciación miogenina y MRF4 no participan en el 
desarrollo o mantenimiento de las células satélite (Gayraud-morel et al., 2007), pero la 
inducción de miogenina es necesaria y suficiente para la formación de miotubos y 
fibras. Existen evidencias que sugieren que la ausencia de miogenina impide que los 
mioblastos esqueléticos contribuyan al crecimiento muscular posnatal (Knapp et al., 
2006). 

 

Formación de los miotubos  

El proceso de formación de miotubos se inicia con la fusión de los mioblastos 

formados tras la diferenciación de las células progenitoras o las células satélite. Podemos 

diferenciar dos fases. En la primera fase se produce la fusión mioblasto-mioblasto, propia 

del desarrollo embrionario, y que da lugar a células multinucleadas iniciales como paso 

previo a la formación de miotubos nacientes. Esta fase incluye la migración, adhesión y 

alargamiento de los mioblastos, el reconocimiento célula-célula y la posterior fusión de 

las membranas de los mioblastos, que da lugar a la formación de miotubos nacientes 

multinucleares los cuales, tras un proceso de diferenciación, dan lugar a miotubos 

maduros. Esta fase está altamente regulada por diferentes vías de señalización y multitud 

de genes para asegurar la formación de miotubos funcionales (Krauss et al., 2017; 

Brukman et al., 2019). 

En una segunda fase, presente tanto en el desarrollo embrionario como en el 

crecimiento muscular, los mioblastos se fusionan con miotubos ya formados, dando lugar 

a miotubos en crecimiento con un alto número de núcleos. La adición extra de células 

mononucleares hace que el miotubo en formación aumente su tamaño y contenido 

citoplasmático. Esta segunda etapa de crecimiento muscular engloba también un 

mantenimiento del músculo por lo que está presente a lo largo de toda la vida (Hindi et 

al., 2013). 

Volviendo a la migración de mioblastos, éstos forman grupos de células alargadas 

que se alinean para establecer contacto y reconocimiento entre sí. El desencadenamiento 
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de la migración depende de la dinámica del citoesqueleto y de moduladores positivos 

como interleucina 4, el receptor CD164, CCL5, PDGF-A (factor de crecimiento derivado de 

plaquetas), y FGF (factor de crecimiento de fibroblastos (Blanchoin et al., 2014; Corti et 

al., 2001; Bischoff, 1986). La familia Rho de guanosina trifosfatasas (GTPasas) es crucial en 

la reorganización del citoesqueleto y la activación de quinasas posteriores (Hindi et al., 

2013). 

El proceso de elongación engloba interacciones entre diferentes tipos de 

moléculas como enzimas remodeladoras de la matriz, proteínas citoesqueléticas e 

integrinas. Esta elongación colabora en el reconocimiento célula-célula de mioblastos en 

el que también participan proteínas trasmembrana como cadherinas N y M, caveolina-3, 

moléculas de adhesión de células neuronales y vasculares (CAM N y V) e integrinas clásicas 

(Willkomm and Bloch, 2015).  

Tras el reconocimiento mioblasto-mioblasto se produce la fusión de las 

membranas de mioblastos y la formación de un poro que permite la transferencia del 

citoplasma y el núcleo del mioblasto a la célula fundadora, siendo este evento el paso 

previo a la fusión total de mioblastos en la (Kim et al., 2015b). Estos mioblastos deben 

adherirse entre sí y deben fusionar las valvas de las membranas externas de ambos, dando 

como resultado una mezcla de lípidos y la formación de un tallo de membrana intermedio; 

este proceso es asistido por maquinarias de fusión proteica (Petrany et al., 2019). Aunque 

aún no se conocen muchos detalles de los mecanismos de este proceso, se ha descrito la 

participación de dos proteínas de fusión de mioblastos esenciales específicas del músculo, 

Myomaker y Myomerger (o Minion o Myomixer respectivamente) las cuales catalizan la 

reacción de fusión de membranas en los mioblastos. Estas proteínas son codificadas por 

los genes MTMK y MYMX respectivamente, con un alto nivel de expresión en mioblastos 

y miotubos (Millay et al., 2013; Quinn et al., 2017; Zhang et al., 2017). 

Una vez ocurre la fusión de membranas, existen proteínas que cooperan con las 

integrinas para llevar a cabo y controlar la fusión de mioblastos, encontrándose entre ellas 

la quinasa de adhesión focal (FAK), la cual modula moléculas esenciales para la regulación 

del citoesqueleto de actina, y las vías MAPK quinasa y Wnt implicadas en la fusión (Schaller 

et al., 2010; Hindi et al., 2013). Esta fusión también depende en gran medida de la 

concentración de iones Ca2+ intracelulares (Wakelam, 1985). 

 

CONTRACCIÓN DEL MÚSCULO ESQUELÉTICO 

El aumento de la concentración de Ca2+ intracelular es el desencadenante de la 

contracción muscular esquelética. En este apartado se describe tanto la composición 

fisiológica del aparato contráctil como los mecanismos que conducen a la contracción del 

músculo. Se evalúa el acoplamiento excitación-contracción (EC) siendo la secuencia de 

eventos que ocurren desde la generación de un potencial hasta la contracción muscular. 
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Aparato contráctil en el músculo esquelético 

El músculo esquelético se caracteriza una alta complejidad estructural reflejada 

en la heterogeneidad de proteínas a nivel molecular habiéndose identificado más de dos 

mil (Canepari et al., 2010). La organización de las proteínas contráctiles da lugar a la 

formación de las miofibrillas. El músculo esquelético destaca por presentar un sistema 

denominado actino-miosina constituido por actinas (Domínguez et al., 2011), troponina 

(Swartz et al.,2006), tropomiosina (Gunning et al.,2008), α-actinina (Ichinoseki-Sekine et 

al.,2012), nebulina (Pappas et al., 2011) y titina (Ottenheijm et al.,2010), proteínas 

auxiliares como la proteína de unión a miosina (Ackermann and Kontrogianni-

Konstantopoulos, 2011) y diversas isoformas proteicas de cadena ligera (MLC) y pesada 

(MHC) de miosina (MLC) entre otras (Pette and Staron, 2000). 

Las miofibrillas tienen una alta importancia fisiológica debido a que forman las 

unidades contráctiles básicas, situándose a lo largo del eje longitudinal de las células 

musculares (Clark et al., 2002). A lo largo de los miofilamentos su estructura se repite 

periódicamente en unidades denominadas sarcómeros. Los sarcómeros son las unidades 

funcionales más pequeñas de la fibra muscular, siendo la unidad contráctil básica del 

músculo esquelético. Cada sarcómero contiene filamentos gruesos y filamentos delgados, 

formados por proteínas que modulan las interacciones entre estos los dos tipos de 

filamentos y proteínas de estabilización de la posición de éstos dentro de la célula. El 

aspecto estriado del músculo esquelético se debe a la disposición de filamentos proteicos 

gruesos y finos que forman los sarcómeros.  

 

Figura 2. Complejo troponina-tropomiosina-actina 

 

Los filamentos gruesos tienen una longitud de 1.6 µm con un diámetro de 10-

12nm, están formados por unas 500 moléculas de miosina compactadas en subunidades 

enrolladas y proteínas de unión a miosina (MBP), las proteínas C (MBP-C), (MBP-H) y M 

(MBP-M). La miosina tiene una zona lineal alargada o cola, que permite la unión a otras 

moléculas de miosina, una zona de cuello y un extremo con dos dominios globulares o 

cabeza que protruyen del filamento formado por la aposición de múltiples moléculas de 

miosina. La cabeza contiene dominios de unión a la actina de los filamentos delgados y un 

sitio de unión a ATP, formando así el “puente cruzado” permitiendo que se dé el proceso 

de la contracción (Ohtsuki et al. 1986) (Epstein and Fischmxan,1991). La cabeza de miosina 

contiene dos cadenas pesadas (MHC) y dos pares de cadenas ligeras (MLC). Las cadenas 
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pesadas y ligeras están codificadas por familias multigénicas y comprenden varias 

isoformas. Las dos cadenas pesadas de miosina se entrelazan en el carboxilo terminal 

formando una “bobina” en espiral (Pette et al.,1980). Las cuatro cadenas ligeras de 

miosina están asociadas con las dos cabezas de miosina. Estas cadenas se dividen en un 

par de cadenas ligeras fosforilables y un par de cadenas ligeras alcalinas. Una subunidad 

de cadena ligera alcalina y una subunidad de cadena ligera fosforilable están asociadas 

con la región de cabeza de cada cadena pesada de miosina (Matsuda 1983) (Figura 4). 

Los filamentos delgados poseen una longitud de 1 µm y un diámetro entre 5-6nm. 

Están formados por cuatro proteínas: actina F, tropomiosina, troponina y nebulina. La 

actina F es una doble hebra enrollada en hélice. Cada hebra está formada por moléculas 

globulares individuales de actina-G; cada actina-G contiene un sitio de unión a los 

filamentos gruesos. Dos isoformas de la α-actina, α-actinina-2 y α -actinina-3, son los 

principales componentes estructurales de la línea Z sarcomérica en el músculo esquelético 

de los mamíferos. La nebulina se extiende a lo largo del filamento delgado como un único 

polipéptido desde el disco Z hasta el extremo libre del filamento delgado (Swartz et 

al.,2006; Gunning et al.,2008; Pappas et al., 2011; Ottenheijm et al.,2010; Wang and 

Wright, 1988).  

Los principales componentes de los filamentos delgados y pieza angular del 
proceso de la contracción son troponina y tropomiosina. La troponina es un complejo 
compuesto de tres subunidades siendo TnC, la subunidad de unión a Ca2+; TnI, la 
subunidad inhibidora; y TnT, la subunidad de unión a tropomiosina (Greaser et al., 1971; 
Greaser and Gergely, 1973; Greaser, 1971; Funchs, 1968; Ebashi, 1972; Ebashi et al., 1971). 
La tropomiosina también es una molécula de tres subunidades de unión; una subunidad, 
la cual forma con troponina un complejo que evita la interacción actina-miosina en 
condiciones de reposo; una segunda subunidad, la cual se une a actina-G; y por último, 
una tercera subunidad teniendo un receptor que une el ion calcio el cual está vacío en 
condiciones de reposo. Para que se dé el proceso de la contracción el complejo formado 
por troponina-tropomiosina debe cambiar de posición; este cambio es posible cuando se 
da la unión de Ca2+ al complejo exponiendo así los sitios activos de la actina-F. Cada dímero 
de tropomiosina abarca siete monómeros de actina, y cada complejo de troponina está 
asociado con una repetición de siete actinas (Domínguez et al., 2011; Swartz et al.,2006; 
Gunning et al.,2008; Schiaffino and Reggiani, 1996; Exeter and Connell, 2010) (Figura 2). 

La estriación que caracteriza al músculo esquelético se forma alternando bandas 

A (anisotrópicas) y bandas I (isotrópicas). Las bandas A están formadas por filamentos 

gruesos localizados en el centro del sarcómero y porciones de filamentos delgados. En 

estas bandas pueden diferenciarse distintas partes; la línea M, es la zona central de cada 

filamento grueso y zona H, contiene únicamente filamentos gruesos y es identificable 

sarcómeros en reposo.  Las bandas I se extiende desde una banda A de un sarcómero hasta 

la banda A del siguiente sarcómero. Estas bandas contienen filamentos delgados, pero no 

filamentos gruesos con líneas Z marcando los límites de los sarcómeros. La línea Z 

entrecruza los filamentos de actina antiparalelos en una disposición lateral regular y 

conecta sarcómeros repetitivos en la disposición lineal de la miofibrilla; están formadas 

por proteínas llamadas conectinas las cuales conectan entre sí filamentos delgados de 

sarcómeros adyacentes (Wang and Wright, 1988; Exeter and Connell,2010) (Figura 3). 
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Figura 3. Esquema de la organización de los sarcómeros en el músculo esquelético. 

 

Existen otras proteínas como las titinas, las cuales se extienden desde los 

extremos de los filamentos gruesos a los sitios de unión en la línea Z ayudando a soportar 

la tensión frente a un estiramiento del músculo (Ottenheijm et al.,2010). 

 

Figura 4. Estructura de la miosina. 

 

Mecanismo de contracción del músculo esquelético. Acoplamiento excitación-

contracción 

La contracción es posible gracias a la interacción entre las cabezas de miosina de 

los filamentos gruesos y moléculas de actina de los filamentos finos. Este proceso de unión 

se repite cíclicamente mientras se desliza el filamento de actina a lo largo del filamento 

de miosina, un mecanismo que se conoce como 'deslizamiento de los miofilamentos' o 

·ciclo de los puentes cruzados”. 

En condiciones de reposo el complejo de troponina-tropomiosina evita la 

contracción al entrelazarse alrededor de la actina y evitar que se una a los puntos de unión 

de las cabezas de miosina del filamento grueso, situado muy cerca de los filamentos finos 

de actina. Cuando aumenta la concentración de Ca2+ del citosol se une a la troponina del 

complejo y produce un cambio conformacional que expone los puntos de unión para 
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miosina presentes en las moléculas de actina, lo que permite la unión actina-miosina 

(Gunning et al., 2008) (Figura 5). 

Además de incrementos en la concentración de Ca2+, para que la contracción se 

pueda llevar a cabo es necesario ATP. Una vez unidas actina y miosina, aumenta la 

actividad ATPasa del dominio de unión de la cabeza de miosina. En presencia de ATP este 

dominio lo hidroliza en ADP + Pi y la energía química del enlace del ATP produce una 

flexión en la zona del cuello de la molécula de miosina, forzando el deslizamiento de los 

filamentos. A continuación, hay una momentánea separación de la unión actina-miosina, 

que volverán a unirse y repetir el ciclo mientras las concentraciones de Ca2+ y ATP sean las 

adecuadas.  

Para volver al estado basal basta con que disminuya la concentración citosólica de 

Ca2+. El principal factor en esta disminución en el músculo esquelético es la bomba de Ca2+ 

con actividad ATPasa localizada en la membrana del retículo sarcoplásmico o SERCA (será 

tratada más adelante). Al acumular Ca2+ en el retículo, la SERCA reduce la concentración 

de Ca2+ del citosol, lo que permite que el complejo troponina-tropomiosina recupere su 

conformación inicial, impidiendo la formación de nuevos enlaces actina-miosina (Gordon 

et al., 2000; Gunning et al., 2008). 

 

Figura 5. Mecanismo de contracción muscular a través del complejo troponina-tropomiosina-actina. 

 

Acoplamiento excitación contracción 

Cuando el músculo esquelético es activado por su motoneurona el sarcolema 

sufre una despolarización (excitación) que provoca, mediante mecanismos moleculares 

una contracción. La contracción es por tanto directamente dependiente de la excitación. 

Entendemos como acoplamiento excitación-contracción como la secuencia de eventos 
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que ocurren desde la generación de un potencial de acción en respuesta a un estímulo 

hasta la liberación de Ca2+ del retículo sarcoplásmico (RS) y la consiguiente contracción 

muscular. 

El sitio del acoplamiento electroquímico-mecánico es la tríada del músculo 

esquelético donde dos sistemas de membrana, los túbulos T del sarcolema y expansiones 

del retículo sarcoplásmico intracelular, entran en contacto (Sandow, 1952). En las tríadas 

un segmento de túbulos T se encuentra muy cercano a cisternas del retículo. En la 

membrana de los túbulos T se encuentran los receptores de dihidropiridinas (DHPR) o 

canales de calcio dependientes de voltaje (Cav1.1), los cuales actúan como sensor de 

voltaje cuando el potencial de acción alcanza esa zona del sarcolema. Esta despolarización 

produce un cambio conformacional y la activación de estos canales (Ríos and Pizarro, 

1991; Sánchez et al.,1978; Stanfield, 1977). Los Cav1.1 activados interactúan con los 

receptores de rianodina tipo 1 (RyR1) localizados en la cisterna terminal del retículo. Esta 

proteína es un canal de Ca2+ que, al abrirse, libera el Ca2+ contenido en el RS, 

incrementando así la concentración citosólica de Ca2+. La señal se origina en la subunidad 

α 1S de Cav1.1 y se transmite al dominio citoplasmático de RyR1 (Franzini-Amstrong, 1994; 

Berchtold, 2000; Ríos and Pizarro, 1991). En condiciones normales, los RyR1 acoplados 

Cav1.1 están apagados/bloqueados debido a la inhibición que ejerce Cav1.1 sobre receptor 

(Zhou et al.,2006). Cuando se activa el sensor de voltaje durante la despolarización 

desaparece ese bloqueo y se abre el canal RyR1. (Melzer et al., 1984).  

Los canales RyR1/ Ca2+ del músculo esquelético pueden también activados por 

elevadas concentraciones de Ca2+ intracelular (Meissner et al.,1986; Smith et al.,1986). 

Alternativamente, la interacción funcional entre Cav1.1 y RyR1 podría estar mediada por 

proteínas de la tríada accesoria. Existe una subunidad auxiliar Cavβ1a, que al igual que la 

subunidad central Cav1.α1S y RyR1, es esencial para la función del músculo esquelético 

Existen evidencias de una proteína adaptadora STAC3 (Sh3 y dominio 3 rico en cisteína) la 

cual ha sido identificada como una proteína de acoplamiento EC esencial adicional 

expresándose únicamente en los músculos esqueléticos. Esta proteína se encuentra 

ubicada junto con DHPR α1 y RyR1 en las tríadas musculares; la inactivación de STAC3 

provocaría una pérdida del acoplamiento o un déficit en la funcionalidad (Horstick et 

al.,2013) (Figura 6). 

 

Figura 6. Mecanismo de excitación contracción. Interacción Cav1.1- RyR 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8515650/#bib48
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8515650/#bib48
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8515650/#bib48
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Aunque la entrada de Ca2+ a través de Cav1.1 no es necesariamente obligatoria para 

la liberación de este ion a través de RyR1 durante la despolarización de la fibra muscular, 

el canal Cav1.1 es considerado como el principal ligando capacitado para activar la apertura 

de RyR1 y, por tanto, controlar la liberación de Ca2+del SR en las fibras musculares 

esqueléticas (Chiarandini et al.,1980; Serysheva el al.,2005). 

Además de la activación de los canales RyR1 el acoplamiento mecánico entre Cav1.1 

y RyR1 en el músculo esquelético responde a un modelo de interacción bidireccional; Cav1.1 

controla la liberación de Ca 2+ del SR mediada por RyR1 (acoplamiento ortógrado) como 

los canales de RyR1, influyen en las propiedades conductoras de Ca2+ de Cav1.1 

(acoplamiento retrógrado) (Nakai et al., 1996).  

El Ca2+ liberado del RS debe ser recapturado para que las concentraciones de Ca2+ 

citosólico se reduzcan hasta niveles previos a la contracción muscular. Para esto a) los 

iones Ca2+ son tamponados por proteínas citosólicas, b) es transportado en contra de 

gradiente de concentración al interior del retículo por la ATPasa de Ca2+ del RS (SERCA) 

(Berchtold, 2000) y c) es transportado al exterior celular por la ATPasa de la membrana 

plasmática (PMCA). Esta reducción de los niveles de Ca2+ citosólicos provoca una 

relajación del músculo, siendo capaz de responder frente a otro estímulo.  

 

Receptores estimulantes en el músculo 

Receptores colinérgicos 

La acetilcolina (ACh) es un neurotransmisor que regula la actividad tanto de las 

células excitables como no excitables inervadas por el sistema nervioso autónomo y 

somático, siendo también el principal neurotransmisor del sistema nervioso central (SNC). 

La ACh está implicada en modular una gran diversidad de actividades fisiológicas entre las 

que se encuentra la contracción muscular o la secreción. Este neurotransmisor se libera 

por exocitosis desde vesículas contenidas en las terminaciones nerviosas y se une a 

receptores denominados colinérgicos.  

Existen dos familias de receptores colinérgicos: los receptores nicotínicos y los 

receptores muscarínicos. Estos tipos no están estructuralmente relacionados puesto que 

forman parte de superfamilias de receptores independientes. Los receptores nicotínicos 

(nAChR) pertenecen a la superfamilia de canales iónicos activados por receptores, siendo 

proteínas de membrana pentaméricas que forman canales catiónicos no selectivos. Por el 

contrario, los receptores muscarínicos (mAChR) pertenecen a la superfamilia de 

receptores acoplados a proteína G (proteínas reguladoras de unión a GTP), proteínas de 

membrana que constan de dos a cuatro unidades hidrofóbicas compartiendo homología 

entre éstas (Hosey, 1992).  
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Receptores colinérgicos nicotínicos 

Los receptores nicotínicos son proteínas de múltiples subunidades. Los nAChR 

están altamente descritos al ser la primera familia de receptores de neurotransmisores 

purificada. El nombre de este receptor deriva de su afinidad por la nicotina teniendo 

función tanto de unión a ligando como de canal iónico (Bonner, 1989). Estos receptores se 

caracterizan por tener una secuencia conservada que contiene un par de cisteínas 

separadas por trece residuos unidos entre sí por un puente disulfuro (receptores Cys-

loop). 

Los nAChR pueden dividirse en dos grupos: receptores musculares, localizados en 

la unión neuromuscular esquelética mediando la transmisión neuromuscular; y 

receptores neuronales, que se encuentran en el sistema nervioso central y periférico. Los 

nAChR musculares están formados por cinco subunidades dispuestas alrededor del poro 

iónico (Mishina et al. 1986; Bonner, 1989), y son los responsables de la excitación de las 

fibras musculares en respuesta a las motoneuronas. 

Cada subunidad de nAChR está compuesto por un grupo N-terminal extracelular 

que interviene en la formación del dominio de unión al ligando, por regiones 

transmembrana formadas por cuatro secciones hidrofóbicas que atraviesan la membrana 

(M1, M2, M3 y M4) y por un bucle intracelular entre M3 y M4 que contiene secuencias de 

consenso de los sitios de fosforilación (Middleton and Cohen,1991; Unwin, 1992)  

La activación de este receptor se produce en dos fases distintas. La primera fase 

comprende la unión rápida de las moléculas agonistas seguida por una fase, relativamente 

lenta, donde se da una isomerización del canal al estado abierto (Anderson and Stevens, 

1973; Bonner, 1989). Posteriormente, estos canales se bloquean después de la unión de 

ACh a los sitios de unión específicos, contenidos en el mismo complejo macromolecular 

que el canal iónico de la membrana. Este canal presenta un umbral de saturación de forma 

que; cuando se ve expuesto a una concentración de ACh constante sufren un proceso de 

desensibilización (Steinbach, 1989). 

Los receptores nicotínicos sufren modificaciones covalentes postraduccionales 

incluyendo glicosilaciones y fosforilaciones (Middleton et al., 1988). Se ha demostrado que 

la fosforilación del receptor aumenta la tasa de desensibilización del nAChR, sobre todo 

en el nAChR muscular. Por tanto, las modificaciones postraduccionales pueden alterar la 

función de nAChR. (Steinbach, 1987). 

 

Receptores purinérgicos 

Los nucleótidos y nucleósidos de purina son una importante familia de señales 

intercelulares en diversos tipos celulares, incluyendo tejidos excitables (Drury and Szent-

Györgyi, 1929). Sus efectos están mediados por receptores de membrana denominados 

receptores purinérgicos. Los efectos fisiológicos de esta vía de señalización dependen de 

la liberación de estos nucleótidos extracelulares (Erlinge and Burnstock, 2008; Burnstock, 

1978). Estos receptores se encuentran en el músculo esquelético tanto lumial como 

instersticialmente (Wang et al., 2002). 
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El concepto de neurotransmisión purinérgica se estableció al demostrar que la 

adenosina 5′-trifosfato (ATP) era un transmisor en los nervios inhibidores no adrenérgicos 

y no colinérgicos, actuando como como una señal extracelular. Está involucrado en varios 

procesos reguladores como la proliferación celular, diferenciación, contracción muscular 

y comunicación neuronal. Esta señalización purinérgica participa en la secreción endocrina 

y exocrina, respuestas inmunitarias e inflamación (Burnstock, 2018; Burnstock 1972; 

Burnstock, 1997). 

Los receptores purinérgicos fueron descritos por primera vez en 1976, no siendo 

hasta 1978 cuando se propuso un criterio para distinguir dos tipos principales de 

receptores purinérgicos: un tipo de receptor selectivo para adenosina (P1) y otro tipo de 

receptor selectivo para ATP/ADP (P2) (Burnstock, 1976; Burnstock, 1978). Estos receptores 

P2 constituyen el principal objetivo extracelular del ATP (Ralevic et al., 1998). 

Los receptores P2 están ampliamente distribuidos en el organismo y participan en 

la regulación de múltiples procesos fisiológicos, siendo de gran interés en los sistemas 

inmunológico, inflamatorio, cardiovascular, muscular y nervioso central y periférico 

(Surprenant et al., 2009; Abbracchio et al., 2006). Se encuentran implicados en el control, 

a largo plazo, de la proliferación y diferenciación, al igual que de la migración celular entre 

otros procesos (Erlinge and Burnstock, 2008).  

Posteriormente surgió una clasificación farmacológica que distingue dos tipos de 

receptor P2, P2X y P2Y (Burnstock and Kennedy, 1985). La estimulación de ambos 

promueve la entrada de Ca2+ y activa la familia de proteínas cinasas activadas por 

mitógenos (MAP) en varios tipos de células (Harden, 1995; Ralevic et al.,1998). Por lo tanto 

el ATP extracelular puede mediar su respuesta a través de estos dos tipos de receptores 

P2. 

La familia de receptores P2X está formada por siete subtipos de receptores 

ionotropos (P2X1 a P2X7) de canales iónicos controlados por ligandos, los cuales ofrecen 

una permeabilidad rápida (10 ms) a los cationes (Na+, K+ y Ca2+), encontrándose 

distribuidos por el sistema nervioso, sistema vascular, sistema pulmonar, digestivo y 

esquelético (Bean, 1992; Dubyak and El-Moatassim, 1993; Jacobson et al., 2010). Participa 

en la neurotransmisión excitatoria en sistemas nerviosos central y periférico. Cada 

subunidad del receptor P2X tiene dos dominios transmembranosos (TM1 y TM2), con 

extremos N y C intracelulares (Bean, 1992; Dubyak and El-Moatassim, 1993).  

A familia de los receptores P2Y se compone de ocho subtipos de receptores 

acoplados a proteínas G (Abbracchio and Burnstock 1994; Erlinge and Burnstock, 2008; 

Burnstock and Kennedy, 1985) y por tanto metabotropos. Estos receptores activan 

principalmente la fosfolipasa C (PLC), lo que conduce a la formación de inositol 1,4,5-

trifosfato (IP3) y la movilización de Ca2+ intracelular.  

El tiempo de respuesta de los receptores P2Y es más largo que el de las respuestas 

rápidas mediadas por los receptores P2X, ya que la transmisión de las reacciones del ATP 

liberado por los nervios simpáticos a los músculos esqueléticos de los receptores P2X 

(Burnstock, 2007) contrasta con el inicio más lento de la respuesta (100 ms) al ATP de los 

receptores P2y metabotrópicos (Ralevic et al.,1998) ya que implica sistemas de segundos 
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mensajeros y/o conductas iónicas mediadas por el acoplamiento a proteínas G 

(Abbracchio et al., 1994). 

 

SEÑALES DE CALCIO Y HOMEOSTASIS EN EL MÚSCULO ESQUELÉTICO  

Las señales de Ca2+ consisten en incrementos de la concentración citosólica de 

Ca2+ ([Ca2+]i) en respuesta a estímulos endocrinos o nerviosos. El Ca2+ tiene un fuerte 

efecto regulador sobre numerosas proteínas reguladoras (cinasa, fosfatasas, numerosos 

transportadores y canales iónicos,…), y está regulado de manera muy estrecha en todas 

las células del organismo ya que un incremento no regulado en su concentración tiene 

efectos tóxicos sobre las células.  

En el medio intracelular el ion Ca2+ se encuentra casi en su totalidad unido a 

proteínas y moléculas orgánicas citosólicas, componentes de la membrana plasmática, y 

secuestrado en el interior de diversos orgánulos que actúan como depósitos 

intracelulares. En condiciones de reposo la concentración citosólica de Ca2+ se mantiene 

unas 10000 veces inferior a la concentración extracelular, y unas 1000 veces inferior a la 

presente en depósitos intracelulares (Berridge, 1999; Allbritton et al., 1992; Meldolesi et 

al., 1990). Las señales de Ca2+ se producen por apertura de canales de la membrana 

plasmática o de depósitos intracelulares (principalmente el retículo), lo que permite la 

difusión del ion desde el medio extracelular o del interior del retículo al citosol Las reservas 

de Ca2+ intracelular son una pieza fundamental de la señalización que promueve diversos 

eventos cruciales en el músculo esquelético como la formación del músculo, la 

homeostasis muscular o la regeneración entre otras (Tu et al., 2016).  

 

Sistemas de entrada de calcio en el citosol  

Aunque existe una gran variedad de estímulos que aumentan la [Ca2+]i todos ellos 

comparten como mecanismo fundamental la activación de canales de Ca2+ que permiten 

o su entrada desde el espacio extracelular o su liberación desde depósitos intracelulares 

de Ca2+ (principalmente del RS). Cada tipo celular presenta una diversa combinación de 

canales, intercambiadores o ATPasas, modulando así las diferentes señales de Ca2+ en los 

diferentes procesos fisiológicos (Dutta 2000). 

En células musculares esqueléticas la entrada de Ca2+ a través del medio extracelular se 

produce durante eventos que conllevan a una despolarización de la membrana plasmática 

o por medio de agonistas de los diferentes canales presentes en el músculo específicos 

como inespecíficos. 
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VOCC Voltage-Operated Calcium Channels 

 

Los canales de Ca2+ operados por voltaje (VOCC) o canales de Ca2+ dependientes de 

voltaje son selectivos para este ion siendo fundamentales y una pieza esencial para 

múltiples funciones celulares como sistemas de excitación- contracción, excitación-

transcripción y liberación de hormonas y transmisores en neuronas y otras células 

secretoras (Reuter 1983; Tsien et al. 1987). 

En células excitables la mayor parte del Ca2+ implicado en los procesos citados 

proviene del medio extracelular y penetra hacia el interior a través de los canales VOCC 

en respuesta a una despolarización del potencial de acción. La entrada de Ca2+ se da de 

forma rápida, debido al gradiente electroquímico para el ion Ca2+, finalizando esta 

corriente por cierre del poro con la repolarización de la membrana plasmática. Estos 

canales sufren una inactivación por alcanzar su umbral de saturación de [Ca2+]i o por 

despolarizaciones sostenidas en el tiempo (Nowycky et al., 1985). 

Este tipo de canal tiene una estructura compuesta por cuatro dominios de detección 

de voltaje (VSD) agrupados alrededor de un solo poro de iones y se clasifica en dos grandes 

grupos en función de sus propiedades electrofisiológicas, sensibilidad a bloqueantes 

farmacológicos y regulación por el potencial de membrana y receptores (Tsien et al., 

1995). El principal criterio es el umbral de activación, que los divide en canales de alto 

umbral de activación (HVA), que incluye los subtipos tipo L (activación de larga duración), 

y los tipo N, P/Q y R (estos tres ausentes en músculo esquelético) y los de bajo umbral de 

activación (LVA), también denominados canales de voltaje tipo T (transitorios)( (Catterall 

et al.,2003; Nowycky et al., 1985; Galizzi et al. 1986).  

Los canales tipo L, caracterizados por su activación por despolarizaciones intensas, 

han sido exhaustamente caracterizados y se inhiben (inactivación) mucho más 

lentamente que los canales de bajo umbral tipo T y los N, P/Q y R, por lo que su activación 

es más prolongada (Sunagawa, M. 2010).  

Estudios de purificación de canales en músculo esquelético revelaron que los canales 

de Ca2+ dependientes de voltaje, de ambos tipos, están formados por las subunidades α1, 

β y γ; estos análisis de las subunidades mostraron que las subunidades α1 y β son sustratos 

para la fosforilación de proteínas dependientes de cAMP (Curtis and Catterall, 1985). Se 

demostró que la expresión de la subunidad α1 es suficiente para producir canales de Ca2+ 

funcionales, pero de bajo nivel de expresión y con una cinética anormal (Perez-Reyes et al 

1989).  

La caracterización de la subunidad α1 esclareció su importancia. La subunidad α1 de 

190 a 250 kDa es la subunidad más grande e incorpora el poro de conducción, el sensor 

de voltaje y el aparato de activación, y los sitios conocidos de regulación del canal por 

segundos mensajeros, fármacos y toxinas. Esta subunidad está organizada en cuatro 

dominios homólogos (I–IV) con seis segmentos transmembrana (S1–S6) en cada uno. Los 

4 primeros forman un dominio de detección de voltaje y los S5-S6 forman el poro de 

conductancia. El bucle citoplasmático entre las repeticiones I y II contiene el sitio de unión 

para la subunidad β y el C-terminal citoplasmático modula las interacciones proteína-
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proteína y la orientación del canal (Walker and De Waard, 1998; Striessnig , 2007; Flucher 

and Tuluc, 2017; Hofmann et al., 1994). 

Han sido demostradas cómo diferentes subunidades α1 definen diferentes subtipos 

de canal. Se estableció una nomenclatura que divide los VOCC en tres familias 

relacionadas estructural y funcionalmente (Cav1, Cav2 y Cav3) (Ertel et al 2000). Los VOCC 

tipo L están mediados por la familia Cav1 de subunidades α1 (Hui et al 1991, Snutch et al 

1991); a diferencia de los VOCC tipo T que están mediados por los canales Cav3. Los Cav2 

definen a canales tipo P/Q (CaV2.1), tipo N (CaV2.2) y R (CaV2.3) los cuales se expresan y 

funcionan principalmente en neuronas, prácticamente inexistentes en el músculo 

esquelético. Participan en la liberación de neurotransmisores, potenciales de acción y 

señales locales de Ca2+ (Catterall et., 2003; Perez-Reyes et al 1998).  

Las diferencias estructurales que presentan las tres clases de subunidades α1 dan lugar a 

diferencias en su regulación. La familia de canales Cav1 está regulada por la fosforilación 

de proteínas a través de vías de quinasas activadas por segundos mensajeros. Por el 

contrario, la familia de canales Cav2 está regulada por la unión directa de proteínas SNARE 

(proteínas sinápticas) y proteínas G. La regulación de la familia de canales Cav3 está mucho 

menos estudiada que para las familias Cav1 y Cav2 (Catterall, 2000). 

La farmacología que presentan estas tres familias de canales (Cav1, Cav2 y Cav3) es 

muy distinta entre ellas. Los canales Cav1 son diana de inhibidores orgánicos de los canales 

de Ca2+, entre estos inhibidores se encuentran las fenilalquilaminas, bloqueadoras de 

poros intracelulares; las dihidropiridinas (nifedipina, nitrendipina entre otras), activadoras 

o inhibidoras de canales ya que se cree que actúan alostéricamente para cambiar el canal 

hacia el estado abierto o cerrado; y las benzotiazepinas (Hockerman et al., 1997; 

Sunagawa, M. 2010). La familia de canales de calcio Cav2 es insensible a las 

dihidropiridinas, pero estos canales se bloquean específicamente por toxinas peptídicas 

de las arañas y los caracoles marinos (Miljanich and Ramachandran, 1995). Por último, los 

canales Cav3 son insensibles a los inhibidores citados; estos canales se ven bloqueados por 

mibefradil, siendo un potente inhibidor de canales tipos T, y NNC-55-0396, es un análogo 

estructural de mibefradil (Mishra and Hermsmeyer, 1994; Fernández-Morales et al., 

2015). 

En los complejos de señalización de los canales de Ca2+ dependientes de voltaje 

se considera que la activación se da cuando los efectores y reguladores de la señal de Ca2+ 

se unen a los dominios intracelulares de los canales de Ca2+ para recibir y responder a la 

señal local. Esta unión de los efectores mejora la actividad de los canales Cav1 y Cav2. En el 

músculo esquelético las interacciones existentes de Cav1.1 de la membrana plasmática con 

el canal liberador de Ca2+ sensible a rianodina (RyR) en el RS aumenta notablemente la 

actividad funcional de los canales Cav1.1. (Nakai et al. 1996a). Otro ejemplo de este evento 

sería la unión de la proteína quinasa II dependiente de Ca2+/CaM, siendo un efector de 

mecanismos reguladores dependientes de Ca2+, a un sitio en el dominio carboxi-terminal 

de los canales CaV2.1 aumentando su actividad (Jiang et al. 2007). 

Estos ejemplos de aumento de la actividad del canal Cav fruto de la unión de 

efector-receptor denotan que este mecanismo es capaz de modular la aptitud de un canal 

de Ca2+ dependiente de voltaje para mejorar su actividad (Catterall, 2011). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5330888/?report=reader#tjp12140-bib-0056
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5330888/?report=reader#tjp12140-bib-0011


Introducción   41 

 

Canales de calcio dependiente de voltaje tipo L 

El canal dependiente de voltaje tipo L o complejo del receptor de dihidropiridina 

(DHPR) se localiza, en músculo esquelético, en la membrana plasmática/sistema tubular 

transverso y se compone de múltiples subunidades; entre estas encontramos a la 

subunidad α 1 formadora de poros, una subunidad α 2 δ extracelular y una subunidad β 

citoplasmática. Además, en este tipo de músculo, participaría una subunidad más siendo 

una proteína de membrana integral, la subunidad γ (Catterall, 2011). 

El genoma de los mamíferos codifica a través de diez genes las subunidades α 1 y 

a través de cuatro genes las subunidades α 1 δ y β. La subunidad α 1 (CaV1.1 en músculo 

esquelético) es la subunidad de mayor importancia en los canales de Ca2+ dependientes 

de voltaje tipo L debido a que desempeña diferentes papeles los cuales denotan la 

importancia de esta subunidad. Una de las funciones más importantes de esta subunidad 

en este tipo de canal es como sensor de voltaje para el acoplamiento de excitación-

contracción (EC) del músculo esquelético.  

Cav1.1 no solo es capaz de facilitar la entrada de Ca2+ a través de un canal 

secundario, si no que el mismo opera como un canal de Ca 2+ dependiente de voltaje, el 

cual es responsable de una entrada de Ca 2+ lenta a través de la membrana del túbulo 

transverso (T-túbulo) cuando se da una despolarización de la membrana; favoreciendo 

dicha entrada de Ca2+ a la recarga de los depósitos de RS (Ríos and Pizarro, 1991).  

Se ha demostrado la importancia de Cav1.1 como sensor en la liberación de ATP a 

través de inhibidores (nifedipina) y de fibras musculares las cuales no presentan estos 

canales (disgénicos), siendo ausente dicha liberación de Ca2+ (Jorquera et al., 2013; Arias-

Calderón et al., 2016, Jaimovich et al., 2000; Cherednichenko et al, 2004; Bannister et al, 

2009). 

Como se ha citado anteriormente, existe un acoplamiento funcional de Cav1.1 y 

RyR1 de gran eficiencia por el cual, en respuesta a un potencial de acción, se libera el Ca2+ 

del RS en milisegundos y la activación repetitiva de RyR1 se puede mantener a altas 

frecuencias dando lugar a contracciones tetánicas (Rome, 2006). 

Si hablamos del resto de subunidades que componen a estos canales podemos 

destacar de las subunidades β su implicación en la orientación de membrana, estas 

capacitan a los canales con propiedades de activación específicas (Buraei and Yang, 2010; 

Campiglio and Flucher, 2015). En el músculo esquelético es de gran importancia las 

subunidades α 2 δ-1 y γ 1, debido a que son imprescindibles para el acoplamiento de EC 

del músculo esquelético, y la subunidad β1 y γ puesto que son componentes esenciales 

del aparato de acoplamiento de EC del músculo esquelético (Campiglio and Flucher, 2015; 

Polster et al., 2016). 

 

Canales de calcio dependiente de voltaje tipo T 

Los canales de calcio dependiente de voltaje tipo T se dividen tres determinados 

por las tres subunidades del canal, Cav3.1 (α1G), Cav3.1 (α1H) y Cav3.3 (α1I) (Perez-Reyes, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5330888/?report=reader#tjp12140-bib-0011
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8515650/#bib48
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8515650/#bib28
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8515650/#bib4
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8515650/#bib4
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7870689/#B22
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5330888/?report=reader#tjp12140-bib-0009
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5330888/?report=reader#tjp12140-bib-0010
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2003). Estos canales poseen unas características fisiológicas muy destacables puesto que 

son transitorios y se activan en condiciones de bajo voltaje por despolarizaciones de 

membrana por debajo del umbral entre −65 y −50 mV; además presentan una inhibición 

lenta y baja conductancia (Perez-Reyes, 2003). 

Debido a sus propiedades y su expresión generalizada, estos canales controlan funciones 

clave y desempeñan un papel fundamental en funciones fisiológicas en las que se requiere 

una entrada de Ca2+ de umbral bajo para desencadenar o mantener actividades celulares 

específicas como actividad celular oscilatoria, liberación de hormonas y 

neurotransmisores, contracción muscular y procesos de proliferación y diferenciación 

celular (Carbone et al., 2006; Cueni et al., 2008). A voltajes bajos se ha demostrado que 

los canales tipo T modulan una corriente de Ca2+ interna sostenida, la cual es transportada 

por canales que no presentan una inactivación completa. Esto destaca la capacidad de 

estos canales para la regulación de las oscilaciones de Ca2+ en condiciones de reposo 

(Carbone and Lux, 1984). 

 

 ROC Receptor Operated-Channels 

Los canales operados por receptor (ROC) son canales de membrana en los cuales 

receptor y canal están asociados formando una única entidad molecular. Esta unión 

ligando-receptor induce cambios conformacionales internos cuyo resultado es la apertura 

del canal iónico. La apertura del canal es independiente a los cambios del potencial de 

membrana, siendo el primer canal conocido independiente a una despolarización para 

promover una entrada de Ca2+ (Somlyo and Somlyo, 1968). 

Existen diversas hormonas y neurotransmisores capaces de activar conductancias 

catiónicas no selectivas tras unirse al receptor de membrana. Un ejemplo clásico es la Ach, 

que actúa a través de los receptores colinérgicos nicotínicos activando una corriente 

catiónica (IAch). Otro canal clásico y extensamente conocido, altamente presente en el 

músculo, es el canal purinérgico P2x siendo su ligando adenosina trifosfato (ATP) (Suzuki, 

1985; Brake et al., 1994). La aplicación externa de ATP a receptores P2x de la membrana 

plasmática induce la activación de una corriente catiónica no selectiva que produce un 

aumento del Ca2+ intracelular (McFadzean et al., 2002). 

 

SOCC Store-Operated Calcium Channels 

El vaciamiento de los depósitos intracelulares de Ca2+ activa una vía de entrada de 

Ca2+ a través de la membrana plasmática, proceso denominado entrada de Ca2+ operada 

por depósitos o entrada capacitativa de Ca2+ (CCE), siendo de gran importancia en 

procesos como proliferación, migración, transcripción de genes y contracción muscular 

(Pan et al., 2014). Este mecanismo se encuentra regulado por el estado de los depósitos 

intracelulares (Villalobos et al., 1995). Desde que este mecanismo fuese postulado por 

primera vez por Putney en 1986 en células no excitables (Putney, 1986), su presencia se 

ha extendido también a tejidos excitables como el musculo esquelético (Darbellay et al., 

2008; Weigl et al., 2003)  

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Somlyo+AP&cauthor_id=4296170


Introducción   43 

 

ICRAC fue la primera corriente de Ca2+ operada por almacenamiento descrita para 

la CCE en respuesta al vaciamiento de reservas de Ca2+ (Hoth, 1992). El descubrimiento de 

la familia TRPC (transient receptor potential) fue un avance significativo en la comprensión 

de este mecanismo, siendo el candidato inicial a canal de entrada durante la CCE. Este 

primer modelo proponía la existencia de acoplamiento conformacional entre los 

receptores de IP3 de los depósitos y los TRPCs de la membrana plasmática que resultaría 

en la activación de los últimos (Boulay et al., 1999; Selinger et al., 1993; Rosado et al., 

2002; Zhu et al., 1996). Posteriormente se descubrió que la proteína Stim1 (proteína de 

interacción estromal 1) del RS actúa como sensor del contenido de Ca2+ de los depósitos, 

y se identificó que los canales activados por ella son las proteínas Orai1 (Liou et al., 2005; 

Zhang et al., 2005; Baba et al., 2006; Feske et al., 2006). STIM1 es una proteína de, 

aproximadamente, unos 75 kDa. Esta proteína de unión a Ca2+ localizada en la membrana 

del RS con una región transmembrana simple y un domino EF-hand en el extremo amino 

situado en el lumen del RE (Liou et al.,2005). STIM1 se acumula en las cisternas terminales 

del SR encontrándose localizado cerca de Orai1. Esta localización inicial de STIM1 

explicaría la cinética rápida de activación de SOCE. Cuando existe una disminución o 

agotamiento de Ca 2+ en el RS se da una disociación de Ca 2+del motivo de mano EF que 

opera como sensor en la estructura de STIM1. Posteriormente STIM1 se oligomeriza y 

transloca y acumula en pequeños aglomerados o “punctae” de la membrana, que 

consisten en uniones ER/membrana plasmática cercanas; esto conlleva a la activación de 

Orai1 y, por consiguiente, la entrada de Ca2+ a través de este canal (Figura 8) (Lilliu et al., 

2021; Zhang et al., 2005; Hogan et al., 2010). Existen múltiples evidencias que indican que 

la oligomerización de STIM1 es el interruptor que controla SOCE (Luik t al, 2008). 

Se ha identificado a Orai1 como la proteína responsable de la corriente ICRAC (Vig 

et al.,2017), formando canales iónicos multiméricos activados por STIM1 y otras proteínas 

(Vig et al.,2017).  

La entrada capacitativa es de suma importancia para la reposición de Ca2+ del RS 

con el fin de mantener unas [Ca2+] para un rendimiento muscular óptimo (Sztretye et al., 

2017). Cabe destacar la dependencia directa de la depleción de Ca2+ de los reservorios 

intracelulares del retículo sarcoplásmico por parte de este mecanismo; esta reducción de 

la concentración de Ca 2+ en la luz del retículo induce la activación de SOCE permitiendo 

que el Ca 2+ extracelular atraviese la membrana plasmática, lo que finalmente vuelve a 

llenar los reservorios de Ca 2+ RS (Liou et al., 2005; Gach et al., 2008; Cherednichenko et 

al., 2004; Lilliu, 2021). 
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Figura 8. SOCE (store-operated calcium entry). Complejo Orai1-STIM1 

 

Entrada de calcio acoplada a excitación (ECCE)  

Otro mecanismo que describe una vía alternativa de entrada de Ca2+ extracelular 

es la entrada de calcio acoplada a la excitación (ECCE). Esta entrada se genera por la 

despolarización prolongada de la membrana o estimulación eléctrica repetida de baja 

frecuencia del músculo esquelético. Esta vía de entrada de Ca2+ difiere con SOCE en que 

no requiere el agotamiento en los reservorios intracelulares de Ca 2+ ni la participación del 

complejo Orai1/ STIM1 (Cherednichenko et al.,2004; Hurne et al., 2005; Gach et al., 

2008).  

Cherednichenko y cols. en 2004 describieron inicialmente ECCE como la extinción 

de la fluorescencia de Fura2 mediante la entrada de iones de manganeso a los miotubos 

esqueléticos después de ser estimulados eléctricamente o despolarizados por potasio. 

Este modelo explica como el canal Cav1.1 detectaría la despolarización de la membrana 

plasmática en respuesta a estímulos fisiológicos y activaría mediante cambios 

conformacionales tanto un canal de entrada de Ca2+ extracelular, para el que ha propuesto 

la panexina 1 (panx-1), como los receptores RyR1, que al liberar calcio del RS activaría la 

(Cherednichenko et al. 2004 ; Lyfenko & Dirksen, 2008). Por tanto, como demuestra 

Dirksen et al., 2009, la entrada de Ca2+ extracelular surge de dos rutas moleculares 

diferentes; una ruta accionada por depleción de los depósitos (SOCE) y otra acoplada a 

excitación (ECCE) ambas accionadas a través de la membrana del túbulo t (Figura 9).  

Existen evidencias de la presencia de ECCE en presencia de Cav1.1 mutado, es decir, 

sin tener la capacidad de permear Ca2+ al interior; por lo tanto, la ECCE no implicaba la 

entrada de Ca2+ a través de Cav1.1 y, sin embargo, depende de la presencia de Cav1.1 

(Cherednichenko et al., 2004).  

Se ha descrito que los canales de panexina (panx) poseen más de un estado de 

conductancia (Wang et al., 2015, Kollcaku, 2022) permitiendo un alto estado de 

conductancia el paso de aniones de gran tamaño como ATP y cationes como Ca2+ (Kollcaku, 

https://physoc.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1113/jphysiol.2009.172148#b6
https://physoc.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1113/jphysiol.2009.172148#b26
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2022). Descifrar el papel de la ECCE en el músculo esquelético podría permitir una mejor 

comprensión de los distintos mecanismos del acoplamiento excitación- contracción 

asociados a los cambios del potencial de membrana en las fibras musculares.  

 

 

Figura 9. Mecanismos de entrada de calcio celular. SOCE- ECCE. 

 

Receptor de rianodina (RyR) 

La liberación de Ca2+ desde el interior del RS es un proceso muy importante en 

muchas vías de señalización, como hemos citado anteriormente, como el acoplamiento 

excitación-contracción (EC).  

El receptor de rianodina se localiza en la membrana del retículo sarcoplásmico 

teniendo como función la liberación de Ca2+ desde este orgánulo; este Ca2+ es responsable 

de funciones celulares como la contracción muscular o la transcripción en el musculo 

esquelético. Está formado por cuatro subunidades de aproximadamente 565 kDa que 

forman un único poro transmembrana central (homotetrámero) y un ensamblaje 

citoplasmático cerrando la brecha entre el RS y los túbulos transversos T. (Coronado et al., 

1994; Block et al., 1988).  

Este receptor se denomina de rianodina puesto que la unión de este alcaloide 

inhibe la liberación de Ca2+ del SR al unirse con alta afinidad a RyR (Fleischer et al., 

1985;,Lai et al., 1989). Diversos estudios abordaron esclarecer cual era el sitio de unión de 

este alcaloide al receptor; debido a que el efecto que este alcaloide genera sobre el 

músculo esquelético depende de la dosis aplicada de rianodina, se comprobó que a dosis 

bajas de rianodina (10 nM) aumentan la frecuencia de aperturas de un solo canal RyR al 
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nivel de conductancia normal (Buck et al.,1992); dosis intermedias de rianodina (1 M) 

inducen la acción clásica de la rianodina (Buck et al.,1992; Rousseau et al., 1987; Smith et 

al., 1988) y a altas dosis de rianodina (100 M) bloquean el canal en una configuración 

cerrada (Zimanyi et al., 1992). Al comprobar que la unión de la rianodina altera la 

conductancia de un solo canal se demostró que la rianodina se une cerca del poro del 

canal, corroborando experimentalmente la unión de rianodina en la región de la proteína 

RyR que se cree que contiene los determinantes estructurales del poro. Este receptor 

presenta dos ligandos endógenos, en ausencia de rianodina, siendo el propio Ca2+ y cADP-

ribosa en algunos tipos celulares (Coronado et al., 1994; Ehrlich et al., 1994).  

Los RyR pertenecen a una familia de canales de liberación de Ca2+ altamente 
conservada evolutivamente. Se han descrito tres isoformas de RyR codificadas por tres 
genes distintos (RyR1, RyR2, RyR3), siendo la isoforma RyR1 la implicada en la contracción 
muscular del músculo esquelético debido a su proximidad a los túbulos T y los canales 
dependientes de voltaje (DHPR) (Wagenknecht, 2002; Franzini–Armstrong et al., 1994). 
RyR1 se encuentra en el músculo esquelético de contracción rápida, la isoforma RyR2 que 
se expresa en cerebro y músculo cardíaco, y la isoforma RyR3 que se expresa en músculo 
liso y cerebro (Marks et al., 1989; Mikami et al., 1989). 

El canal de liberación RyR1 es el vínculo que existe entre las señales eléctricas que 

se generan en el sistema nervioso central y la liberación de Ca2+ que activa la maquinaria 

contráctil para generar un movimiento del muscular. Este canal al estar presente en el 

músculo esquelético forma un complejo multiproteico que se extiende desde el lumen del 

RS hasta prácticamente el medio extracelular en invaginaciones de túbulos transversales 

de la membrana superficial. Este canal, al ser miembro fundamental de la maquinaria del 

acoplamiento EC, es esencial para el músculo esquelético (Rebbeck et al.,2014; 

Hernández-Ochoa et al.,2016). Durante este proceso la subunidad α1S del receptor de 

dihidropiridina (DHPR o Cav1.1) detecta la despolarización de la membrana del túbulo 

transverso T y la transmite a RyR1 que se abre liberando Ca2+ desde el lumen del RS 

(Horstick et al.,2013).  

 

Receptor de IP3 (IP3R) 

Como se ha explicado con anterioridad la despolarización de la membrana 

plasmática, en el músculo esquelético, provoca un aumento rápido de [Ca 2+] fruto de la 

liberación de Ca 2+ a través de los canales de Ca 2+ del receptor de rianodina tipo 1 (RyR1); 

esto forma parte del proceso de acoplamiento de excitación-contracción (ECC). Pero existe 

un segundo transitorio de Ca2+  el cual es más lento y depende de la activación del receptor 

de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3R) ubicado en la membrana de los depósitos internos el cual 

funciona como un canal controlado por ligando; esto se relaciona con la expresión génica 

y media el proceso de acoplamiento de excitación-transcripción (ETC) mecanismo el cual 

se explicará con detenimiento en los siguientes apartados (Jaimovich et al., 2000; Araya et 

al., 2003; Bustamante et al., 2014).  

En múltiples de tipo celulares, incluido el músculo esquelético, una gran variedad 

de agonistas se unen a receptores acoplados a proteínas G, estos receptores a su vez 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6026899/?report=reader#B29
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6026899/?report=reader#B3
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activan a la fosfolipasa C (PLC). La hidrólisis de fosfatidil inositol 4,5 bifosfato por la PLC 

genera inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). IP3 regula el Ca2+ intracelular 

movilizando el Ca2+ del RS debido a su unión a un receptor situado en el orgánulo (IP3R), 

provocando la liberación de Ca2+ y el consiguiente aumento de la concentración de 

Ca 2+ citosólico y nuclear el cual modula la actividad de varios factores de transcripción 

para favorecer la transcripción. DAG actúa estimulando la proteína quinasa C (Berridge 

and Irvine, 1989). Este mecanismo regula una gran variedad de procesos celulares como 

secreción, contracción o proliferación celular entre otros. 

Existen diversas formas de inducir un aumento en la actividad de IP3R siendo a 

través de ATP una de ellas. ATP actúa como un cofactor o regulador alostérico, es decir, 

cuando ATP está a concentraciones menores de 0.5mM en presencia de IP3 se produce un 

aumento en la actividad del IP3R, mientras que a concentraciones mayores de ATP se da 

una disminución de la actividad de IP3R debido a que el ATP se une competitivamente al 

sitio de unión del IP3 (Thrower et al.,2001). Se ha demostrado como el ion Ca2+ también es 

capaz de inducir una mayor actividad en IP3R debido a que la presencia de Ca2+ potencia 

la apertura de RyR e IP3R permitiendo así la interacción entre diferentes vías de liberación 

de Ca2+. La proximidad de los canales provoca que el Ca2+ liberado a través de uno de ellos 

estimule la liberación de Ca2+ por parte del otro tipo. Esta interacción podría dar lugar a la 

generación de ondas de Ca regenerativas (Morales et al., 2005). 

 

Depósitos de calcio intracelular  

Para asegurar un mantenimiento de las concentraciones citoplasmáticas de Ca2+ y 

su homeostasis, la célula presenta una serie de compartimentos en los cuales se almacena 

Ca2+ denominados depósitos intracelulares. Como depósito principal y con una mayor 

capacidad de almacenaje encontramos al retículo sarcoplásmico, pero no es el único, 

destacando la presencia del aparato de Golgi o gránulos de secreción que contribuyen a 

esta compartimentalización del Ca2+ intracelular. Dentro de estos depósitos existen 

orgánulos, como la mitocondria, capaces de capturar grandes cantidades de Ca2+ durante 

un periodo de estimulación (Pozzan et al., 1994; Sorrentino et al.,2001). 

 

Retículo sarcoplásmico  

Como se ha descrito, la contracción muscular muestra una fuerte dependencia de la 
[Ca2+]i. Para dicha contracción, una pieza clave en el proceso es el RS siendo el principal 
orgánulo de almacenamiento y regulador del Ca2+ intracelular para procesos de 
contracción y relajación muscular, siendo capaz de almacenarlo a altas concentraciones 
(0,5 a 2mM) (Jorgensen et al., 1977). 

Aparte de las estructuras especializadas llamadas tríadas (descritas con anterioridad), la 
mayor parte del RS del músculo existe como por membranas tubulares ramificadas que 
se expanden por el interior de la célula. Mientras las tríadas son el punto principal de 
liberación de Ca2+ durante la señal celular, esta porción ramificada del RS opera como 
sistema de recaptación de Ca2+ durante el proceso de la relajación muscular, promoviendo 
la reversión a [Ca2+]i basales. Esta región del RS se conoce como RS longitudinal (LRS) 
(Franzini-Amstrong et al., 2005). 
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Existen una serie de proteínas estrechamente relacionadas con el RS e implicadas 
en modular la liberación de Ca2+ desde el interior, la captación de Ca2+ desde el citosol y 
el almacenaje de este. (Michalak and MacLennan,1980; Jorgensen et al., 1985). Entre 
estas proteínas se encuentra la calsecuestrina (CSQ) siendo la proteína más abundante en 
el interior del RS. Esta proteína está localizada en el RS de unión (JRS) pero no anclada, 
cerca de los canales RyR; siendo una glicoproteína acídica capaz de formar polímeros en 
respuesta a los incrementos de la concentración de Ca2+ (Franzini-Amstrong et al., 2005; 
Michalak and MacLennan,1980; Jorgensen et al., 1985; Zhang et al., 1997). Se ha descrito 
la formación de un complejo multiproteico de esta proteína que, a través de interacciones 
con las proteínas triadina y junctina (ambas proteínas de anclaje), se asocia a RyR 
formando las cuatro proteínas un complejo de liberación de Ca2+ (Zhang et al., 1997). 

La principal función que tiene esta proteína es la unión de Ca2+ y el almacenaje de 
este a concentraciones suficientes como para promover contracciones musculares 
repetidas (Beard et al., 2004). Cumple también la función de amortiguador de las 
concentraciones de Ca2+ para evitar la precipitación de este en el lumen del RS. La 
calsecuestrina presenta dos isoformas (Casq1 y Casq2), encontrándose ambas isoformas 
implicadas en la contracción del músculo esquelético. La Casq1 se encuentra asociada a 
la contracción rápida y lenta, a diferencia de la Casq2 que solo interviene en la contracción 
lenta (Beard et al., 2004; Ikemoto et al., 1989; Kawasaki et al., 1994). 

La liberación de Ca2+ desde el RS a través de RyR es directamente proporcional a 
la [Ca2+] del interior del retículo; por tanto, también estaría ligado a esta [Ca2+] el nivel de 
activación de RyR. En este aspecto interviene la CSQ, debido a que la respuesta de RyR 
está modulada por cambios en la [Ca2+] del lumen del RS, siendo esta mayor cuando la 
CSQ está asociada a la RyR (Ikemoto et al.,1991; Beard et al., 2004; Ikemoto et al., 1989). 
Destaca como componente fundamental del acoplamiento excitación-contracción y 
altamente ligada con el RS el receptor de rianodina (RyR) y la ATPasa de Ca2+ (SERCA) 
descritos en profundidad en apartados posteriores.  

El receptor de rianodina (RyR) actúa como canal de liberación de Ca2+ des RS; por 
tanto, es un componente central en el acoplamiento excitación transcripción ya que 
controla la salida de Ca2+ desde el lumen del RS siendo esta salida la que activa y regula la 
contracción del músculo esquelético (Lehnart et al.,2004).  

El RS acumula Ca2+ gracias a la presencia de bombas de Ca2+ SERCA en su 
membrana. Esta proteína actúa contra gradiente captando Ca2+ del citosol y 
transportándolo al lumen del RS con el fin de reducir la concentración de Ca2+ citosólica 
promoviendo la relajación muscular y el almacenaje de Ca2+ en el RS (MacLennan, 1997). 

Se ha demostrado que para transmitir la señal de Ca2+a través de la célula el RS 
utiliza un proceso regenerativo denominado liberación de Ca2+ inducida por Ca2+ (CICR 
“Ca2+ induced Ca2+ release”) Este proceso CICR opera gracias a la proximidad existente 
entre los canales de Ca2+ de la membrana plasmática y los canales de liberación de Ca2+ 
del RS (RyR) posibilitando que la propia corriente de Ca+ que entra a través de los canales 
de membrana desde el medio extracelular induzcan la apertura de RyR. Aquí el Ca2+ tiene 
un componente bifásico sobre RyR, ya que cuando aumenta la concentración de este ión 
se da una retroalimentación positiva mejorando así la apertura de los canales como se ha 
citado (CICR); pero al alcanzar una concentración umbral se revierte y cambio de 
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retroalimentación positiva a negativa, dando lugar a la inhibición de este canal desde el 
RS (Berridge, 1997; Bezprozvanny y Ehrlich, 1995). Por otra parte, al estar próximos los 
canales de RyR en el RS tiene la capacidad de formar ondas de Ca2+ intracelular que 
transmiten la señal a través de la célula (Berridge, 1997). 

Aparato de Golgi 

El aparato de Golgi o complejo de Golgi es conocido por ser un orgánulo que 

contribuye en el procesamiento y distribución de proteínas de membrana y secreción. 

Otra función para destacar de este orgánulo es el almacenamiento de Ca2+, ya que se 

estima que puede llegar a almacenar hasta el 5% del total de Ca2+ celular superando en 

concentración (1-2mM) a otras regiones celulares (Chandra et al., 1991). 

La captación de Ca2+ en este complejo es llevada a cabo por SERCA (Sarco 

Endoplasmic reticulum calcium ATPase) y SPCA (Secretory pathway Ca2+ ATPase); 

localizándose SERCA en la cara cis del complejo, a diferencia de SPCA que se localiza en la 

cara trans de este (Lin et al., 1999; Shull, 2000).  

Se ha demostrado que las reservas de Ca2+ del RS y la vía secretora, compuesta por 

el aparato de Golgi y otras vesículas implicadas en la secreción, están implicadas en la 

regulación de funciones celulares. Esto se vería respaldado por la concentración del lumen 

que presentan estos orgánulos es necesaria para una síntesis proteica óptima, 

desnaturalización final de proteínas formadas o procesamiento dependiente de 

chaperonas entre otros procesos (Meldolesi and Pozzan, 1998).  

El aparato de Golgi, como el RS, tiene la capacidad de liberar Ca2+ de forma rápida 

inducida por IP3. Se han encontrado receptores de IP3 en el aparato de Golgi por tanto, 

puede darse una liberación del Ca2+ almacenado por el complejo y liberarse tras la 

estimulación con agonistas acoplados a la producción de IP3 (Lin et al., 1999; Pinton et al., 

1998; Van et al., 2004). 

 

Mitocondrias 

La mitocondria es un orgánulo de tamaño y aspecto variables que genera la 

energía necesaria para la célula mediante la respiración celular y la producción de ATP. 

Además de esta función participa en la homeostasis del Ca2+ celular. Durante las señales 

de Ca2+ las mitocondrias pueden captar Ca2+ a favor del fuerte gradiente electroquímico 

de la membrana interna mitocondrial a través de un transportador selectivo localizado en 

la membrana interna de la mitocondria (Sanders, 2001). Este aumento del Ca2+ en la matriz 

mitocondrial promueve un aumento en la tasa de síntesis de ATP. Su localización de este 

orgánulo en lugares de entrada y salida de Ca2+ promueve el almacenamiento en su 

interior (McCarron and Muir, 1999). 

Por otra parte, la mitocondria posee una concentración umbral de Ca2+ en el 

lumen a partir de la cual se produce la salida del Ca2+ capturado por el orgánulo. Esta salida 

se puede llevar a cabo mediante antiporters, que sacan Ca2+ del lumen movilizando H+ o 

Na+ hacia el interior o mediante CICR mitocondrial a través de un poro de transición 

mitocondrial sensible a Ca2+ (Bernardi, 1999).  
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La señalización del Ca2+ mitocondrial y mantenimiento de la homeostasis por parte 

de este orgánulo es de suma importancia en el control de las funciones celulares 

fundamentales. La mitocondria se encuentra ubicada en las regiones próximas al RS, 

dándose la captación de Ca2+ mitocondrial cerca de los canales de liberación de Ca2+ desde 

el RS (RyR). Esta proximidad favorece la interacción entre estos orgánulos y, por tanto, una 

cooperación en el mantenimiento de la homeostasis. El Ca2+ acumulado por la mitocondria 

no viene únicamente de RyR también viene de la captación del Ca2+ liberado por IP3R, 

siendo el 25-50% de la concentración total del lumen mitocondrial (Pacher et al., 1999). 

Se ha demostrado que el contenido de Ca2+ en el lumen mitocondrial aumenta cuando la 

célula es expuesta al estímulo de agonistas que movilizan el Ca2+ y, la captación 

mitocondrial de Ca2+ está estrechamente relacionada con los aumentos en el potencial de 

membrana debido a activaciones del metabolismo (Hajnóczky et al., 1995: Pacher et al., 

2002). 

 

Mecanismos de reducción de la concentración de calcio intracelular 

Altas concentraciones de Ca2+ intracelular conducen a una muerte celular, por lo 

que la reducción de la concentración de Ca2+ en el citosol es uno de los mecanismos 

fundamentales de señalización celular (Clapham, 1995; Clapham, 1997). Al ser una 

molécula que no presenta forma de ser metabolizada, existe una estrecha regulación de 

los niveles intracelulares a través de proteínas de unión y mecanismos de extrusión 

(Clapham, 1995; MacLennan, 1997). 

Existe una gran inversión de energía por parte de la célula para efectuar cambios 

en la concentración de Ca2+ ([Ca2+]) y mantener una concentración de Ca2+ citosólico 

([Ca2+]i) en reposo del orden de 100nM. Estas concentraciones son mantenidas por 

sistemas de bombeo de Ca2+ los cuales no solo ayudan a esta concentración en reposo, 

sino que además colaboran en la recuperación de las concentraciones basales tras un 

estímulo. Estos sistemas se localizan en la membrana plasmática y en la membrana de los 

depósitos de Ca2+ intracelulares y su actividad aumenta cuando aumenta la [Ca2+], y no 

disminuyen su actividad hasta que la [Ca2+]i es restablecida (Clapham, 1997; Berridge et 

al., 1999). 

Teniendo en cuenta esto, podemos distinguir dos procesos los cuales engloban 

diferentes sistemas en función de la dirección hacia la que transportan Ca2+: sistemas de 

extrusión de calcio hacia el medio extracelular, que incluye la bomba PMCA y el 

intercambiador Na+/ Ca2+, y sistemas de recaptación de Ca2+ hacia los depósitos, llevada a 

cabo por SERCA (Figura 7). 
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Figura 7. Mecanismos de la reducción de Ca2+intracelular. Bomba PMCA, Na+/ Ca2+ y SERCA. 

 

Extrusion de calcio 

PMCA Plasma Membrane Calcium ATPase 

La bomba PMCA es una cadena polipeptídica de 138kDa (Carafoli et al.,1985). Esta 

ATPasa es un transportador de Ca2+ ubicuo que lo bombea desde el citoplasma a la matriz 

extracelular e intercambia este ión por 2H+, posteriormente expulsados al exterior por 

intercambiadores H+/Na+ de la membrana plasmática. Este proceso llevado a cabo por la 

PMCA es crucial para mantener bajas las concentraciones de Ca2+ intracelular. Una de sus 

propiedades a destacar es su estimulación por la calmodulina debido a una interacción 

directa con esta, incrementando así la afinidad con el ion Ca2+ y su velocidad de extrusión. 

Su papel es menor sobre la regulación del Ca2+ citosólico en células excitables, como el 

músculo esquelético, a diferencia que en otros tipos celulares; por el contrario, existen 

evidencias de su implicación en la transducción de señales (Strehler and Zacharias, 2001; 

Mohamed et al., 2010).  

La actividad de la PMCA puede verse modulada por cambios en el potencial de 

membrana de la célula. Despolarizaciones de la membrana estimulan la bomba PMCA, 

acelerando la salida de Ca2+ al medio extracelular; por el contrario, hiperpolarización de 

esta inhibiría la salida de Ca2+. Se han descrito otras formas de inhibición de la bomba a 

través de lantano, ortovanadato y MgCl2 (Zhang et al., 1992; Furukawa et al.,1989). 

 Intercambiador Na+/Ca2+ 

El intercambiador Na+/Ca2+ (NCX) utiliza la energía almacenada del gradiente 

electroquímico de Na+ para extrudir Ca2+ desde el citosol intercambiándolo por Na+ 
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siguiendo una estequiometría 3 Na+/ 1 Ca2+. Destaca este sistema por su capacidad de 

operar también en el modo reverso, lo que permite la incorporación de Ca2+ desde el 

medio extracelular bajo determinadas condiciones, como son la despolarización de la 

membrana plasmática y la disminución o la inversión del gradiente de Na+.  

Este intercambio Na+/ Ca2+ influye en el potencial de membrana e indirectamente 

en todos los procesos celulares dependientes de este, al igual que dicho intercambio 

depende en sí del potencial. Por tanto, este mecanismo permite que cambios en el 

potencial de membrana modulen la concentración de Ca2+ intracelular a través de una ruta 

distinta a los canales de Ca2+ (Eisner and Lederer,1985; Mullins, 1979). 

Se ha demostrado que el intercambiador Na+/ Ca2+ está implicado en el 

acoplamiento excitación-contracción debido a su capacidad para operar de manera 

reversa y mover el Ca2+ en ambas direcciones y así, suministrar el Ca2+.necesario para 

activar los canales RyR de manera similar a los canales de voltaje tipo L (Niggli and 

Lipp.,1993; Lipp et al.,1990). 

 

Recaptación de calcio hacia los depósitos 

SERCA Sarco Endoplasmatic Reticulum Calcium ATPase 

SERCA es una ATPasa involucrada en el mantenimiento de la homeostasis de Ca2+ 

bombeando Ca2+ al interior del RS. Esta proteína posee un tamaño aproximado de 110 kDa 

localizada en la membrana del RS longitudinal responsable del transporte de Ca2+ desde 

el citosol hacia el lumen del retículo sarcoplasmático (RS) después de la contracción 

muscular, facilitando así la relajación del músculo esquelético. En condiciones óptimas se 

da un transporte 2Ca 2+ por cada ATP hidrolizado (MacLennan, 1997). SERCA no sólo tiene 

un papel fundamental en la homeostasis del calcio citosólico, sino también en la 

regulación del gasto energético celular (Curtis et al., 2013). 

La familia de bombas SERCA está codificada por tres genes diferentes, SERCA1, 

SERCA2 y SERCA3, y siete isoformas diferentes se expresan a partir de estos genes 

(Periasamy and Kalyanasundaram, 2007). SERCA1 es una isoforma específica del músculo 

esquelético que se expresa mayoritariamente en músculos de contracción rápida, siendo 

1a y 1b formas adultas y neonatales, respectivamente. SERCA2a se expresa 

principalmente en músculo esquelético de contracción lenta; a diferencia de SERCA 2b 

que se expresa de forma ubicua en todos los tipos de células en una abundancia baja 

(MacLennan, 1997; Periasamy and Kalyanasundaram, 2007).  

Las SERCA expresadas en el músculo están reguladas por dos miembros de una familia 

de genes: fosfolambano (PLN) (Tada and Kadoma, 1989; Simmerman,1998) y Sarcolipina 

(SLN) (Odermatt et al., 1997; Hellstern, 2001). PLN es una proteína de membrana que 

interactúa con las moléculas SERCA para reducir su afinidad aparente por el Ca 2+ e inhibir 

su actividad a concentraciones bajas, pero no altas, de Ca 2+ (Tada, 

1989; Simmerman,1998). SLN es una proteína de membrana que se asemeja a PLN en 

estas características inhibitorias esenciales (Odermatt et al., 1997). Tanto PLN como SLN 

pueden inhibir tanto SERCA1a como SERCA2a con características similares (Toyofuku, 

1992). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC154294/#B6
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Simmerman+HK&cauthor_id=9790566
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Existen una serie de fármacos que inhiben específicamente a la SERCA siendo 

tapsigargina (TPS) y el ácido ciclopiazónico (Ganitkevich, 1999). La curcumina y la 2,5-di-

tert-butilhidroquinona (BHQ) también provocan una inhibición, dando lugar a una 

conformación de baja afinidad por el Ca2+ de la SERCA (Low et al.,1992). 

 

Acoplamiento excitación transcripción  

Estímulos externos son convertidos en señales por las células excitables, dando 

lugar a una amplia variedad de respuestas biológicas. La corriente de Ca2+ transportada a 

través de los canales dependientes de voltaje regula la expresión de diversos genes fruto 

de una comunicación directa con el núcleo. Este proceso es conocido como acoplamiento 

excitación-transcripción (ETC). Este evento relaciona la despolarización de las fibras 

musculares esqueléticas con la activación de la señalización que da lugar a la transcripción 

de genes de varias vías (metabólica, estructural, endocrina, etc.). 

Dicha activación se inicia a través de la detección de voltaje por parte de un sensor 

de voltaje DHPR (Cav1.1). Al detectar el estímulo Cav1.1  actúa como sensor de la panexina 

tipo 1 (Panx-1), dando lugar a la liberación de ATP a través de Panx-1 desde el interior de 

la fibra al medio extracelular tras la estimulación eléctrica. 

El ATP liberado al medio extracelular se une a los receptores purinérgicos (P2X y 

P2Y); estos receptores activan, a su vez, proteína G, la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) y 

la fosfolipasa C (PLC); las cuales favorece la producción del segundo mensajero 

Ins(1,4,5)trifosfato (IP 3). IP3 se une a Ins(1,4,5)P3R (IP3R), presente tanto en la membrana 

del retículo sarcoplásmico (SR) como en el núcleo, provocando la liberación de Ca2+ desde 

el SR al medio intracelular. El aumento de los niveles de Ca2+ intracelular induce la 

activación de una cascada de señalización responsable de modular la expresión de genes 

tempranos inmediatos (cfos), genes inducidos por el ejercicio (IL-6) o genes relacionados 

con la plasticidad (troponina I rápida/lenta ) (Buvinic et al., 2009, Jorquera et al., 2013; 

Fernandez-Verdejo et al., 2014; Carrasco et al., 2003; Araya et al., 2003; Jaimovich et al., 

2000) (Figura 10). 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7870689/#B7
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Figura 10. Mecanismo acoplamiento excitación-transcripción (ET) 

 

Ha sido demostrado en los últimos años la participación de CaV1.1 como precursor 

en la activación de la cascada de señalización relacionada con el acoplamiento excitación-

transcripción (ET). Al igual, ATP cumple una función de mediador entre la despolarización 

de la membrana, la señalización del calcio y la expresión génica, tanto en cultivos 

primarios de músculo esquelético como en fibras adultas (Arias-Calderón et al., 2016; 

Buvinic et al., 2009, Jorquera et al., 2013) Existen evidencias de un complejo multiproteico 

relacionado con el proceso de acoplamiento ET, que alberga el sensor de voltaje DHPR 

(CaV1.1) y proteínas relacionadas con la liberación de ATP (canal Panx1) y la señalización de 

ATP extracelular (P2Y 2 R) (Bustamante et al., 2014). 

Se ha demostrado la importancia de CaV1.1 como sensor en la liberación de ATP a través de 

inhibidores (nifedipina) y de fibras musculares las cuales no presentan estos canales 

(disgénicos), siendo ausente dicha liberación de Ca2+ (Jorquera et al., 2013; Arias-Calderón 

et al., 2016, Jaimovich et al., 2000; Cherednichenko et al, 2004; Bannister et al, 2009). 

 

Panx-1 

Panx-1 se localiza dentro de la familia de las panexinas, donde encontramos 

tres proteínas integrales de membrana glicosiladas (Panx-1, Panx-2 y Panx-3) siendo Panx-

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8515650/#bib28
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8515650/#bib4
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7870689/#B22
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1 es el miembro mejor caracterizado con expresión ubicua en diversos órganos y tipos 

celulares (altos niveles en corazón, músculo esquelético, SNC entre otros) (Bruzzone et al., 

2003; Baranova et al., 2004; Boassa et al., 2008; Peñuela et al., 2009).  

Múltiples estudios avalan a Panx-1 como un “hemicanal” de membrana de gran 

poro y alta conductancia in vivo el cual es permeable a la adenosina 5′-trifosfato (ATP) un 

mediador entre la despolarización de la membrana, la señalización del calcio y la expresión 

génica, tanto en cultivos primarios esqueléticos como en fibras adultas (Araya et al., 2003, 

D'hondt et al., 2011,  Baranova et al., 2004; Boassa et al., 2008; Locovei et al., 2006).  

Aunque existe controversia en torno a las distintas formas en las cuales modula 

Panx-1; se ha descrito que tanto en la activación como inhibición del canal pueden ocurrir 

por elevadas concentraciones de K+ extracelular (Locovei et al., 2006),  ATP (Locovei et al., 

2006), altos niveles de Ca2+ intracelular (Locovei et al., 2006), estrés mecánico (Bao et al., 

2004; Locovei et al., 2006), voltaje (Kurtenbach et al., 2013), regulación redox, óxido 

nítrico (NO) (Lohman et al., 2012), NMDA (Weilinger et al., 2012), cambio de pH 

extracelular, interacción con receptores purinérgicos (Bao et al., 2013) y caspasas (Pelegrin 

and Surprenant, 2006).      

Existen evidencias de la participación de Panx-1, debido a su asociación con 

receptores purinérgicos, en un mecanismo de retroalimentación positiva que permite la 

liberación de ATP inducida por ATP. Panx-1 es activado por ATP extracelular a través de 

receptores purinérgicos; tanto los receptores metabotrópicos P2Y (Locovei et al., 2006b ) 

como el receptor ionotrópico P2X7 (Locovei et al., 2007 ). 

Existen evidencias de la presencia de los canales de Panx-1 en el sarcolema y en 

los túbulos T de fibras musculares esqueléticas; dándose una co-localización en los túbulos 

T con los canales Cav1.1 siendo posible la interacción y coordinación de estas dos moléculas 

para desencadenar la liberación de ATP a través de Panx-1 desencadenando la cascada de 

activación responsable del acoplamiento ET (Buvinic et al., 2009)   

 

MIOCINAS 

El estudio del músculo esquelético ha permitido conocer a este tejido más allá de 

una función asociada a la locomoción. A través de diversos estudios a finales del siglo XX 

se revelaron para el músculo esquelético funciones endocrinas y autocrinas (Colman, 

1975) siendo esta primera visión del músculo base de las investigaciones actuales. 

Múltiples publicaciones avalan al músculo como una glándula capaz de producir 

una serie de sustancias cuando es estimulado. A estas sustancias se las acuño con el 

nombre de miocinas (Pedersen et al., 1985); siendo miostatina el primer péptido derivado 

del músculo que cumplió con los criterios de una miocina y la IL-6 la primera miocina que 

se descubrió que se secretaba en el torrente sanguíneo en respuesta a las contracciones 

musculares (Pedersen and Febbraio, 2008). Múltiples evidencias corroboran que el 

músculo esquelético libera una lista cada vez mayor de mensajeros intercelulares 

denominados colectivamente miocinas (Pedersen and Febbraio, 2012; Pedersen et 

al.,2003). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8515650/#bib16
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Actualmente conocemos como miocinas a las proteínas liberadas por las células 

musculares esqueléticas como respuesta a las contracciones. Estas miocinas están 

implicadas en la regulación autocrina del propio músculo y en la regulación paracrinas y 

endocrinas de otros tejidos u órganos (Pedersen and Febbraio, 2012; Pedersen and 

Febbraio, 2008). Debido a que las miocinas incluyen tanto citocinas de acción local como 

hormonas canónicas involucradas en una amplia gama de funciones, desde el 

metabolismo hasta la inmunidad y la inflamación, el campo ha despertado interés debido 

a sus implicaciones traslacionales (Severinsen et al., 2020; Pedersen et al.,2003). Existe 

evidencia experimental de que la IL-6 y otras mioquinas pueden explicar los cambios 

sistémicos presentes en las enfermedades inflamatorias (Bivona et al., 2022). 

Como se ha descrito, el músculo esquelético representa el órgano más grande del 

cuerpo, por tanto, las miocinas están involucradas en procesos de regulación endocrina, 

paracrina y autocrina, manteniendo una comunicación directa del músculo esquelético 

con tejidos y órganos diversos, siendo potencialmente significativa la influencia que 

ejercen sobre el metabolismo (Pedersen, 2011; Carson, 2017). 

El mecanismo de la contracción no solo está implicado en la locomoción, también 

se ha descrito su relación con las miocinas ya que estarían reguladas por la contracción, 

como es el caso de la interleucina-6 (IL-6) (Raschke et al., 2013). Pedersen et al. 

describieron como los músculos esqueléticos a través del proceso de la contracción liberan 

miocinas. Estas miocinas funcionan de manera similar a las hormonas ejerciendo un efecto 

endocrino sobre diversos órganos y además, pudiendo influir en el metabolismo y 

modificar producción de citocinas por tejidos y órganos. También se le ha asociado a las 

miocinas un efecto paracrino, actuando solo a nivel local (Pedersen et al., 2010; Pedersen 

and Febbraio, 2008). 

Se conocen que existen actualmente más de seiscientas miocinas de las cuales la 

mayoría no está clara su función. Comprender la implicación fisiológica y biológica de las 

diferentes miocinas y su papel en la atrofia del músculo esquelético sería la llave del 

conocimiento para encontrar nuevas dianas terapéuticas. 

 

Interleucina-6 

La Interleucina 6 (IL-6) es una miocina con actividades pleiotrópicas; siendo una 

de las más estudiadas y caracterizadas por su implicación desde proliferación celular y 

diferenciación hasta en respuestas inflamatorias, con efectos tanto proinflamatorios como 

antiinflamatorios. La IL-6 es un claro ejemplo del potencial de las miocinas reguladas por 

el ejercicio con efectos autocrinos, paracrinos y endocrinos (Hoffman et al., 2017). 

Esta citocina fue clonada y caracterizada por primera vez en torno a 1980 y 

pertenece a una amplia familia caracterizada por una estructura de cuatro hélices α entre 

cuyos miembros se encuentran IL-11, IL -27, IL-31 entre otros. Una de las características 

que definen a esta familia es que emiten señales a través de la proteína transmembrana 

gp130 (CD130) expresada de forma ubicua (Rose-John, 2006). El artículo de la liberación 

de IL-6 por los músculos esqueléticos durante la contracción en un grado suficiente para 
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aumentar sus niveles circulantes (Steenberg et al., 2000) abrió el camino para la 

caracterización experimental del músculo como un órgano endocrino (Pedersen and 

Febbraio, 2008).  

La IL-6 es una proteína glicosilada con una masa molecular de 22 a 27 kDa, según 

la fuente celular y la cantidad de modificación postraduccional (Haegeman et 

al. 1986; Hirano et al. 1986). Se sintetiza como una proteína precursora de 212 

aminoácidos (aa), con 28 aa secuencia señal y un segmento maduro de 184 aa (Hirano et 

al., 1994). 

Esta interleucina se localiza principalmente en miofibras (Hiscock et al. 2004), 

pero también se ha demostrado su presencia en células satélite (McKay et al. 2009) y 

fibroblastos (Malm et al. 2004), siendo necesaria para diversos procesos y funciones en el 

organismo como la proliferación de mioblastos y células satélite. Ha sido demostrado que 

el aumento local de IL-6, regulado por una secreción autocrina, no solo conduce a esta 

proliferación de células satélite, sino también a su diferenciación y fusión desempeñando 

así un papel dual en la miogénesis (Austin and Burgess,1991; Austin et al. 1992; Cantini et 

al. 1995). No obstante, también está implicada en otros procesos en los cuales al aportar 

IL-6 se dan mejoras en este como la diferenciación de mioblastos (Okazaki et al. 1996). 

Se ha demostrado que la secreción de IL-6 se libera directamente de las células 

musculares en experimentos de cultivo celular, pero también en experimentos in vivo, 

donde se ha demostrado que la IL-6 se libera del tejido muscular en respuesta a la 

contracción (Steensberg et al., 2002); para una revisión, (Peake et al., 2015). La 

contracción celular inducida por estimulación eléctrica directa libera IL-6 tanto en cultivos 

de roedores (Farmawati et al., 2013; Bustamante et al., 2014), como de humanos (Scheler 

et al., 2013; Tarum et al., 2017).  

La IL-6 producida por el ejercicio actúa tanto de manera autocrina, en el propio 

músculo esquelético que la libera, como en otros tejidos, como el sistema nervioso y el 

esqueleto. El grupo de Pedersen demostró que la contracción del músculo esquelético 

humano libera cantidades significativas de IL-6 en la circulación durante el ejercicio 

prolongado (Steensberg et al., 2000). Posteriormente destacó la importancia de la IL-6 

derivada del músculo en el metabolismo (Pedersen and Febbraio, 2008). 

No fue hasta 2002 cuando se demostró que durante la contracción muscular 

aumentan la transcripción de IL-6 en el músculo esquelético y su liberación a la circulación 

en grandes volúmenes en respuesta a la contracción (Steensberg et al., 2002). El aumento 

de las concentraciones circulantes de IL-6 se ve afectado tanto por la intensidad como por 

la duración de la contracción muscular (Malm et al.,2000).  

En respuesta al ejercicio se ha considerado a la IL-6 como una citocina con efectos 

inmunomoduladores, demostrándose, que el nivel de IL-6 circulante aumenta 

drásticamente (hasta 100 veces) en respuesta al ejercicio (Pedersen et al., 2000). La 

consolidación de que existen mayores niveles de IL-6 después del ejercicio fue uno de los 

eventos más destacables de los estudios de esta citocina (Northoff et al., 1994; Ostrowski 

et al., 1998a, Ostrowski et al., 1998b, Ostrowski et al., 1999, 2000; Steensberg et al., 

2000), demostrándose que el nivel de IL-6 aumenta con la duración del ejercicio y también 

está relacionado con la intensidad del ejercicio (Ostrowski et al., 1998a). Existen 
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evidencias que respaldan la idea de que exista una correlación entre la intensidad del 

ejercicio y el aumento de IL-6 en plasma, siendo demostrado que la contracción del 

músculo esquelético per se es la principal fuente de IL6 en la circulación en respuesta al 

ejercicio. (Ostrowski et al., 2001).  

Estudios demuestran que se pueden detectar varias citoquinas en el plasma 

durante y después del ejercicio (Pedersen et al., 2000; Pedersen et al. 2001); Las 

concentraciones plasmáticas de IL-6, inducidas por el ejercicio, aumentan de manera casi 

exponencial. El nivel máximo de IL-6 se alcanza al final del ejercicio o transcurrido un corto 

periodo de tiempo, seguido de una rápida disminución hacia los niveles basales al 

comenzar el ejercicio (Pedersen et al., 2007).  

El aumento en los niveles de factor de necrosis tumoral (TNF-α) e interleucina 1β 

(IL-1 β) se acompaña de un aumento dramático en IL-6. El TNF-α es también una citocina 

la cual está implicada en estimular la fase aguda de la reacción inflamatoria. TNF-α e IL-6 

están estrechamente relacionados; el TNF-α estimula la producción de IL-6. Por otro lado, 

los estudios in vitro (Fiers, 1991), así como estudios en animales (Mizuhara et al., 1994; 

Matthys et al., 1995) sugieren que la IL-6 puede inhibir la producción de TNF-a y se ha 

sugerido que La IL-6 debe clasificarse como una citocina antiinflamatoria (Tilg et al., 1997). 

No obstante, es importante resaltar la respuesta de IL-6 al ejercicio no está precedida por 

un aumento de TNF-α. Este hallazgo contrasta con la hipótesis de que el aumento de IL-6 

durante el ejercicio es una respuesta clásica de fase aguda iniciada por daño local en los 

músculos activos, ya que el aumento de IL-6 en la circulación ocurre durante el ejercicio 

dinámico sin ningún signo de daño muscular (Fisher, 2006). 

 

Efectos metabólicos y antiinflamatorios de la IL-6  

El músculo esquelético puede modificar el tipo y la cantidad de proteínas en 

respuesta al ejercicio regular. El ejercicio físico induce la transcripción de diversos genes 

metabólicos cuando el músculo esquelético se contrae (Pilegaard et al., 2000). Se ha 

demostrado que existe una transcripción del gen IL-6 en las células musculares durante la 

contracción, y que esta interleucina se libera a la sangre en grandes cantidades en el 

ejercicio (Pedersen et al., 2001; Pedersen et al., 2003; Febbraio and Pedersen, 2002). La 

liberación de IL-6 y de otras mioquinas en el músculo esquelético humano es considerado 

el desencadenante de diversos efectos sistémicos beneficiosos de la actividad física 

(Severinsen et al., 2020; Pedersen and Febbraio, 2008). Los efectos de la IL-6 sobre el 

metabolismo, la respuesta inmunológica, la función muscular y la proliferación celular 

implican que su liberación este sometida a un proceso estrictamente regulado. 

La presencia de una alta concentración de IL-6 mostraría un indicio de diversos 

trastornos en la salud, presentando estos niveles aquellos pacientes con síndrome 

metabólico pueden explicarse por el hecho de que la IL-6 se produce en el tejido adiposo 

(Mohamed-Ali et al. 1997; Fried et al. 1998). El tejido adiposo produce y libera TNF-α 

(Tsigos et al., 1995) existiendo evidencias de su papel en la resistencia a la insulina y, por 

tanto, su regulación a la baja de GLUT-4 e inhibición de la actividad del receptor de insulina 

(Hotamisligil, 1999).  
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Se ha demostrado que tanto la producción como la liberación de IL-6 en el 

músculo esquelético durante la contracción muscular depende de la disponibilidad de 

sustrato glucógeno; por tanto, cuando dicho glucógeno presente en el músculo se 

encuentra a bajas concentraciones, se produce y libera más IL-6 durante el ejercicio. Esto 

refuerza la idea de que la IL-6 procedente del músculo esquelético funciona como un 

sensor de energía (Pedersen et al.,2012). Esto es una clara evidencias de que la IL-6 puede 

estar involucrada, en parte, en la mediación de la captación de glucosa durante ejercicio 

debido a que el aumento de la expresión de IL-6 es proporcional al aumento captación de 

glucosa durante este el ejercicio (Steensberg et al., 2001a; Steensberg et al., 2001b).  

Se sabe que el metabolismo de los carbohidratos aumenta con el aumento de la 

intensidad del ejercicio, lo que refleja un mayor recambio de glucógeno muscular, así 

como una mayor captación de glucosa plasmática por parte de los músculos (Wahren, 

1970; Romijn et al. 1993; Kristiansen et al. 2000). En el transcurso del ejercicio a lo largo 

del tiempo la descomposición del glucógeno muscular disminuye (Coyle et al., 1986). Se 

ha demostrado que la liberación de IL-6 del músculo activo está relacionada tanto con la 

intensidad del ejercicio como con la absorción de glucosa, por lo que dicha interleucina 

contribuye a la homeostasis de la glucosa durante el ejercicio (Helge et al., 2003). 

En general, las citocinas plasmáticas encontradas después del ejercicio sugieren 

que el ejercicio induce un fuerte efecto antiinflamatorio (Febbraio and Pedersen, 2002). 

Evidencias respaldan que la IL-6 probablemente también media en algunos de los efectos 

antiinflamatorios e inmunorreguladores del ejercicio (Pedersen et al., 2003; Pedersen et 

al., 2012). Por tanto, la liberación de IL-6 inducida por el ejercicio podría explicar algunos 

de los efectos beneficiosos del ejercicio como un mejor control glucémico, pérdida de 

masa grasa, supresión del crecimiento tumoral o mantenimiento de la masa muscular 

entre otros (Hoffman et al., 2017). 

A pesar de la abundante literatura sobre la liberación muscular de IL-6 en las 

últimas dos décadas, la evidencia sobre el mecanismo celular y molecular subyacente es 

escasa. Los experimentos de cultivo sugieren que los estímulos iniciales que conducen a 

la secreción parecen ser la despolarización de la membrana (citado anteriormente), el 

estrés mecánico (Peterson et al., 2009) y los receptores purinérgicos (Bustamante et al., 

2014; Ito et al., 2018). Una serie de publicaciones en cultivos de roedores y fibras adultas 

han demostrado que la despolarización del sarcolema libera, mediante canales de 

panexina, suficiente ATP para activar los receptores purinérgicos que conducen a la 

liberación de IL-6 (Bustamante et al., 2014; Buvinic et al., 2009; Juretic et al., 2006). Otros 

estímulos celulares también podrían inducir la liberación de IL-6. Los receptores 

adrenérgicos pueden inducir la secreción en los músculos de los roedores (Mattingly et 

al., 2017; Frost et al., 2004), cultivos (Frost et al., 2004) y también en humanos durante el 

ejercicio (Hostrup et al., 2022). El óxido nítrico (Makris et al., 2010) y la hipertermia (Welc 

et al., 2012) también pueden liberar IL-6 en modelos de roedores. 

En cuanto a las vías intracelulares implicadas en la secreción de IL-6, artículos en 

modelos humanos y de roedores han identificado la participación de varias vías de 

transducción, como Stat3 (Bustamante et al., 2014), JNK/MAPK (Frost et al., 2004), Srf 

(Guerci et al., 2012) y AMPK (Weigert et al., 2012; Klymenko et al., 2020). Además, los 

factores de transcripción NF-κB y AP-1 (Juretic et al., 2006) y el regulador epigenético 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2342463/?report=reader#b23
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2342463/?report=reader#b23
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2342463/?report=reader#b15
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2342463/?report=reader#b9
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2342463/?report=reader#b5
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HDAC5 (Klymenko et al., 2020) parecen promover e inhibir la liberación de IL-6. La 

transcripción y liberación de IL-6 en el músculo parece implicar algunos mecanismos de 

retroalimentación similares a los de otros tejidos. Se ha propuesto que la IL-6 ejerce un 

bucle autocrino positivo en las células musculares de roedores que implica la síntesis de 

ARNm (Bustamante et al., 2014). En consonancia con esto, se ha propuesto que la 

secreción de IL-6 está regulada en el nivel de procesamiento del ARNm a través de 

proteínas reguladoras que interfieren con la transcripción (Peake et al., 2015; Geyer et al., 

2012). 

Los eventos transcripcionales son pieza angular en las adaptaciones metabólicas 

del músculo esquelético. La expresión de genes esenciales para el metabolismo de la 

glucosa y los lípidos está coordinada con el cambio en la utilización de sustratos. La 

proteína quinasa activada por AMP (AMPK) regula programas de expresión génica 

metabólica del músculo esquelético en respuesta a los cambios en el estado energético, 

regulando la actividad de enzimas metabólicas clave mediante la fosforilación (Long y 

Zierath, 2008; Pedersen et al.,2010). Múltiples estudios apuntan a la idea de que existe un 

efecto de la IL-6 sobre la AMPK, proporcionando diversos estudios evidencias de que las 

vías dependientes de la AMPK regulan la liberación de IL-6 del músculo esquelético 

oxidativo aislado (Glund et al., 2009). 

Diversos grupos han informado de la participación de algunos elementos de las 

señales de Ca 2+ en la secreción de IL-6. La evidencia actual indica que tanto los 

depósitos de Ca 2+ de IP3R (Bustamante et al., 2014) como de RyR (Ducreux et al., 2004) 

están involucrados. Los iones Ca 2+ extracelulares (Furuichi et al., 2018) y las señales 

citosólicas de Ca 2+ (Ito et al., 2018; Weigert et al., 2007) también parecen ser necesarias 

en cultivos de roedores, pero las vías de entrada de Ca 2+ no se han estudiado. La 

participación del Ca 2+ independientemente de los mecanismos de señalización vinculados 

a los receptores también está respaldada por el hallazgo de que la calmodulina (Hu et al., 

2019) en linfocitos de ratón y calcineurina en cultivos de esqueleto humano (Keller et al., 

2006) y cultivos y músculos de roedores (Allen et al., 2010) pueden mediar en la liberación 

de IL-6. 

 

Receptores 

IL-6 pertenece a una familia de citocinas que consta de 10 ligandos y 9 receptores; 

esta familia posee una estructura y transductor de señales en su complejo receptor 

común, que desempeña funciones muy diversas en el cuerpo. La IL-6 ejerce sus 

actividades biológicas a través de 2 moléculas: IL-6R (también conocida como IL-6Rα, gp80 

o CD126) y la proteína transmembrana gp130 (Kishimoto et al., 2005; Kang et al., 2019). 

IL6-R comprende de un dominio similar a Ig, el cual funciona como un sitio de 

interacción de ligando (Bazan, 1990; Bazan,1990); una región que atraviesa la 

membrana; y un dominio citoplasmático corto que es prescindible para la transducción 

de señales. La señalización ocurre cuando el complejo IL-6/IL-6R se asocia con la proteína 

transmembrana gp130; esta glicoproteína de 130kD, citada con anterioridad, es otro 

componente del receptor que funciona como transductor de señales de IL-6 (Hibi et al., 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7201933/?report=reader#bib9
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1990). La caracterización y clonación de IL6-R y gp130 dilucido que el mecanismo del 

receptor de IL-6 en el cual IL-6 se une al IL-6R solo, y este complejo se asocia con gp130 

para inducir la señalización (Hibi et al., 1990; Taga et al., 1989). 

El carácter pleiotrópico de las funciones de la IL-6 se ha atribuido a la capacidad 

del receptor. El IL6-R puede escindirse de la superficie celular para quedar en el espacio 

extracelular en forma soluble como sIL-6R, pudiendo formar un complejo con IL-6. Este 

complejo puede actuar sobre otras células asociándose a la proteína gp130, lo que explica 

dicha función pleiotrópica (Mackiewicz et al., 1992). El receptor soluble sIL-6R se 

encuentra presente en el suero humano y está involucrado en la señal de citocinas. 

Además de por escisión proteolítica del receptor de la superficie celular puede formarse, 

en menor medida, por corte y empalme alternativo del ARNm del receptor (Narazaki et 

al., 1993). El complejo de IL-6 y el IL-6R soluble también puede estimular las células que 

no expresan el IL-6R denominándose este modo de señalización trans-señalización de IL-

6, mientras que la señalización a través del IL-6R unido a la membrana se denomina 

Señalización clásica IL-6 (Garbers et al., 2011). Esta interacción IL-6/sIL-6 junto con dos 

moléculas de gp130 forman un hexámero mediando la trans-señalización o señalización 

clásica citadas (Boulanger et al., 2003). 

El desarrollo del anticuerpo monoclonal recombinante humanizado antihumano, 

tocilizumab (TCZ), permite poder inhibir la unión de IL-6 a IL-6R debido a estar dirigido 

contra los receptores de interleucina 6 (IL-6R) solubles y unidos a la membrana y, por lo 

tanto, tener la capacidad bloquear la cascada de señalización de IL-6R. El TCZ como 

anticuerpo neutralizante contra IL-6 e IL-6R bloquea las vías de señalización clásica y trans, 

siendo capaz de disociar el complejo IL-6–sIL-6R. La señalización trans de IL-6 es 

proinflamatoria, mientras que la señalización clásica de IL-6 es necesaria para las 

actividades regenerativas o antiinflamatorias de la citocina, siendo un inhibidor modelo 

para terapia para enfermedades inflamatorias crónicas y agudas (Kang et al., 2019).  

 

Vía de señalización de IL-6 

Como se ha citado con anterioridad al definir IL-6, esta citoquina pertenece a una 

familia que se unen a diferentes receptores específicos transmitiendo señales a través del 

receptor tirosina quinasa gp130. gp130 se expresa de manera ubicua en todo el cuerpo, 

mientras que la distribución del receptor de IL-6 (IL-6R) es más restringida (Hibi et 

al. 1990; Saito et al. 1992).  IL-6 tiene receptores ubicados en la membrana de las células 

diana (IL6R), cuando la IL-6 se une a estos receptores, este se une al receptor de tirosina 

quinasa gp130 sufre una dimerización y, como consecuencia, recluta Janus cinasas 2 

citoplasmática (JAK2) que está asociada constitutivamente con la región citoplasmática de 

gp130. JAK2 fosforilan el transductor de señales y el activador de la transcripción 3 (STAT3), 

el cual STAT3 sufre una dimerización y se transloca desde el citoplasma al núcleo donde 

STAT3 activa la transcripción de varios genes diferentes (Figura 11). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7201933/?report=reader#bib29
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7201933/?report=reader#bib57
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7201933/?report=reader#bib43
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2278876/?report=reader#b28
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2278876/?report=reader#b28
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2278876/?report=reader#b69
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Figura 11. Vía de señalización de IL6 (JAK/STAT3) 

Esta activación de distintas vías de señalización JAK/STAT por parte de IL-6 modula 

la miogénesis dependiente de células satélite (Muñoz-Canovas et al.,2013). Dicha vía se 

ha asociado con la promoción de la proliferación y/o diferenciación de mioblastos, siendo 

un hecho que las distintas acciones miogénicas parecen depender de los mediadores 

intracelulares que intervienen en cada paso de la vía JAK/STAT. Durante el proceso de la 

regeneración muscular las células satélites en proliferación mantienen activado el STAT3 

(Kami and Senba, 2002) y los mioblastos cultivados muestran expresión de STAT3 activado 

cuando se estimulan con LIF (Megeney et al., 1996).  

La dimerización del receptor de tirosina quinasa gp130 no solo desencadena la vía 

de transducción de señales a través de STAT3, también provoca la activación de la 

fosfatidilinositol-3 quinasa (PI-3 quinasa (PI3K)) y la cascada de proteína quinasa activada 

por mitógeno (MAPK) (Hirano et al., 1997). 

Se ha propuesto que el Ca2+ libre intracelular puede actuar como segundo 

mensajero regulando la expresión de IL-6 en el músculo esquelético, posiblemente a 

través de la fosfatasa calcineurina dependiente de Ca2+ (Allen et al., 2010; Banzet et al., 

2015). Esto concordaría con las evidencias que existen señales de Ca2+ de baja intensidad 

sostenidas en el tiempo las cuales activan el factor nuclear de células T activadas (NFAT) a 

través de la acción de la calcineurina (Dolmetsch et al.,1998; Frost et al., 2002; Im et al., 
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2004) y la expresión del gen IL-6 en células musculares humanas cultivadas (Keller et al., 

2006). La actividad contráctil del músculo esquelético de forma prolongada también se 

caracteriza por una baja concentración intracelular de Ca2+, por tanto, es posible que la 

contracción muscular active la transcripción del gen IL-6 a través de la señalización de 

NFAT (Rao et al., 1997) 

La calcineurina o fosfatasa 2B es una proteína fosfatasa de serina-treonina ubicada 

en el citosol (Rao et al., 1997; Crabtree, 1999) presente en concentraciones 10 veces más 

altas en músculo que en otros tipos celulares. Una vez activada se une a la NFAT y la 

desfosforila, promoviendo su traslación al núcleo donde se asocia con otros factores de 

transcripción (Olson and Williams, 2000). Además de esta vía, la transcripción del gen IL-

6 durante las contracciones musculares sostenidas podría también deberse durante 

situaciones de contracción máxima a la vía NF-kB y JNK. En el músculo esquelético se 

produce un aumento de la actividad de la vía JNK durante la contracción muscular 

(Boppart et al., 2000) y aunque su efecto sobre la transcripción de IL-6 es desconocido 

existen evidencias de que JNK regula la expresión del gen IL-6 en monocitos a través de 

NF-kB (Tuyt et al., 1999). 

Esta regulación de IL-6 a través de la vía Ca2+/NFAT no representa la totalidad de 

su regulación, también ha sido demostrado que el contenido de glucógeno intramuscular 

juega un papel importante en la regulación de este gen. Cuando a nivel intramuscular se 

da un agotamiento del contenido de glucógeno no solo es una condición limitante en lo 

que a disponibilidad de energía se refiere, también puede conllevar un efecto en 

diferentes procesos celulares como la transcripción de genes (Hargreaves, 2004). Existen 

evidencias de que bajas concentraciones de glucógeno durante el ejercicio prolongado 

activa p38 MAPK, siendo una proteína quinasa activada por estrés y durante la contracción 

muscular (Akira and Kishimoto, 1992; Goodyear et al., 1996; Williamson et al., 2003), para 

potenciar la transcripción de IL-6 en los músculos que trabajan (Chan et al.,2004). 

El mecanismo de activación de p38 MAPK está regulado por la fosforilación de un 

residuo de treonina y tirosina a través de una acción combinada de MAPK quinasa (MKK)-

3 y -6 (Raingeaud et al.,1995); posteriormente al encontrarse activa puede permanecer en 

el citosol (Ben-Levy et al.,1998) o trasladarse al núcleo (Raingeaud et al.,1995). Existe la 

posibilidad de que exista una relación entre la fosforilación de p38 MAPK en el núcleo y la 

transcripción de IL-6 en el músculo esqueleto, ya que existen evidencias de que un 

contenido reducido de glucógeno intramuscular aumenta la fosforilación de p38 MAPK en 

el núcleo (Chan et al.,2004). 

La regulación transcripcional de IL-6, al igual que sus regiones promotoras y 

potenciadoras han sido las más estudiadas. Estas regiones contienen múltiples elementos 

reguladores en cis para diversos factores de transcripción (TF) que actúan en trans. Varios 

de estos TF, como NF-κB, NF-IL-6, proteína activadora 1 (AP-1), proteína de especificidad 

1 (SP-1) y factor regulador 1 de IFN (IRF1), activan la transcripción de IL-6 (Akira and 

Kishimoto, 1992).  

Existen múltiples estudios en músculo de roedores enfocados en los mecanismos 

celulares responsables de la secreción de IL-6 (Bustamante et al., 2014; Lauritzen et al., 

2013; Juretic et al., 2006; Buvinic et al., 2009; Frost et al., 2004; Guerci et al., 2012; Weigert 
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et al., 2007; Klymenko et al., 2020). Respecto a la vía del Ca2+, solamente se ha estudiado 

su papel de manera parcial, con algunos estudios fragmentarios en humanos (Ducreux et 

al., 2004; Keller et al., 2006) y roedores (Bustamante et al., 2014; Buvinic et al., 2009; Ito 

et al., 2018; Furuichi et al., 2018).  

 

Retroalimentación IL-6  

Diversos estudios en diferentes tejidos han propuesto que la expresión de la IL-6 

puede ser el resultado de la propia acción de la IL-6 extracelular a través de un mecanismo 

de retroalimentación (Franchimont et al., 1997; Keller et al., 2003; Shouda et al., 

2006; Weigert et al., 2007). IL-6 extracelular se une a su receptor de membrana (IL6-R) a 

través del cual induce la activación de la tirosina quinasa 2 activada por Janus (JAK2) y el 

transductor de señal y activador de la transcripción 3 (STAT3) (Shuai et al., 2003). Se ha 

comprobado a través de la inhibición farmacológica de la vía JAK2/STAT3 que la cascada 

de señalización que genera este proceso está relaciona con la expresión de IL-6, debido a 

que dicha inhibición bloquea la secreción y expresión de la citocina; estos resultados 

fueron parejos a la sobreexpresión del inhibidor natural de la vía (SOCS3) (Shouda et al., 

2006). 

Es un hecho la presencia de un mecanismo de retroalimentación positiva en 

respuesta a la IL-6 en varios tipos de células, como los osteoblastos (Franchimont et al., 

1997), las células hepáticas (German et al., 2011; Shah et al., 2005) y las células inmunes 

(Verboogen et al., 2018). En el músculo esquelético, existen algunos artículos que 

describen este bucle autocrino in vivo en humanos (Keller et al., 2003) y células de 

roedores (Bustamante et al., 2014). La IL-6 liberada al exterior actúa como un factor 

estimulador autocrino promoviendo su expresión y producción; este evento se traduce en 

un aumento de los niveles de proteína y ARNm de IL-6 (Weigert et al., 2007; Bustamante 

et al., 2014). Ha sido descrito que STAT3 ejerce una función pleiotrópica sobre el músculo 

debido a que es capaz de modular la señalización de IL-6 a nivel transcripcional 

aumentando la síntesis de esta interleucina además de participa en el circuito de 

retroalimentación negativa de la IL-6 fruto de la inhibición por SOCS3 del complejo JAK2-

STAT3 (Bustamante et al., 2014; Ilangumaran et al., 2004; Shuai, 2003).  

SOCS3 pertenece a la familia de supresores de genes de señalización de citoquinas 

(Yasukawa et al., 2000) se expresan en niveles bajos en células no estimuladas y son 

inducidas de manera inmediata por citocinas, inhibiendo así la señalización JAK2-STAT3 y 

formando un clásico circuito de retroalimentación negativa como se ha citado con 

anterioridad. Esta inhibición de JAK2 por SOCS3 requiere la unión de SOCS3 al receptor 

activo, por tanto, inhibe la activación de STAT al competir con las STAT por la unión a los 

sitios de acoplamiento del receptor (Sasaki et al., 2000; Nicholson et al., 1999; Yoshimura, 

1998). 

Existen numerosos estudios sobre la transcripción de IL-6 y la activación de la vía 

STAT3 de los receptores de IL-6. STAT3 se caracteriza por ser activada por la IL-6 al unirse 

a sus receptores celulares (Kamimura et al., 2003), siendo al mismo tiempo un mediador 
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de la secreción de IL-6 en células del músculo esquelético (Bustamante et al., 2014), 

células tumorales (Mikyskova et al., 2023) y macrófagos (Samavati et al., 2009).  

Se ha descrito que el efecto autocrino de la IL-6 está mediado por la endocitosis y 

el compartimento endocítico vesicular en células inmunes y hepáticas (Verboogen et al., 

2018; German et al., 2011; Shah et al., 2006); no obstante, no existen datos sobre su 

presencia en células musculares.  

 

ENVEJECIMIENTO 

 

Concepto y bases celulares  

El envejecimiento es un proceso caracterizado por una progresiva pérdida de 

integración fisiológica que lleva a alteraciones funcionales y al incremento en la 

vulnerabilidad a la muerte. Una influyente revisión sistematizó los rasgos celulares 

distintivos del envejecimiento: inestabilidad genética, acortamiento de telómeros, 

alteraciones epigenéticas, reducción de la proteostasis, desregulación de la detección de 

nutrientes, senescencia celular, disfunción mitocondrial, alteraciones en comunicación 

intercelular y agotamiento de las células madre (López-Otín et al., 2013). 

 

La senescencia celular es una posible respuesta compensatoria para eliminar 

células dañadas con potencial oncogénico. Comprende, además de pérdida irreversible de 

la capacidad de replicación celular (mediada por las proteínas p53 y p16INK2a), la 

aparición de un fenotipo senescente con cambios morfológicos y funcionales 

(hipersecreción, estado pro-inflamatorio y pro-oxidativo, desensibilización de vías de 

señalización y de apoptosis) asociado a la activación de vías de señalización 

(MAPK/PI3K/mTOR) (Blagosklonny et al., 2012). Aunque casi toda la información sobre 

senescencia celular proviene de células mitóticas, también se ha descrito su presencia in 

vivo en células postmitóticas como neuronas y músculo esquelético (Calvani et al., 2013). 

 

El proceso de senescencia se ha atribuido a la activación a largo plazo de 

determinadas vías de señalización intracelular por la abundancia de nutrientes, como 

ocurre con la glucosa y el eje insulina/IGF-1 o los aminoácidos y Rag-GTPasas. Estas tienen 

efectos tróficos mediante la activación mTORC1 que favorecen la senescencia celular al 

inhibir la autofagia. Por el contrario, reducciones en la disponibilidad de energía celular 

(detectada por la AMPK al incrementarse el AMP y por SIRT1 al aumentar el NAD+), la 

hipoxia celular (mediante REDD1) y el estrés genotóxico (a través de p53) inhiben 

mTORC1, lo que se asocia a un aumento de longevidad tal y como ocurre en respuesta a 

la restricción calórica (Camello et al., 2012).  

En cuanto a la pérdida de funcionalidad mitocondrial, otro de los factores más 

investigados en la actualidad, puede deberse a la reducción de su biogénesis, inhibición 

de la actividad mitocondrial mediada por la represión de PGC-1α, incremento en señales 

apoptóticas que favorecen la permeabilización mitocondrial (Kroemer et al., 2007) y 

activación del inflamasoma (Green et al., 2011). Estos procesos pueden modularse por 

SIRT1, que activa a PGC-1α, y por SIRT3, la principal deacetilasa mitocondrial. Así mismo 
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un desbalance de los procesos de fisión y fusión (que generan cambios morfológicos) 

puede comprometer la función mitocondrial induciendo senescencia (Wang et al., 2011). 

La senescencia asociada al envejecimiento también afecta a las células madre, que 

sufren agotamiento funcional en el caso del músculo esqueléticos (Conboy and Rando, 

2012), lo que tiene implicaciones en el desarrollo de la fragilidad asociada al 

envejecimiento. 

 

Fragilidad y sarcopenia  

La fragilidad es un síndrome geriátrico en el que se produce una disminución de 

la reserva funcional y resistencia a los estresores, debido al declive acumulado de 

múltiples sistemas fisiológicos, lo que origina pérdida de la capacidad homeostática y 

vulnerabilidad a eventos adversos. La definición fenotípica de este síndrome la hizo Fried 

en 2001 (Fried et al., 2001). Un sujeto es considerado frágil si cumple 3 o más de los 

siguientes criterios: pérdida de peso no intencionado, agotamiento, debilidad (medida por 

la fuerza prensora), lentitud (medida mediante la velocidad para caminar) y bajo nivel de 

actividad física. La importancia del síndrome de fragilidad es que es un fiel predictor de 

eventos graves en el anciano como mortalidad, institucionalización y el aumento de 

dependencia en actividades de la vida diaria, por lo que la búsqueda de biomarcadores de 

este proceso es un área en constante desarrollo. 

El déficit motor en la fragilidad se debe a la reducción en la cantidad y 

funcionalidad de la masa muscular esquelética o sarcopenia. Caracterizada por una 

disminución del número y grosor de las fibras musculares, este proceso comienza ya a 

partir de los 30 años y se acentúa a partir de los 40-50 años (3-8% de reducción por 

década) (Baumgartner et al., 1998; Walston et al., 2012). Existe asociación entre 

sarcopenia y desequilibrios nutricionales, reducción de células satélites, de la actividad 

física y la exposición solar (Doherty et al., 2001). La sarcopenia es una consecuencia 

universal del envejecimiento y juega un papel central en el deterioro funcional en las 

últimas décadas de la vida. 

La sarcopenia, término acuñado por primera vez por Rosenberg en 1989, es una 

afección relacionada con la edad caracterizada por la aparición de atrofia muscular y una 

disminución progresiva de la fuerza muscular que se agudiza con el paso del tiempo (Kim 

and Kim, 2020). Esto conlleva a un fallo en la capacidad de las células satélite del músculo 

esquelético para mantener una cantidad adecuada de masa tisular, al perder su capacidad 

de respuesta a estímulos para fusionarse y mantener el tamaño y número de las fibras 

musculares. Se ha demostrado que el deterioro de la función de las células satélite como 

fuente de nuevos mionúcleos puede estar relacionado con una disminución de la 

población de células satélite, la cual ha disminuido con la edad (Günther et al., 2013; 

Hwang et al.,2018).  

Desde el punto de vista celular se considera que la sarcopenia se debe tanto a 

factores extramusculares (cambios hormonales, nutricionales y de la actividad física 

ligados a la edad, efectos de la grasa intramuscular, estado pro-inflamatorio) como al 

envejecimiento de las células musculares adultas y de las células satélites encargadas de 

su regeneración (Hwang et al.,2018; Teixeira et al.,2012; Romanick et al.,2013). Aunque 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6916202/?report=reader#wsbm1462-bib-0149
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una reciente investigación indica que la senescencia de las células satélite causada por el 

factor de transcripción p16INK2a es la causa última de este proceso (Sousa-Victor et al., 

2014), múltiples evidencias muestran la influencia de factores endocrinos en el desarrollo 

de la sarcopenia (Kalinkovich and Livshits, 2015). Además, la sarcopenia cursa con 

alteraciones en la autofagia, aumento de la apoptosis y daño oxidativo, y alteraciones 

mitocondriales que incluyen modificaciones en la dinámica mitocondrial (Calvani et al., 

2013; Picca et al., 2018) y en el ADN, la función energética y la activación del poro de 

transición de estas organelas (Picard et al., 2011).  

Hay algunas evidencias que muestran que con el envejecimiento se altera la 

secreción de miocinas. El envejecimiento reduce la expresión de PGC-1α (PPARγ 

coactivador 1α) (Kang et al., 2013), un factor de transcripción que activa la biogénesis y 

función mitocondrial, es activado por el ejercicio y libera varias mioquinas con efectos 

sobre el tejido adiposo y el metabolismo energético (irisina, péptido similar a la metionina, 

IL-15) (Baumgartner et al., 1998; Rao et al., 2014).  

Se ha demostrado la existencia de alteraciones en la homeostasis del 

Ca2+ producto de la senescencia (Delbono et al., 1995). Se ha descrito un desacoplamiento 

inducido por la edad entre las proteínas Cav1.x del sarcolema detectoras de la 

despolarización celular y los canales RYR1 que liberan el Ca2+ desde el retículo 

sarcoplásmico (ver sección Acopamiento estímulo-contracción), lo que podría reducir la 

señal de Ca2+ y la fuerza contráctil del músculo esquelético durante el envejecimiento 

(Delbono et al., 1995; Wang et al., 2000). 

 

Cambios en la homeostasis del calcio inducidos por el envejecimiento 

La vía de señalización del Ca2+ tiene un papel clave en las células musculares, no 

solamente por el estrecho control que ejerce sobre la contracción (con sus implicaciones 

motoras y vasculares), sino porque la frecuencia y amplitud de las señales de Ca2+ regulan 

la plasticidad del músculo (Tavi and Westerblad, 2011) al controlar diversas proteínas 

reguladoras de la transcripción (NFKβ, NFAT, MAPK y otras). Las señales de Ca2+ regulan la 

expresión genética en el músculo esquelético, y la miogénesis y los factores de 

transcripción responsables de la diferenciación muscular están regulados por proteínas 

controladas por el Ca2+ citosólico, la fosfatasa calcineurina, las kinasas activadas por 

calmodulina y las enzimas calpaínas (William et al., 2002; Tu et al., 2016). Esto implica que 

los posibles cambios que ocurren en la señal de Ca2+ durante el envejecimiento pueden 

ser el mecanismo o la causa de la sarcopenia.  

El envejecimiento produce cambios en la señal de Ca2+ en diversos tejidos (para 

una revisión,  https://www.secf.es/document/revistaPDF/2017-SECF-

Julio%20Revista.pdf). El envejecimiento afecta a múltiples parámetros de la señal: reduce 

a la capacidad citosólica de amortiguación de Ca2+ (calcium binding capacity) (Satrústegui 

et al., 1996), la actividad de los sistemas de extrusión de Ca2+ (Gómez-Pinilla et al., 2007), 

las señales mitocondriales de Ca2+ (Camello-Almaraz et al., 2008) o el tamaño de los 

depósitos intracelulares de Ca2+ (Gómez-Pinilla et al., 2011). Esto tiene consecuencias 

funcionales, como por ejemplo alteraciones en la cinética espaciotemporal de la señal 

https://www.secf.es/document/revistaPDF/2017-SECF-Julio%20Revista.pdf
https://www.secf.es/document/revistaPDF/2017-SECF-Julio%20Revista.pdf
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(Martin-Cano et al., 2015) o la excitabilidad celular (Toescu and Verkhratsky, 2007) y la 

contracción del músculo liso (Gómez-Pinilla et al., 2011).  

En el músculo esquelético se ha descrito, entre otros efectos, que el 

envejecimiento reduce la excitabilidad y las señales de Ca2+ (Payne et al., 2009) y la 

captación de Ca2+ por el RS en músculo humano (Hunter et al., 1999) y el acoplamiento 

entre los puntos de liberación de Ca2+ desde el RS y las mitocondrias (Pietrangelo et al., 

2015). 
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Los objetivos iniciales de la presente tesis, basados en la hipótesis de que el 

envejecimiento produce alteraciones en los cultivos primarios de músculo esquelético 

humano, eran: 

1- Estudiar el efecto del envejecimiento sobre la secreción estimulada de IL-6 

2- Estudiar posibles cambios en la señal de Ca2+ en respuesta al ATP debidos al 

envejecimiento. 

 

Los resultados que se han ido obteniendo durante el estudio han llevado a la formulación 

de otros objetivos adicionales: 

1- Estudiar de una forma sistemática el papel de los principales elementos de la señal 

de Ca2+ en la secreción de IL-6 en respuesta a ATP, y la posible presencia de 

elementos de autorregulación por IL-6 

2- Estudiar el papel de la panexina-1 en la entrada de Ca2+ acoplada a excitación en 

fibras musculares. 
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Cultivos primarios de músculo esquelético humano 

Aislamiento de cultivos primarios  

El presente estudio se ha realizado con muestras de músculo esquelético humano 

procedentes del Hospital Universitario (Cáceres), fue aprobado por los Comités Éticos de 

la Universidad de Extremadura y del Hospital Universitario de Extremadura (Servicio 

Extremeño de Salud) (ref IB18025) y siguió las normas de la Declaración de Helsinki de 

1975. Dicho estudio se realizó en 14 donantes, con edades entre 22 y 70 años: 11 hombres 

y 3 mujeres. Todos ellos cumplían las condiciones de inclusión expuestas a continuación: 

no haber sido diagnosticados de diabetes, síndrome metabólico, trastornos musculares o 

neurológicos ni insuficiencia hepática o renal, y no estar bajo tratamiento con fármacos 

anabólicos o fármacos que actuaran en la placa terminal del músculo. 

Los cultivos primarios utilizados estaban formados por células en monocapa 

debido a su adhesión y crecimiento sobre un soporte sólido; con capacidad de proliferar 

gracias a factores de crecimiento, producidos por las mismas células que del cultivo, 

ocupando toda la superficie de cultivo hasta alcanzar un estado de confluencia. Este 

crecimiento permitió desarrollar subcultivos o pases a partir del cultivo inicial, obtenido 

de células madre tras la disgregación del tejido muscular de los donantes humanos. 

Para obtener los cultivos primarios humanos, su utilizaron pequeños fragmentos 

de músculo esquelético abdominal desechados durante laparotomías en diversas 

intervenciones quirúrgicas y mantenidas en una solución Krebs-Henseleit (KH) estéril 

(Tabla 1) a 4ºC hasta su recepción en nuestro en laboratorio de investigación. Las muestras 

se limpiaron, eliminándose los restos de vasos sanguíneos, restos de tejidos cauterizados 

fruto de la intervención y el tejido graso, todo ello con ayuda de una lupa binocular Nikon 

SMZ800; una vez limpias, se cortaron en pequeños fragmentos de 1 mm y se pasaron a 

una solución de BSA KH de 1 mg/ml. 

A continuación, se realizó la digestión enzimática y mecánica de los fragmentos de 

músculo esquelético. La digestión enzimática se llevó a cabo incubando los fragmentos de 

tejido con una solución de papaína (1mg/ml, 15 min, con 1mg/ml ditioerittriol) y a 

continuación de colagenasa (1mg/ml, 5 min) ambas a 37°C (Tabla 2). Tras la digestión, los 

fragmentos se lavaron con una solución enzimátia a 4ºC (Tabla 2) para retirar los restos de 

papaína y colagenasa. 

Tras el lavado, los fragmentos digeridos se sometieron a una digestión mecánica 

en solución enzimática a 4°C, haciendo pasar el tejido por puntas de pipetas de mayor a 

menor calibre, hasta que el pipeteo no mostró resistencia alguna al paso del tejido. La 

solución, ya digerida mecánicamente, se hizo pasar a través de filtros de diverso calibre 

(100 μm y 70 μm) con medio de crecimiento (GM) (Tabla 3) y se centrifugó a 1600 rpm 

durante 8 minutos a 4ºC El pellet obtenido se resuspendió en GM y se transfirió a una 

placa de Petri durante 1h para que los fibroblastos se adhirieran a la placa y poder así 

eliminarlos del cultivo. El sobrenadante de esta placa se sembró en un matraz de cultivo, 

recubierto de colágeno previamente (50 µg/mL 90-120 min) y se incubó en condiciones 

óptimas (37 °C, 5% CO2), con GM, lo que permitió que las células satélites proliferaran y 
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se diferenciaran en mioblastos. Cada cultivo se revisó diariamente y se reemplazaron los 

medios cada dos días.  

Cuando el cultivo alcanzó un estado de confluencia celular óptimo, entre el 80-

90%, se retiró el medio y se lavó con PBS 2-3 veces para retirar el exceso de proteínas 

procedentes del suero. Posteriormente se añadió tripsina-EDTA (2.5 g/L tripsina y 0.2 g/L 

EDTA en solución Hanks (Sigma)) y tras 2.5-3 minutos se diluyó  5 veces con GM y se 

centrifugó (1600rpm 8min). El pellet se resuspendió en GM y se procedió a contar el 

número de células satélites mediante una cámara de Neubauer. Para llevar a cabo la 

congelación se añadió un medio especifico (Tabla 3) y se pasó a criotubos estériles que se 

congelaron de forma gradual, para posteriormente ser congelados en nitrógeno líquido. 

 

Cultivo primario de músculo esquelético humano 

Los cultivos primarios se llevaron a cabo, según el diseño experimental, en placas 

o matraces que se pretrataron con colágeno (50 µg/mL) a partir de solución comercial (rat 

tail, Gibco A10483-01; 3mg/ml) diluida en acético 0.02M añadiendo 0.1 mL/cm2 de 

superficie de cultivo). Se utilizó medio de crecimiento (GM) y diferenciación (DM) (Tabla 

3-4), preparados a partir de medio base DMEM/Ham´s F12 1:1, reconstituido con 

penicilina/estreptomicina (10000u/mL y 10000 µg/mL) y gentamicina (50 mg/mL) para 

prevenir las contaminaciones de los cultivos.  

La siembra de los cultivos primarios se realizó bien con células procedentes de un 

pase anterior, tripsinizado y resuspendido en medio de crecimiento (GM), o con células 

congeladas en nitrógeno líquido resultado de la digestión o de pases posteriores 

congelados. Las siembras se llevaron a cabo con una concentración de células entre 6000-

7000 células/cm2 en medio de crecimiento (GM). Este medio se reemplazó cada dos días 

hasta que el nivel de confluencia celular alcanzó el 80 -90 %, momento en el que el GM se 

sustituyó por medio de diferenciación (DM). En estas condiciones, los mioblastos en 

proliferación se fusionaron hasta formar miotubos, diferenciados y multinucleados 

(núcleos agrupados y en cadena), precedentes in vitro de las fibras musculares adultas. 
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KREBS mM 

NaCl 113 

KCl 4,7 

KH2PO4 1,2 

MgSO4 1,2 

NaHCO3 25 

D-GLUCOSA 11,5 

CaCl2 2,5  

 

Tabla 1. solución Krebs-Henseleit (KH) 

 

  

SOLUCIÓN ENZIMÁTICA 
MADRE 

40% BSA (Albúmina de Suero Bovino) 

  

PAPAÍNA 1mg Papaína/1ml Solución enzimática 
10mg DTT/1ml 

COLAGENASA 1mg Colagenasa/1ml Solución enzimática 
1mM CaCl2  

 

Tabla 2. Composición soluciones digestión enzimática. 

 

 DMEM 
reconstituido 

Suero Insulina Otros 
componentes 

Medio de 
crecimiento (GM) 

80 % DMEM 20% Suero fetal 
bovino (FBS) 

(Gibco) 

10 µg/mL bFGF (1 
ng/mL) 
EGF (10 
ng/mL) 

Dexametasona 
(0.4 µg/mL) 

Medio de 
diferenciación (DM) 

 

98 % DMEM 2% Suero de 
caballo (HS) 

(Gibco) 

10 µg/mL  

Medio de 
congelación 

60% DMEM 30% Suero fetal 
bovino (FBS) 

(Gibco) 

 10 % DMSO 

 

Tabla 3. Composición de medios de cultivo. 
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 Composición factores de crecimiento 

bFGF vial bFGF (10 µg) (Gibco) 
H2O o Tris (10 mM, pH 7.6) 

Tris 0.1% BSA 

EGF vial EGF (100 µg) (Gibco) 
H2O o Tris (10 mM, pH 7.6) 

Tris 0.1% BSA 

Dexametasona Etanol puro (1:1) 
Medio base (1:25) 

 

Tabla 4. Composición factores de crecimiento. 

 

Estudio de la secreción de il-6 en cultivos primarios de músculo esquelético humano 

A través de los experimentos de secreción se determinó la cantidad de 

interleucina 6 (IL-6) secretada en un cultivo primario de músculo esquelético humano en 

presencia y ausencia de diversos estimulantes e inhibidores de canales de calcio y vías de 

señalización intracelular. 

El día experimental, donde los cultivos se caracterizaron por presentar un estado 

óptimo con respecto a la disposición de los miotubos y la morfología de estos, las células 

se lavaron tres veces con PBS y se añadió por pocillo 0,5 mL de medio de cultivo sin suero 

(medio base (DMEM)), a excepción de experimentos que partan de una cantidad mayor o 

menor de efluente final, para recolectar la secreción de IL-6. En el medio presente en cada 

pocillo se añadieron diferentes agonistas, antagonistas o combinación de ambos 

dependiendo del protocolo experimental establecido durante un tiempo de incubación de 

2 horas; estos experimentos se acompañaron de controles negativos y positivos para la 

valoración de IL-6 en condiciones basales y en presencia o ausencia de estímulos o 

inhibidores ensayados. Cabe destacar la adicción de inhibidores 15 min previos a la 

aplicación del estímulo, siendo esta forma de actuación necesaria para evitar 

competitividad entre inhibidores y estímulos por la misma diana de actuación.  

Una vez transcurrido el tiempo estimado de incubación se retiró el sobrenadante 

de cada pocillo y se alicuotaron como muestras independientes identificando su condición 

experimental; posteriormente se almacenaron a -20ºC hasta su análisis. 

Para llevar a cabo una normalización de la secreción, una vez retirados los 

efluentes, se adicionó al cultivo Hoechst 33342 (ThermoFisher) y se incubó durante 40 

minutos para poder lograr un marcaje de los núcleos y llevar a cabo un contaje de estos. 

A través del microscopio automático EVOS y el software dedicado se tomaron imágenes 

para que se sometieron a un contaje y análisis por medio del software FIJI. La secreción se 

normalizó por cada 100000 núcleos. 

Los efluentes obtenidos y almacenados se analizaron a través de la técnica ELISA 

mediante el kit específico Elisa Pro Human IL-6 (MABTECH). El fundamento de esta técnica 

se basa en dos componentes esenciales, el antígeno de estudio a cuantificar y un 

anticuerpo específico para ese antígeno conjugado a una enzima que genera una reacción 
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cuantificable. Se usó un Elisa de tipo sándwich. Este tipo de Elisa utiliza dos anticuerpos 

específicos contra el antígeno para capturarlo a manera de emparedado (sándwich) en la 

placa.  

En primera instancia se realizó un pretratamiento de la placa destina al Elisa 

añadiendo el anticuerpo de captura diluido en PBS (0,5µg/mL), sellando la placa e 

incubándola ON a 4ºC. Transcurrido el periodo de incubación se sometió a tres lavados 

con el buffer de lavado (PBS + 0,05% Tween20) (proceso a repetir tras la incubación con 

cada reactivo o anticuerpo del kit) y se bloqueó con el buffer de incubación (PBS+0,05% 

Tween20+0,1% BSA) durante un periodo de 1hora a temperatura ambiente y sellada. Tras 

el lavado para retirar el exceso de buffer de bloqueó se procedió a la adicción de las 

muestras y la curva patrón. 

Se partió de un estándar de Elisa el cual contenía un liofilizado de IL-6, siendo esta 

la solución madre, la cual se reconstituyó agregando 1mL del tampón de reconstitución 

estándar (1µg/ml) 30 minutos previo a su uso congelando la solución madre sobrante a -

20ºC. Una vez transcurrido el tiempo indicado se preparó la curva patrón a partir de la 

solución madre reconstituida realizando diluciones seriadas tomando como diluyente el 

buffer de incubación o Elisa diluent (Figura 12). 

 

Figura 12. Diluciones seriadas. Elisa Pro Human IL-6 (MABTECH). Fuente: Mabtech. 

 

Estas diluciones se colocaron en la placa (1-7 + blanco) por duplicado, al igual que 

todas las muestras de estudio estableciendo un cuadrante de posición para identificar a la 

hora del análisis cada una de las muestras (a través de las propias etiquetas de 

identificación de los viales congelados); tanto las muestras como la curva patrón se 

incubaron selladas durante 2h a temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo se 

procedió a los lavados con el buffer de lavado y la adicción del anticuerpo de detección 

biotinilado diluido previamente con el buffer de incubación(1µg/ml) y se incubó durante 

1h a temperatura ambiente con la placa sellada. Se retiró el excedente del anticuerpo de 

detección con los lavados y se adicionó la estreptavidina-HRP previamente diluida 1:1000 

durante 1h a temperatura ambiente con la placa sellada. La estreptavidina conjugada con 

HRP consta de una proteína de estreptavidina que se conjuga de forma covalente a la 

enzima de peroxidasa de rábano picante (HRP); la estreptavidina se une a la biotina y la 

HRP conjugada proporciona la actividad enzimática para la detección. Esto permite la 
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conjugación del anticuerpo secundario (anticuerpo de detección biotinilado) con la 

enzima (estreptavidina-HRP). 

Tras la incubación y sus respectivos lavados se agregó TMB (tetrametilbenzidina), 

siendo el sustrato cromogénico que reacciona con la peroxidasa de la estreptavidina-HRP 

escindiéndolo y emitiendo así coloración, durante 15 minutos a temperatura ambiente y 

placa sellada. Este TMB transcurrido el periodo de incubación emitió una coloración 

azulada detectable a 370 y 652 nm, la cual tras la adición del ácido sulfúrico (solución 

STOP) cambió a una coloración amarillenta detectable a 450nm. Esta coloración permite 

hacer una lectura de la placa, a través del lector de placas SPECTROSTAR nano y un software 

dedicado, a esta longitud de onda y, a través de la curva patrón, calcular los pg/mL de IL-

6 que presenta cada una de las muestras (Figura 13). 

 

Figura 13. Elisa sándwich (estreptavidina-HRP). 

 

Estudio de las señales de calcio intracelular 

La fluorescencia es una propiedad de algunas moléculas de absorber longitudes 

de onda específicas y poder liberar energía emitiendo luz a una longitud más larga. Esta 

propiedad ha sido utilizada para producir abundantes compuestos fluorescentes, algunos 

de ellos sensibles a la concentración de calcio, de forma que cambios en la concentración 

de este ion se corresponden con cambios en la fluorescencia emitida por estos 

marcadores lo que permite estudiar la vía de señalización del ion calcio. Uno de los 

indicadores más utilizados es el fura-2 AM (éster acetoximetil), que posee un grupo éster 

acetoximetílico (AM) conjugado que le confiere permeabilidad a través de la membrana 

celular. Una vez en el interior celular, el grupo éster AM es escindido por las esterasas 

intracelulares y el FURA-2 AM se convierte en su forma fluorescente desesterificada. El 

FURA-2 AM es un indicador ratiométrico con dos longitudes de onda de excitación, una a 

340nm y otra a 380 nm, y una longitud de onda de emisión a 510nm. El cociente o ratio 

entre ambas fluorescencias (F340/F380) es usado como índice de la concentración de Ca2+, 
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siendo la emisión a 380 nm la más sensible a cambios en la concentración de Ca2+, 

mientras que la de 340nm apenas es modificada. Este cálculo radiométrico permite 

diferenciar cambios reales en la concentración de calcio de posibles artefactos 

experimentales, movimientos de células o cambios en la fluorescencia del Fura2-AM 

provocados por drogas utilizadas en los diferentes experimentos. (Pan et al., 2012, Poenie, 

1986). 

En nuestro estudio las células musculares esqueléticas se cultivaron sobre cristales 

en placas estériles (Cristales 24mm) pretratados con colágeno (50 µg/mL, 90-120 min). 

Tras retirar el medio de diferenciación y lavar el cultivo con PBS, se incubaron con una 

solución de fura-2 AM (5 µM) (en medio base con Cremophor (0,01%)) durante 20 minutos 

a temperatura ambiente y en oscuridad. Tras retirar este medio, se lavó y se añadió medio 

base limpio (sin suero). Los cristales con las células ya cargadas no se utilizaron hasta al 

menos 12 minutos después de la retirada del Fura-2AM, tiempo durante el cual tuvo lugar 

la desesterificación. 

Una vez deseterificadas, se procedió a registrar a lo largo del tiempo los cambios 

en la fluorescencia intracelular mediante la técnica de microscopía Imaging, lo que 

permitió cuantificar los cambios en las concentraciones de Ca2+ intracelular cuando las 

células fueron tratadas con estímulos y/o inhibidoresde las diferentes vías de señalización 

estudiadas. Para esto cada cristal (con miotubos diferenciados) se montó en una cámara 

soporte o de perfusión. La cámara se colocó sobre la platina de un microscopio de 

fluorescencia invertido (Nikon TE2000); las células se sometieron inicialmente a un flujo 

continuo y regulado (1mL/min) de solución Tyrode (Tabla 5), y tras elegir un campo con 

miotubos se procedió a adquirir imágenes a lo largo del tiempo (cada 1s, 0.8s o 5 s, según 

el protocolo esperimental diseñado). Las diferentes drogas se perfundieron a través de un 

sencillo sistema de jeringas que por gravedad permitió ir aplicando los diferentes 

estímulos e inhibidores.   

Mediante el software Metafluor (Universal Imaging) se adquirieron y grabaron 

secuencialmente las imágenes de fluorescencia de emisión a 340 y a 380nm, para su 

posterior procesamiento y análisis. Este análisis se realizó mediante el procesador de 

imágenes Fiji (imageJ), generándose primero una imagen de ratio (cociente entre las 

imágenes obtenidas a 340nm y 380nm cada 1s, 0.8s o 5s) donde se cuantificó la intensidad 

de la fluorescencia a lo largo del tiempo (F340/F380). Estos cambios en el ratio de 

florescencia se corresponden con cambios a tiempo real de la concentración de calcio 

intracelular [Ca2+]i. Cada valor de ratio se normalizó respecto a un valor medio de ratio 

basal o inicial en ausencia de estímulos e inhibidores. Se calculó el pico o incremento 

máximo en la respuesta a ATP, KCl y se calculó el área bajo la curva cuando se vaciaron los 

depósitos de Ca2+ con TPS.  

Se empleó el análisis de varianza de una vía (SPSS) y un test de Tukey para el 

estudio del efecto de los diferentes factores discretos (día o fase de cultivo) sobre las 

respuestas. P< 0.05(*), p<0.01(**) y p<0.005(***) fueron los niveles de significación. 
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 PM mM 

NaCl 58,44 13.7 

KCl 74,56 0,54 

MgCl2  100 mM 

HEPES 238,3 1 

NaH2PO4 170 0,04 

Glucosa 180,16 5,6 

NaHCO3 84,01 2,2 

   

CaCl2  1,8 

EGTA  1 
 

Tabla 5. Solución Tyrode 

 

Extracción y aislamiento del músculo Flexor Digitorum Brevis (FDB) 

Modelo animal 

Para evaluar la participación de los canales operados por voltaje y panx-1 en la entrada de 

calcio acoplada a excitación (ECCE) se usó un modelo experimental de ratones C57BL/6 

adultos machos (6-8 semanas -young-) y ratones C57BL/6 longevos machos (24-29 

semanas -aged-) obtenidos del bioterio de la Facultad de Medicina de la Universidad de 

Chile. Estos animales de experimentación fueron mantenidos bajo condiciones de 

temperatura yhumedad controlada, ciclos de luz-oscuridad de 12 hora y comida y agua ad 

libitum. 

 

Eutanasia y extracción de extremidades 

El manejo y traslado de animales a las instalaciones habilitadas para su praxis 

dentro de la unidad de investigación (Departamento de Fisiología del músculo) se llevó a 

cabo según los protocolos establecidos por la Unidad de Prevención de Riesgos y Bioética 

de la Facultad de Medicina (Chile) 

La técnica empleada para eutanasiar a los animales fue la dislocación cervical. El 

animal se colocó en decúbito prono sobre una superficie de rejillas hasta conseguir una 

postura adecuada; posteriormente, se sujetó al animal con ayuda de unas pinzas en la 

región cervical ejerciendo presión para, con ayuda de la otra mano, tirar de la cola y 

provocar la separación de las vértebras cervicales con el cráneo; confirmando 

posteriormente que dicha separación fue exitosa. 

Una vez eutanasiado, se procedió a la separación de las patas posteriores con 

material quirúrgico previamente esterilizado. La retirada de la piel es necesaria para 

facilitar la visualización de los tendones y la posterior extracción del músculo Flexor 

Digitorum Brevis (FDB), músculo objeto de estudio. Este procedimiento se realizó a través 

de un corte cutáneo a la altura de la cadera del animal, para ir diseccionando alrededor 

de la masa muscular y poder extraer la extremidad de la forma más limpia posible 
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traccionando hasta la articulación del tobillo para posteriormente retirar la piel 

desprendida. Se amputó a la altura de la rodilla y, ambas extremidades se colocaron sobre 

una placa con tampón fosfato salino (PBS). 

 

Disección del músculo Flexor Digitorum Brevis (FDB) 

Las extremidades amputadas fueron depositadas sobre una placa de 60mm de 

diámetro con PBS, previamente tratada con resina de Silgar que permite inmovilizar la 

pieza anatómica mediante alfileres y/o agujas. La extracción del FDB se llevó a cabo bajo 

disección con lupa binocular Nikon SMZ800 colocando y fijando la extremidad con la 

superficie plantar hacia arriba. Se retiró la piel sobrante de la zona plantar y el tobillo se 

identificó el músculo FDB, insertado en un tendón a nivel proximal, ramificándose hacia la 

zona distal donde se encuentran los dedos. Posteriormente, se seccionó el músculo a nivel 

del tendón de inserción proximal evitando los vasos sanguíneos que discurren por la zona 

medial. 

 

Aislamiento fibras musculares del músculo Flexor Digitorum Brevis (FDB) 

El aislamiento de fibras musculares se realizó mediante digestión enzimática del 

músculo con Colagenasa II de Worthington Biochemical (Lakewood, NJ, USA, 1.3 mg/ml 

(400 U/ml)) en medio de cultivo DMEM el músculo FDB deseccionado se sumergió en la 

solución de colagenasa y se incubó en un baño termorregulado durante 90 minutos a 

37°C. Estos tiempos se fueron incrementando proporcionalmente cuando las edades los 

individuos eran superiores a las 6-8 semanas. 

Finalizado el tiempo de digestión los músculos se depositaron en placas con medio 

DMEM 10% HS para su disgregación mecánica. Ésta se llevó a cabo haciendo pasar el tejido 

muscular a través de   pipetas Pasteur de vidrio de diferentes calibres. Se inició la 

disgregación con la pipeta de mayor calibre y cuando las fibras musculares se soltaban se 

retiraban a una placa con DMEM 10% HS, desechándose los restos celulares y de tejido 

conectivo procedentes de la digestión. Fue necesario ir reponiendo medio limpio a la 

preparación y evitar la formación de burbujas de aire, ya que dañarían nuestras fibras de 

estudio. Se repitió el proceso con los diferentes calibres de pipeta, pasando a calibres más 

pequeños a cuando los músculos ya no mostraban resistencia al pipeteo. (Figura 14). 

A continuación, las fibras musculares se sembraron en cubreobjetos (25mm) 

previamente recubiertos con matriz comercial ECM (Sigma.  y secados en un incubador 

durante 20-30 minutos.  
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Figura 14. Representación ilustrada del proceso de extracción de las extremidades posteriores y su disección 

para la retirada del músculo flexor digitorum brevis (FDB) de ratón adulto de la cepa C57BL/6. Se indica una 

posterior digestión química y mecánica para la obtención de las fibras musculares de estudio. 

 

Tras la siembra homogénea de las fibras s en las placas con los cubreobjetos las 

fibras reposaron durante 20 minutos para lograr su óptima adherencia y evitar su 

desprendimiento de la matriz de adhesión. Transcurrido ese tiempo se añadió medio 

DMEM 10% HS a las placas Petri y se incubaron a 37° C (y CO2 5%) durante las 18-24h 

previas a su utilización (Buvinic et al., 2009; Casas et at., 2019; Arias-Calderón et al., 2016). 

 

CUANTIFICACIÓN DE LA ENTRADA DE MN2+ 

El manganeso (Mn2+) es un ion capaz de atravesar la membrana plasmática a 

través de los mismos canales de calcio sensibles a voltaje de las fibras musculares. Se 

estudió la entrada de manganeso como método para evaluar la participación de los 

canales operados por voltaje (Cav1.1) en la entrada de calcio acoplada a excitación (ECCE) 

a través de la técnica quenching de manganeso o apagamiento por manganeso. Esta 

herramienta permite evaluar la entrada de cationes divalentes desde el medio 

extracelular, debido a la propiedad que éstos tienen de reducir o extinguir la luz emitida 

por sondas fluorescentes (Gach et al., 2008). 

Para este estudio se utilizó la molécula fluorescente Fura 2AM (éster de fura-2-

acetoximetilo) un indicador de calcio ratiométrico, que permite medir las concentraciones 

de calcio intracelular cuando es excitado a 340nm y a 380nm (Em 510 nm). La emisión del 

                             

Colagenasa
   3  C
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Fura-2AM a 357/7nm (Em510) (no sensible a calcio) se reduce cuando el Mn2+ se une a la 

sonda fluorescente (quenching), por lo que la reducción de la fluorescencia registrada se 

debe a la entrada de Mn2+ al interior celular a través de los mismos canales que el ion 

calcio. Esta técnica permite evaluar indirectamente la entrada de Ca2+ en el músculo 

esquelético por la mayor afinidad del Fura-2AM a Mn2+ que a Ca2+, por la entrada de Mn2+ 

por rutas similares al Ca2+ y por la inexistencia de depósitos internos de este ion. 

Durante los experimentos de quenching las fibras musculares aisladas, se 

incubaron con Fura-2 AM (5µM) en una solución Krebs-Ringer (Tabla 5) durante 45min a 

temperatura ambiente; posteriormente, la preparación se lavó 3 veces con Krebs Ringer 

Mn2+ (K+ 5mM) (Tabla 6). Tras los lavados la preparación se puso en KR Mn2+ (1mM) con 

diferentes concentraciones de K+ según el experimento diseñado (3mM K+, 5mM K+ o 7mM 

K+) (Tabla6). En los casos en los que se aplican inhibidores (NIF, MP2) o un estímulo (ATP), 

se usó la solución de Krebs-Ringer Mn2+ (5mM K+).  

En todos los casos la preparación fue tratada con N-bencil-p-toluenosulfonamida 

(BTS) (5μM) durante 15 minutos.  El BTS es un inhibidor selectivo de la actividad ATPasa 

del músculo esquelético y por lo tanto de la contracción muscular, que reduce posibles 

artefactos comomovimiento de las fibras al ser estimuladas en las diferentes condiciones 

experimentales. 

Tras la incubación, las fibras aisladas se estimularon eléctricamente a través de un 

dispositivo electro estimulador GRASS S48 (Axon instruments), aplicando un protocolo con 

270 pulsos, con una duración de 0.3 ms por pulso, a baja frecuencia (20Hz) o alta 

frecuencia (90Hz) (Gach et. al, 2008; Jorquera et al., 2013). La electroestimulación de las 

fibras se aplicó mediante un electroestimulador de horquilla, formado por dos electrodos 

de platino con una distancia entre ellos de ~1 mm.  

Para estudiarla fluorescencia se utilizó un filtro de excitación de 357/7 nm y uno 

de emisión de 510/8 nm (Microscopio Carl Zeiss Axiovert 135M) a través del software LSM 

Microsystems. 

Las imágenes obtenidas fueron procesadas a través del software Fiji (Imagen J) y 

se cuantificaron los cambios en la fluorescencia en cada una de las fibras musculares 

elegidas(ΔF/Fo) a lo largo del tiempo.  
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 Concentraciones 

NaCl 145 mM 

KCl 5 mM 

Mg2Cl 1 mM 

CaCl2 1 mM 

Glucosa 5,6 mM 

HEPES 10 mM 
 

Tabla 6. Krebs-Ringer. 

 

 KR Mn2+ 1mM K+ KR Mn2+ 3mM K+ KR Mn2+ 5mM K+ KR Mn2+  mM K+ 

NaCl 149 mM 147 mM 145 mM 143 mM 

KCl 1 mM 3 mM 5 mM 7 mM 

Mn2Cl 0.5 mM 0.5 mM 0.5 mM 0.5 mM 

MgCl2 1.5 mM 1.5 mM 1.5 mM 1.5 mM 

Glucosa 5.6 mM 5.6 mM 5.5 mM 5.5 mM 

HEPES 10 mM 10 mM 10 mM 10 mM 
 

Tabla 7. Krebs-Ringer Mn2+. 

 

Western blot  

La técnica de Western Blot es empleada para la determinación e identificación de 

proteínas de interés en muestras, extractos celulares o tejidos. Este método se basa en la 

separación de proteínas de interés, en función de su peso molecular, a través de un campo 

eléctrico; estas son transferidas a la superficie de una membrana y expuestas a 

anticuerpos específicos frente a las proteínas de estudio para un posterior revelado y 

análisis cualitativo y/o cuantitativo. 

 

Lisado celular 

Como punto de partida, el cultivo de estudio se sometió a estímulos o inhibidores 

de interés, según el objetivo experimental, durante 2 horas. Tras este tiempo se procedió 

a la lisis celular para la liberación del contenido proteico, proceso que debe llevarse a cabo 

en frío (sobre hielo) para evitar la proteólisis y desnaturalización proteica.Para el lisado 

celular se retiró el medio de diferenciación y se lavó el cultivo con PBS para retirar el 

residuo proteico del suero y restos de las drogas de estudio. Posteriormente se agregó al 

cultivo la solución de lisis NP40 (Tabla 8) y se levantó el cultivo con un raspador celular con 

el fin de lisar la totalidad de las células en crecimiento. 

La muestra lisada fue recogida y sonicada (2 pulsos, 4s) con un tiempo de espera 

entre ambos pulsos de 15min. Posteriormente se centrifugó a 16100g durante 15 minutos 

a 4ºC (con el fin de eliminar los restos celulares y obtener un sobrenadante donde se 

encuentren las proteínas de estudio. Al sobrenadante se le añadió Laemmli buffer (LB) 
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(Tabla 9), enriquecido con ditiotreitol (DTT) para su posterior resolución en un gel SDS-

PAGE (SodiumDodecyl Sulfate Poliacrilamide Gel Electrophoresis). 

 

Cuantificación de proteínas 

Para la cuantificación de proteínas se usó el BCA Protein Assay Kit. El ácido 

bicinconínico (sal sódica), es un compuesto capaz de unirse con los iones Cu+ producidos 

cuando las proteínas reacionan al Cu2+ en un medio alcalino (reacción de Biuret). Cuando 

el ácido bicinconínico se une al Cu+, toma una coloración púrpura que hace que el método 

sea rápido y sencillo de medir 

Para determinar la concentración de proteínas se pusieron los diferentes lisados 

celulares, en una placa de 90 pocillos (5µl/pocillo, duplicados). Se incluyeron también 

dosis crecientes de BSA (0,2-0,3-0,5-0,7-1-1,5-2 mg/mL) para obtener una curva estándar 

En cada pocillo se añadió una solución mezcla de dos reactivos: reactivo A (Cooper II: 

solución de sulfato (Sigma-Aldrich)) y reactivo B (Solución de ácido bicinconínico (Sigma), 

mezclados en proporción 1:50. La placa se incubó a 90 ֯C durante 15 minutos , tiempo 

necesario para que se de un producto coloreado que se midió mediante un lector de 

placas SPECTROSTAR nano a través de un software dedicado (Ex 540nm).  

 

Electroforesis 

Una vez que las proteínas fueron extraídas y cuantificadas, se añadieron a las 

muestras Laemmli buffer con dodecilsulfato sódico (SDS), consiguiendo así, una 

conformación que facilita que estas proteínas se muevan en el gel únicamente por su 

tamaño. Para lograr una desnaturalización total de las proteínas, se calentaron durante 5 

minutos a 95 GRADOC en un termobloque. La electroforesis se llevó a cabo mediante un 

gel de carga (4% de acrilamida) (Tabla 10) y un gel separador (10% acrilamida) (Tabla 11). 

que se sumergieron en una cubeta de electroforesis con un tampón de migración (Running 

buffer) (Tabla 12) el cual permitió el paso de la corriente eléctrica en las condiciones 

establecidas. 

Las muestras de estudio se depositaron en los pocillos de gel de carga, poniendo 

en cada pocillo la misma cantidad de proteínas (25-30 µg/µL muestra) y anotando el orden 

de estas para su posterior identificación y estudio comparando los resultados de las 

diferentes calles. Para que fuese posible la identificación del tamaño de las proteínas de 

estudio se utilizó un marcador de peso molecular (PONER MARCA). Una vez cargado se 

conectó a la fuente de energía asegurando la ubicación correcta de los polos; esto provoca 

el movimiento de las proteínas hacia el polo positivo, aplicando un voltaje de 30mA por 

gel durante 60 minutos. 
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Transferencia semiseca 

A continuación, se transfirieron las proteínas desde el gel a una membrana de 

nitrocelulosa mediante transferencia semiseca. Para ello se preparó el “sándwich” de 

transferencia con cuatro capas de blotting paper de 10x10 cm2 previamente humedecidos 

con blotting buffer (Tabla 13). Encima del blotting paper se colocó la membrana de 

nitrocelulosa y sobre esta, el gel de acrilamida asegurando un completo contacto a la 

membrana, sin burbujas entre ellas, cerrando este “sándwich” con otras cuatro capas de 

blotting paper. La ausencia de burbujas es de vital importancia para una transferencia 

correcta a la membrana. Al ser una transferencia semiseca solo se añadió un pequeño 

volumen de blotting buffer a la cubeta aplicando 80 mA por cada membrana durante 2 

horas. 

 

Incubación de anticuerpos y revelado 

Una vez transferidas las proteínas a la membrana de nitrocelulosa, es de suma 

importancia verificar si el proceso de la electroforesis se ha dado correctamente; para ello 

la membrana se incubó con solución de Ponceau, que  tiñó las proteínas transferidas de 

forma reversible.  Esta solución fue lavada con TBST (Tabla 14A-14B). 

La membrana se bloqueó posteriormente con una solución de bloqueo (5% BSA+ 

TBS) a temperatura ambiente y en rotación (50 rpm) durante 1hora. Posteriormente se 

incubó con el anticuerpo primario elegido (5% BSA) según proteína de estudio durante 2h 

en las mismas condiciones (temperatura ambiente en rotación) (Tabla 15). Transcurrido 

ese tiempo se realizaron seis lavados de cinco minutos con rotación (100rpm) para una 

incubación posterior con el anticuerpo secundario de interés, en las mismas condiciones 

al anticuerpo primario, durante 1h y se retira mediante 6 lavados de 5 min con rotación 

(100rpm). 

Una vez completado el proceso de incubación con anticuerpos las membranas se 

incubaron con la solución de revelado quimioluminiscente (SuperSignalTM West Dura) la 

cual está compuesta de Luminol/Enhancer y Stable Peroxide buffer. Esta solución se 

añadió en proporción 1:1 hasta cubrir la membrana durante cinco minutos y se colocó en 

el equipo de revelado (LICOR) que permitió recoger las imágenes de quimioluminiscencia 

(software Image Studio). La cuantificación de los resultados se realizó por densiometría 

usando el programa Fiji (ImageJ, NIH). 
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REACTIVOS CONCENTRACIÓN FINAL 

Tris Base 40 mM 

NaCl 274 mM 

Glicerol 20% 

Igepal CA-63  2% 

EDTA 4mM 
 

Tabla 8. Buffer de lisis NP40. 

 

Reactivos  

Tris Base 4,25g 

Glicerol 50mL 

Bromofenol 0,01g 

SDS 10g 

  

Complementación LB 5X  

LB 5X 600µL 

DL-1,4-Dithiothreitol (DTT) 200 µL 

2-Mercaptoetanol 200 µL 
 

Tabla 9. Preparación de Laemmli buffer (LB 5x) 

 

 1 mL 

APS (µl) 166µl /ml 

H2  (ml) 6,22ml 

ACRILAMIDA (ml) 1ml/ml 

SOLUCIÓN D (Tris Base  ,5M) (ml) 2,5ml/ml 

SOLUCIÓN C (SDS 1 %m/v) (µl) 100µl /ml 

TEMED (µl) 10µl /ml 
 

Tabla 10. Gel de carga (4%) 
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 2 mL 

APS (µl) 167 µl /ml 

H2  (ml) 9,62ml 

ACRILAMIDA (ml) 5ml 

SOLUCIÓN B Tris Base 1,5M) 
(ml) 

5ml/ml 

SOLUCIÓN C (SDS 1 %m/v) (µl) 200µl /ml 

TEMED (µl) 10µl /ml 
 

Tabla 11. Gel de separación (10%) 

 

REACTIVOS CONCENTRACIÓN 

Tris Base 124 mM 

Glicina 1,26 M 

SDS 0,5 % 

 

Tabla 12. Running buffer (5X). 

 

REACTIVOS CONCENTRACIÓN FINAL 

Tris base 25mM 

Glicina 150mM 

MeOH 20% 
 

Tabla 13. Blotting buffer. 

 

REACTIVOS CONCENTRACIÓN 

Tris Base 200mM 

NaCl 1,37M 

 

Tabla 14A. Tris Buffer Saline (TBS) (10X) 

 

 Reactivos (1L) 

Tween 2  ( ,1%) 1 mL 

TBS (1 )x 100 mL 

 

Tabla 14B. Tris Buffer Saline con Tween20 (TBST) 
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ANTICUERPOS PRIMARIOS CONCENTRACIÓN ANTICUERPOS SECUNDARIOS 

Anti-Actin Antibody (rabbit, Sigma) 1:2000 Anti-rabbit IgG (Goat, Jackson) 

   

Anti-Cav1.x-α1 Antibody (mouse, Sigma) 1:500 Anti-mouse IgG (Goat, Jackson) 

 

Tabla 15. Anticuerpos de estudio Western Blotting. 

 

Transfección  

En este estudio se realizaron transfecciones con el propósito de silenciar 

determinados genes y estudiar el efecto de ese silenciamiento sobre la señal de Ca2+ 

intracelular. 

Se partió de cultivos en placas de 6 pocillos con un estado de diferenciación 

óptimo. Estos cultivos fueron sometidos a lavados para retirar el exceso de suero y se 

establecieron dos grupos experimentales, control y tratamiento (shOrai1). A ambos 

grupos se les añadió 1,75 mL de medio base sin suero; posteriormente al grupo control se 

le adicionó un preparado que contenía 250 µL de medio base y 9 µL de Dharmafect, siendo 

este el reactivo de transfección; al grupo tratamiento (shOrai1) se le adicionó un 

preparado con 250 µL de medio base, 9 µL de Dharmafect y 4 µg del plásmido shOrai1 

(Addgene). La secuencia sentido shOrai1 fue 5′-

CACCTCACTGGTTAGCCATAAGACGAATCTTATGGCTAACCAGTGA-3', y la secuencia 

antisentido fue 5′-AAAACCTTTACACGCTAGATGGTTTGCTCTTATGGCTAACCAGTGA-3'. 

Estos cultivos se incubaron durante 5h para, posteriormente, se les retiró el 

efluente y se añadió medio de diferenciación. Transcurridas 48h tras la transfección se 

procedió a determinar las señales de Ca2+ intracelular para corroborar si la transfección ha 

sido exitosa. 

 

Expresión del gen IL-6 

Para poder evaluar la expresión del gen de la IL-6 se realizó la extracción de ARN 

del cultivo primario de estudio, con un estado de diferenciación y una morfología óptima, 

a través del kit II de ARN total EZNA (Omega Bio-Tek, Madrid, España); posteriormente se 

realizó una transcripción inversa o retrotranscripción (Kit de transcripción inversa de cDNA 

de alta capacidad, Thermofisher, Madrid, España). Se determinó la expresión del gen de 

IL-6 y de GAPDH (usado como gen constitutivo). Se empleó la RT-PCR utilizando sondas 

Taqman con números de acceso Hs00174131_m1 para IL-6 y Hs02758991_g1 para GAPDH 

(ThermoFisher, Madrid, España). Los niveles de expresión del ARN para IL-6 se 

normalizaron respecto a los niveles de GAPDH siguiendo el método 2 −ΔΔCT, utilizando 

muestras basales no estimuladas como calibrador (Livak et al.,2001). 
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Estadística 

Los datos se presentan en forma de media ± error estándar de la media (sem). 
Para el contraste de hipótesis se empleó la t de Student para comparar dos grupos 
experimentales, pareada o no según el diseño de los experimentos. Cuando los datos no 
eran normales se transformaron antes de su análisis tomando el log10; si aun así persistía 
la no normalidad se empleaba la prueba U de Mann-Whitney. Para estudiar diferencias de 
varios grupos al mismo tiempo se empleó el análisis de varianza (ANOVA), de una o dos 
vías y con o sin medidas repetidas en función del diseño experimental. Se comprobaba 
siempre la homoscedasticidad de los datos, transformándose (normalmente log10 o raíz 
cuadrada) en caso de no cumplirse. Para evaluar posteriormente las diferencias entre 
grupos concretos empleamos contrastes planeados a priori (test LSD). 

Para el ajuste de exponencial negativa usamos ajuste no lineal limitando siguiendo 

la ecuación Y=(Y  – Plateau)*exp(-1/ * X) + Plateau 

(X -tiempo ,Y0  - valor al inicio de la caída, Plateau – valor al final de la caída,  – Tau, 

constante de tiempo Tau tiempo al que el valor de la variable ajustada se reduce a 1/e 0.368). 

 

Para ajustar exponencial negativa doble o de dos fases se usó la ecuación: 

Y=Plateau + SpanFast*exp(-1/ Fast*X) + SpanSlow*exp(-1/ Slow*X), donde 

SpanFast=(Y -Plateau)*PercentFast*. 1 y SpanSlow=(Y -Plateau)*(1  -
PercentFast)*. 1 

(X – tiempo, Plateau – valor al final de la caída, Y0 – valor al inicio de la caída, SpanFast – caída inicial 

o rápida,  Fast – Tau de la fase inicial o rápida, SpanSlow – segunda fase de la caída,  Fast – Tau de la fase 
final o lenta, PercentFast – porcentaje de la caída total debida al componente o fase rápida) 

 

Para el análisis de los datos de microscopía de fluorescencia de fura-2 se ha usado 
el software libre ImageJ2, en su distribución FIJI (Schindelin et al., 2012), empleando una 
macro supervisada para generar una imagen de ratio de fluorescencia (F340/F380) a partir 
de las imágenes de fluorescencia de 340 y 380 nm.  
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RESULTADOS 

 

Proliferación de cultivos celulares 

El estudio partió inicialmente de cultivos primarios de músculo esquelético 

humano procedentes de 6 individuos adultos >60 años, 5 individuos jóvenes < 60 años. 

Estos cultivos se sembraron en torno a 3500-4000 células/cm2. Como puede observarse 

en la Figura 15, no se observó que la edad redujera la velocidad de proliferación, sino al 

contrario, tras 4-6 días era mayor en el caso de los cultivos procedentes de individuos 

jóvenes. 
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Figura 15. Proliferación de mioblastos humanos procedentes de individuos de dos grupos de edad. 

n=11 

 

Secreción de IL-6. Estímulos (dosis-respuesta) 

Para evaluar la existencia de posibles diferencias en la liberación de IL-6 en 

función de la edad, estudiamos en cultivos de cada donante varios estímulos de forma 

paralela y a diversas concentraciones (figura 16). 

 

Figura 16 Diseño de placa de cultivo para el estudio de secreción de IL-6 en cultivos humanos de 

músculo esquelético.  
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El rango de concentración para los diversos estímulos está basado en la literatura 

previa, buscando estimar la respuesta óptima (Figuras 17 y 18) 

 

 

Figura 17. Secreción de IL-6 en respuesta a la estimulación (2 horas) con concentraciones 

crecientes de diferentes estímulos: 5′-N-etilcarboxamidoadenosina (NECA); isoproterenol (ISO); carbacol 

(CCh). 
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Figura18. Secreción (Datos porcentuales respecto a secreción basal) de IL-6 en respuesta a la 

estimulación (2 horas) con concentraciones crecientes de diferentes estímulos. 5′-N-

etilcarboxamidoadenosina (NECA); isoproterenol (ISO); carbacol (CCh).  

 

Como puede observarse en las Figuras 17 y 18 no obtuvimos diferencias 

estadísticamente significativas entre los dos grupos de edad, a pesar de que en algunos 

puntos concretos y para el estimulante TNFα se podía observar una tendencia a una 

mayor secreción en el caso de los cultivos procedentes de individuos mayores. El análisis 

de varianza de las curvas dosis-respuesta mostró de manera sistemática falta de efecto 

del factor Edad, además de una apreciable variación entre individuos, como puede 

observarse en la tabla adjunta.  
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Tabla 15. Resultados del análisis de ANOVA de los datos de las figuras 0.1 y 0.2 

 

De los anteriores datos podíamos concluir que en las condiciones experimentales 

presentadas en este estudio las posibles diferencias inducidas por la edad en la secreción 

de IL-6 en cultivos musculares humanos no eran significativas desde un punto de vista 

estadístico, además de acompañarse de falta de diferencias en la capacidad de 

proliferación durante la fase inicial del cultivo. 

Como consecuencia, al no confirmarse la hipótesis de partida se decidió centrar 

la investigación en dos objetivos generales: la posible intervención de los diferentes 

elementos de la señal de Ca2+ en la liberación de IL-6 en respuesta a ATP y determinar 

posibles diferencias en la señal de Ca2+ en función de la edad, dado que el envejecimiento 

es conocido por modificar esta vía de señalización en diferentes tipos celulares (citado 

anteriormente en la introducción).  

Aunque por sus efectos se ha atribuido a los cambios en miocinas diversos rasgos 

del envejecimiento (Oudbier et al., 2022), los estudios sobre su relación con la edad no 

son totalmente concluyentes (Barros et al., 2022). Los estudios observacionales de 

pequeño tamaño muestral en humanos muestran un ligero incremento de la IL-6 basal 

aproximadamente alrededor de la sexta década de vida (McKane et al., 1994; Kania et al., 

1995; Hager et al., 1994; Wei et al., 1992), confirmado en un estudio mayor (Ferrucci et 

al., 2005). En un estudio en una cohorte de mayores de 60 años se ha detectado un 

incremento de la IL-6 plasmática basal desde la séptima década de edad (Puzianowska-

Kuznicka et al., 2016). 

Interacción F (4, 32) = 1.247 P=0.3108 F (4, 32) = 1.247 P=0.3110

Concentración F (2.152, 17.22) = 9.311 P=0.0015 F (2.152, 17.22) = 9.329 P=0.0015

Edad F (1, 8) = 0.1633 P=0.6967 F (1, 8) = 2.182 P=0.1779

Individuo F (8, 32) = 11.13 P<0.0001 F (8, 32) = 6.016 P<0.0001

Interacción F (4, 32) = 0.3600 P=0.8351 F (4, 32) = 0.3582 P=0.8364

Concentración F (1.533, 12.26) = 8.702 P=0.0067 F (1.535, 12.28) = 8.739 P=0.0065

Edad F (1, 8) = 0.2046 P=0.6630 F (1, 8) = 0.2643 P=0.6211

Individuo F (8, 32) = 12.58 P<0.0001 F (8, 32) = 2.709 P=0.0213

Interacción F (4, 32) = 0.4420 P=0.7773 F (4, 32) = 0.4377 P=0.7804

Concentración F (1.888, 15.10) = 9.556 P=0.0023 F (1.882, 15.05) = 9.603 P=0.0023

Edad F (1, 8) = 0.1165 P=0.7417 F (1, 8) = 1.241 P=0.2976

Individuo F (8, 32) = 15.68 P<0.0001 F (8, 32) = 2.748 P=0.0198

Interacción F (4, 32) = 0.3852 P=0.8175 F (4, 32) = 0.3862 P=0.8168

Concentración F (2.909, 23.27) = 4.910 P=0.0092 F (2.911, 23.29) = 4.927 P=0.0090

Edad F (1, 8) = 0.3889 P=0.5502 F (1, 8) = 0.1512 P=0.7075

Individuo F (8, 32) = 11.58 P<0.0001 F (8, 32) = 2.628 P=0.0246

Interacción F (4, 32) = 0.9664 P=0.4394 F (4, 32) = 0.9671 P=0.4390

Concentración F (1.795, 14.36) = 1.044 P=0.3698 F (1.790, 14.32) = 1.043 P=0.3698

Edad F (1, 8) = 0.08251 P=0.7812 F (1, 8) = 1.216 P=0.3022

Individuo F (8, 32) = 10.83 P<0.0001 F (8, 32) = 2.924 P=0.0144

ISOPROTERENOL ISOPROTERENOL

CCh CCh
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El presente estudio requería inicialmente un tamaño muestral de al menos unos 

20 donantes de cada grupo de edad para, teniendo en cuenta al menos un coeficiente de 

variación real de alrededor de un 10% (por la mezcla de variación entre cultivos y la del 

kit de ELISA), si se pretendía detectar una diferencia de alrededor de un 15% entre los dos 

tipos de cultivo con una significación estadística de 0.05 (error tipo I 5%) y poder 

estadístico de 80%. Durante el desarrollo del estudio se encontraron una limitación 

externa inesperada; la pandemia impidió recibir más muestras de origen quirúrgico, en 

las que se basa este modelo, con lo que el tamaño muestral se redujo a la mitad del 

requerido. Sin esta limitación cabría buscar diferencias utilizando condiciones 

experimentales diferentes, como experimentos a más largo plazo (12-24 horas), 

exploración de la respuesta de otras miocinas, uso de otros estímulos (estímulo eléctrico, 

co-cultivo con neuroblastos humanos) o refinar el método de detección. Problemas 

metodológicos aparte, el tiempo necesario para estos cambios obligó a redefinir en parte 

los objetivos, incluyendo el estudio del papel de la señal de Ca2+ en la secreción y estudiar 

la propia señal de Ca2+ en este modelo. 
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RESULTADOS 

Los cultivos primarios de músculo esquelético humano se diferenciaron durante 

un tiempo estimado de 7 a 9 días hasta obtener un cultivo de miotubos multinucleados 

óptimo y se sometieron a diversos estímulos e inhibidores liberando como respuesta a 

estos IL-6 al sobrenadante del cultivo. La Figura 19 muestra la secreción de IL-6 producida 

por el cultivo en respuesta a concentraciones crecientes del agonista del receptor de ATP 

no hidrolizable (ATPγS) como del agonista del receptor de adenosina 5′-N-

etilcarboxamidoadenosina (NECA), donde se muestra claramente que ambos indujeron un 

aumento significativo y dependiente de la dosis en la concentración de IL-6 en el medio 

de cultivo. 

Para poder evaluar el papel de la señalización de Ca2+ en la liberación de IL-6, este 

estudio se centró en las respuestas al ATP debido a su activación de las señales de Ca2+ en 

cultivos de músculo esquelético y su papel clave en las respuestas a la despolarización de 

membrana y diferenciación de células musculares (Bustamante et al., 2014; Matta et al., 

2016). 

 

 

Figura 19. Secreción de IL-6 en células del músculo esquelético humano en respuesta a concentraciones 

crecientes de ATPγS (A) y el agonista del receptor de adenosina 5′-N-etilcarboxamidoadenosina (NECA) (B). 

Media ± SEM de 9 experimentos independientes de donantes separados. 

En diversos tipos celulares las señales de Ca 2+ intracelular implican un aumento 

inicial y transitorio de Ca 2+ en respuesta a su liberación desde depósitos intracelulares 

seguida de una fase sostenida de menor magnitud asociada con la entrada de Ca2+ 

extracelular. Este evento es una diana interesante de estudio a través de diferentes 

manipulaciones en sus diferentes componentes. Un enfoque clásico para bloquear la 

entrada de calcio es el uso de medios con baja concentración de Ca2+ (0 Ca2+) o con una 

concentración submillimolar de La3+, un bloqueador genérico de los canales de calcio. La 

figura complementaria S1 muestra un registro de señales de Ca2+ intracelular en respuesta 

al ATP en condiciones control y 0 Ca2+. Este registro permitió demostrar que el bloqueo de 

la entrada de calcio inhibió la fase sostenida de la señal de Ca 2+ pero no existieron 

modificaciones en la respuesta máxima inicial, reproduciéndose así el comportamiento 

esperado de las señales de Ca2+ basadas en depósitos de Ca 2+ intracelulares en ausencia 

 

0

10

20

30

ATP (µM)

IL
-6

 (
p

g
/m

L
*1

0
5
 n

u
c
le

i)

1 5 50 500Basal

0

20

40

60

NECA (µM)

IL
-6

 (
p

g
/m

L
*1

0
5
 n

u
c
le

i)

0.04 0.4 4 40Basal

A B

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC10376320/?report=reader#app1-biology-12-00968


104 Calle Ciborro, B 

 

de una entrada de Ca2+. Por lo tanto, comparamos el control de la respuesta de IL-6 al ATP 

con las respuestas tanto en ausencia de Ca2+ extracelular como en presencia de La3+. 

Como se muestra en la Figura 20, existe la respuesta inducida por ATP se inhibió 

significativamente en ambas condiciones (p< 0,01), lo que indica que la entrada de Ca2+ 

durante la estimulación es necesaria para la secreción de IL-6. 

 

Figura 20.  (A) Secreción de IL-6 inducida por ATP en presencia y ausencia de Ca2+ extracelular (0 Ca2+). O en 

presencia de La3+ (0,1 mM).*p< 0,01 frente a control ATP (post-ANOVA; F = 21,18, p< 0,005) n= 10−5 (control 

y 0Ca2+− La3+). (B) Efecto del tratamiento del cultivo con el quelante de Ca2+ intracelular BAPTA-AM en 

respuesta a ATPγS.***pag> 0,005 ( prueba t pareada ), n= 5. La línea discontinua representa la secreción basal 

no estimulada. 

Uno de los métodos más reconocidos para el bloqueo o reducción de las señales 

de Ca2+ es a través de quelantes de calcio en las células, como EGTA o BAPTA cargados 

como ésteres de acetoximetilo posteriormente escindidos por esterasas celulares. Esto se 

puede ver en las señales citosólicas de Ca2+ de la Figura 15. Se aplicó ATP 500 µM en medio 

normal (solución Tyrode que contiene Ca2+ 1,8 mM) o en un medio bajo en Ca2+ (0Ca2+ 

añadido más EGTA 1 mM); tras 15 minutos de pretratamiento con el mismo medio (Figura 

21A superior). En la Figura 21A inferior se compara la respuesta integrada (área bajo la 

curva durante 180 segundos, unidades arbitrarias) y la respuesta máxima (DF/F0) de las 

células representadas en A. *** p<0,005, respecto al ATP, prueba t. La Figura 15B superior 

representa la respuesta de ATP en células de control y en células cargadas con Bapta-AM 

(20 min, 10 m). El histograma de la Figura 21B inferior compara la respuesta máxima 

promedio de las células tratadas y de control. *** p<0,005, prueba t. n=25 (ATP) y 55 

(ATP+Bapta) células. 
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Figura 21. Efecto de la eliminación de Ca2+ extracelular en la respuesta de [Ca2+]i al ATP. (A) ATP (500 µM) 

(solución Tyrode (Ca2+ 1,8 mM)) y ATP 0Ca2+ (EGTA 1mM) .  Figura inferior compara la respuesta integrada y la 

respuesta máxima (DF/F0) de las células representadas en *** p<0,005, respecto al ATP, prueba t. (B) ATP y 

ATP- Bapta-AM. Figura inferior compara la respuesta máxima promedio de las células tratadas y de control. 

*** p<0,005, prueba t. n=25 (ATP) y 55 (ATP+Bapta) células. 

En la Figura 21B se demuestra que en las células cargadas con BAPTA, la 

estimulación con ATP indujo una fuerte inhibición en términos de liberación de IL-6 (p< 

0,009), lo que sugiere que la secreción requiere aumentos de Ca2+ citosólico. En esta serie 

de cinco experimentos utilizando células cargadas con BAPTA, la respuesta al ATP aumentó 

la IL-6 de 6,47 ± 1,24 (en reposo) a 11,71 ± 1,67 pg/mL × 10 5 núcleos, una respuesta 

estadísticamente más pequeña (p<0,003, t pareada-prueba) que la respuesta del control 

emparejado, que fue de 8,84 ± 1,28 a 72,04 ± 12,37. El hallazgo de que el tampón rápido 

de Ca2+ BAPTA es más eficaz para prevenir la secreción de IL-6 inducida por ATP que el 

bloqueo del influjo de Ca2+ sugiere fuertemente que el Ca2+. La liberación de las reservas 

intracelulares juega un papel relevante en este proceso. 

Los efectos observados en las células cargadas con BAPTA y los observados a 

posteriori de la inhibición del influjo de Ca2+ podrían deberse a la falta de disponibilidad 

de iones Ca2+ en el proceso secretor de IL-6, existiendo la posibilidad de que la secreción 

en estado basal o no estimulada esté igualmente influenciada. Sin embargo, en nuestras 

condiciones experimentales, ninguno de los procedimientos anteriores inhibió la 

secreción basal de IL-6. En la Figura 22A se muestra que ni la adicción BAPTA, Ca2+ a bajas 

concentraciones o La3+ alteraron la secreción en reposo (p> 0,6 o mayor para cualquier 

comparación pareada, prueba t ). En la Figura 22B se demuestra que BAPTA modifica la 
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liberación de IL-6 a través de NECA, un agonista del receptor de adenosina que potencia 

la señalización de Ca2+ en las células del músculo esquelético (Bernareggi et al., 2015), 

pero no por el TNFα, que no produce señales de Ca2+ en este modelo. 

Para un estudio exhaustivo del papel del Ca2+ en términos de liberación de IL-6, 

estudiamos el efecto de un nivel moderado de ionomicina del protonóforo de calcio (0,5 

µM), un método clásico para aumentar el Ca 2+ intracelular. A través de la Figura 22A se 

muestra que dicho tratamiento indujo un claro aumento en la secreción de IL-6, de 

acuerdo con un artículo anterior (Keller et al., 2006). En conjunto, estos resultados indican 

que las señales de Ca2+ están implicadas en la estimulación de la secreción de IL-6 y que 

los iones Ca2+ no son sólo un factor requerido o permisivo para la liberación de esta 

citoquina. 

 

Figura 22. Efectos de BAPTA y la inhibición de la entrada de Ca2+ en la secreción de IL-6 en células musculares 

humanas cultivadas. (A) Secreción de IL6 en reposo y en presencia de Bapta-AM (50 µM), 0 Ca2+ y La3+ e 

ionomicina (500 nM). n= 10 para Bapta, 5 para 0 Ca2+ y La3+. Ionomicina indujo un aumento significativo (***p< 

0,005, prueba t, n= 7). (B) Secreción de IL6 en presencia de TNFα (100 ng/mL), NECA (40 µM), TNFα-ATP, NECA-

ATP. Bapta-AM indujo una reducción significativa en la respuesta a NECA, pero no a TNFα.*p< 0,05, prueba t , 

n= 5. 

Las células del músculo esquelético, como se ha citado anteriormente, median la 

entrada Ca2+ a través de múltiples canales. Para evaluar la implicación de los canales de 

Ca2+ operados por voltaje (VOCC) en la secreción de IL-6, se utilizaron una serie de 

inhibidores selectivos de los principales tipos de canales VOCC presentes en estas células: 

VOCC de tipo L y T (Cav1.x y Cav3.x). (Luin et al., 2008).  

La Figura 23 muestra los efectos de la nifedipina, inhibidor canónico de 

dihidropiridina para Cav1.x, verapamilo (D600), inhibidor específico de Cav1.x sin relación 

química, y NNC55-0396, inhibidor específico de los canales tipo T en la señal de Ca2+ 

provocada por ATP. Como se puede observar, la inhibición del canal tipo L inhibe 

principalmente la fase sostenida de la señal de Ca2+ y, en menor medida, el pico de la 

respuesta inicial. Esto concuerda con la función descrita hasta la fecha de los canales L, no 

sólo como ruta de entrada de Ca2+ al interior celular, sino como activadores de la liberación 
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de Ca2+ desde las reservas intracelulares a través de los canales receptores de rianodina 

(RyR). 

 

 

Figura 23. La inhibición de los canales de Ca 2+ operados por voltaje y los canales capacitivos de 

Ca 2+ modifica las señales de Ca 2+ en cultivos de músculo esquelético humano. (A) Trazas promedio de la 

respuesta al ATP en células control (ATP) y células pretratadas durante 15 min con nifedipina (NIF;10 µM), 

verapamilo (D600; 10 µM) o NNC55-0396 (NNC; 1 µM). **p< 0,01 ***p< 0,005 #p< 0,05 (una cola) frente a 

ATP de control, prueba t. n= 91-63 para ATP-NIF, 39-32 para ATP-D600 y 76-28 células para ATP-NNC.5-8 

experimentos independientes. (B,C) Trazas promedio que muestran el efecto de Synta 66 (S66; 1 µM) durante 

15 min de pretratamiento y de la proteína Orai1 (shOrai1) sobre la respuesta de Ca2+ al ATP. *p< 0,05 ***p< 

0,005 frente a ATP solo, prueba t. n= 58-38 células para ATP-S66, 46-65 células para ATP-shOrai. 4 a 8 

experimentos. Figura inferior (C) muestra los resultados de la transferencia con el plásmido silenciador 

shOrai1, (incluyendo una comparación de la expresión de Orai1) ***p< 0,005, prueba t.  
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La Figura 24 muestra que tanto la nifedipina como el verapamilo indujeron una 

inhibición estadísticamente significativa de la respuesta secretora de ATP (p< 0,005), 

similar al efecto producido por NNC55-0396, lo que indica que la entrada de Ca2+ a través 

de canales dependientes de voltaje tipo L y T contribuye a la liberación de IL- 6. En el caso 

del canal tipo T, se produjo una supresión casi total de la respuesta, lo que indica que la 

función de este canal es absolutamente necesaria para la secreción de IL-6. 

 

Figura 24. La inhibición de los canales de Ca2+ operados por voltaje y los canales capacitativos altera la 

secreción de IL-6 en cultivos de músculo esquelético humano. (A) Los cultivos se estimularon con ATPγS (2h) 

en ausencia o presencia de los inhibidores nifedipina, verapamilo (D600) o NNC55-0396. El ANOVA 

unidireccional mostró un efecto significativo para el tratamiento (F = 12,5, p< 0,002); ***p< 0,005 frente a ATP 

de control, comparación múltiple post-ANOVA. n= 10 para control y nifedipina, y 5 para D600 y NNC. (B) Efecto 

de la transfección shOrai1, Synta 66, nifedipina y NNC55-0396 sobre la liberación de IL-6 provocada por ATP. 

ANOVA unidireccional F = 11,96, p< 0,0001; **p< 0,01, ***p< 0,001 frente a ATP de control, comparación 

múltiple post-ANOVA n= 11 para el control, 6 para shOrai y nifedipina y 5 para Synta66 y NNC55-0396. 

La participación de los canales Orai1 Ca2+ y se evaluación en este estudio ha sido 

de gran interés debido a su apertura tras el agotamiento de las reservas internas de Ca2+, 

esto ha sido posible utilizando el inhibidor selectivo Synta66 (Zhang et al., 2020) y la 

ablación genética del canal transfectando células con un plásmido silenciador shOrai1). 

En la Figura 23B se representa la señal de Ca2+ en respuesta a ATP, en controles 

emparejados, células tratadas con Synta66 y células silenciadas con shOrai1.La inhibición 

de la entrada capacitativa de Ca2+por cualquiera de los dos tratamientos afectó 

directamente a la respuesta sostenida de Ca 2+. La respuesta máxima inicial sufrió una 

ligera reducción (no significativa) en las aquellas células tratadas con Synta66, pero se 

inhibió claramente en las células transfectadas con shOrai1 (p<0,005). 

Se llevó a cabo una serie adicional de experimentos (los cuales se muestran en la 

Figura 24B) en los que se determinó la liberación de IL-6 en células tratadas con Synta66, 

en células transfectadas con shOrai y, a modo de comparación, nuevamente en cultivos 

tratados con nifedipina y el bloqueador de canales tipo T. Por medio de dichos 

experimentos se descubrió que la inhibición de la entrada capacitiva de calcio fue similar 
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a la lograda mediante la inhibición del canal tipo tipo L; mientras que la inhibición del canal 

tipo T condujo a un bloqueo casi total de la respuesta. Este resultado demuestra que existe 

una implicación directa de los canales capacitivos y del canal de Ca2+ de tipo L en la 

liberación de IL-6 por el ATP, además de confirmar la existencia de una dependencia 

directa de los canales T. 

 
Figura 25. El receptor de rianodina participa en la secreción de IL-6. (A) Efecto del pretratamiento con 

rianodina en el pico de Ca2+ en respuesta al ATP. Figura derecha representa la inhibición por rianodina (Ry; 

10µM) y dantrolene (10µM). ANOVA unidireccional F = 28,73, p< 0,0001;***p< 0,005 frente a no tratados, 

prueba post-ANOVA. n= 29-95 células. (B) Efecto de rianodina y dantrolene en la IL-6 liberada en respuesta a 

ATPγS.*p< 0,05, **p< 0,01 vs. Control, prueba post-ANOVA (F = 12,23, p< 0,046 para el efecto del tratamiento), 

n= 5. (C) Efectos de 8BrcADPr y el inhibidor de CD38 (78c) en respuesta a ATPγS. El análisis ANOVA no mostró 

efecto para el tratamiento (p< 0,68), n= 4. 

Existe la posibilidad de que la secreción de IL-6 inducida por ATP tenga un componente 

dependiente de la liberación de Ca2+ desde las reservas intracelulares. Para el estudio de 

este componente se utilizaron inhibidores de los receptores RyR e IP3R. Para inhibir RyR, 

se utilizaron concentraciones supramicromolares de rianodina y dantrolene, conocidos 

por ser inhibidores directos del receptor RyR (Eltit et al., 2006). En la Figura 25 se muestra 

que ambos compuestos alteraron la parte inicial de la señal de Ca2+, como se esperaba, 

para una liberación de Ca2+ de forma reducida desde las reservas intracelulares. Estos 

compuestos también inhibieron la respuesta de IL-6 al ATP, como se esperaba si la 

liberación de Ca2+ a través de RyR estuviera involucrada en la secreción. Para evaluar si 

cADPr, el agonista endógeno del RyR, participa en la secreción de IL-6, los cultivos se 

trataron con un antagonista de esta molécula, 8Br-cADPr, y con un inhibidor de la ADP-

ribosil ciclasa, 78c, siendo la enzima responsable de su síntesis. Ambos tratamientos 
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indujeron una reducción leve y estadísticamente no significativa de la secreción (Figura 

25C); esto sugiere que cADPr no participa en la secreción de IL-6 a través de ATP. Por tanto, 

estos resultados muestran que RyR no necesita la contribución de cADPr para promover 

la secreción de IL-6, lo que indica que existe una activación directa por canales de tipo L. 

Se ha demostrado que además de los receptores RyR, los depósitos operados por 

receptores IP3R son la otra ruta principal para liberar Ca2+ directamente desde los 

depósitos internos en respuesta a agonistas en las células del músculo esquelético (Buvinic 

et al., 2009; Eltit et al., 2006). Debido a este hecho, los cultivos se trataron con los 

compuestos 2-APB y xestospongina C, dos inhibidores del IP3R. Esto indujo una clara 

reducción en la fase donde se produce el pico de la señal de Ca2+, como se puede observar 

en los apartados A y B de la Figura 26. También se obtuvo como resultado una disminución 

significativa de la IL-6 secretada en respuesta a la estimulación del ATP (Figura 26C). El 

efecto inhibidor de 2APB fue más fuerte que el efecto de xestospongina C sobre la 

liberación de IL-6, probablemente debido a su mayor inhibición de la señal de Ca2+. 

 

Figura 26. Los inhibidores de los receptores IP3 alteran la secreción de IL-6 inducida por ATP. (A) Registro 

representativo de señales de Ca2+ inducidas por ATP en células de control y en células pretratadas (15 min) 

con Xestospongina C (XeC; 4 µM) o 2-APB (50 µM). (B) Representa la comparación de las respuestas máximas. 

ANOVA F = 41,25 p< 0,0001.***p< 0,005 frente a ATP de control, comparaciones post-ANOVA o entre los 

grupos 2APB y XC (prueba t). n= 60 células para 2APB, 70 para XeC y 110 para ATP solo. Ocho experimentos 

para control, cinco para 2APB y XeC. (C) Cultivos de músculo esquelético humano estimulados con ATPγS en 

ausencia o presencia de 2-APB  o Xestospongin C.*p< 0,05, ***p< 0,005 frente a control, múltiples 

comparaciones post-ANOVA (ANOVA unidireccional F = 11,6, p< 0,004 para el efecto del tratamiento). n= 6 

para 2-APB y 5 para la secreción de xestospongina (C,D) IL-6 en respuesta a ATP solo o en presencia de 2-APB, 

rianodina o una combinación de ambos. ANOVA F = 10,25, p< 0,001;**p< 0,01, ***p< 0,005 frente a ATP solo, 

n= 4.  

Se conoce que ambos tipos de depósitos intracelulares de Ca2+ son activados por 

el ATP y contribuyen a la liberación de IL-6 de forma independiente, por lo que su 
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inhibición de manera simultánea debería dar como resultado una reducción adicional en 

la liberación de IL-6. En base a esto, se realizaron repeticiones de los experimentos usando 

2-APB, rianodina y una combinación de ambos inhibidores. La presencia simultánea de 

rianodina y 2-APB no anuló la liberación de IL-6 y no se dieron diferencias estadísticamente 

significativas entre los inhibidores y su combinación (Figura 26D). 

Para corroborar aún más la participación de las reservas intracelulares de Ca2+ en 

la secreción de IL-6, se realizaron experimentos adicionando cafeína. Se sabe que este 

fármaco libera Ca2+ desde los depósitos que contienen RyR (Weigl et al., 2003) e inhibe el 

IP3R (Huang et al., 2017), además de haber sido demostrada su capacidad de libera IL-6 de 

las células del músculo esquelético en cultivo (Fang et al., 2019). Por lo tanto, cabe esperar 

que la cafeína libere IL-6 en cultivos no estimulados y disminuya la respuesta al ATP, debido 

a que se basa parcialmente en IP3R.. Se comprobó que la aplicación de cafeína 15 minutos 

antes de la estimulación con ATP mejoró la secreción de IL-6 en condiciones de reposo; 

por el contrario, redujo la secreción en respuesta a ATP, como se esperaba, por un 

compuesto que interfiere con la vía IP3R (Figura 27). 

 

Figura 27. Efectos de la cafeína sobre la liberación de IL-6 en células de músculo esquelético humano 

cultivadas. (A) Secreción de IL-6 en cultivos en reposo en ausencia y presencia de cafeína (1 mM). (B) Efecto 

de la cafeína en respuesta a ATPγS (porcentaje respecto a la secreción basal).**p< 0,01, ***p< 0,005 frente a 

control; n= 4.  

Siendo demostrado que la respuesta secretora involucra elementos de señalización de 

Ca2+, se evaluó la participación de la proteína fijadora de Ca2+, calmodulina, utilizando su 

inhibidor calmidazolium. La Figura 28A muestra que la adición de calmidazolium durante 

la estimulación produjo una disminución estadísticamente significativa en la liberación de 

IL-6 inducida por ATP en comparación con cultivos no tratados con este inhibidor (p< 0,05). 

Dado que la inhibición de la calmodulina altera la respuesta de la IL-6 al ATP, se comprobó 

si la inhibición de la calcineurina y la quinasa II activada por calmodulina (CaMKII) también 

alteraban la respuesta. El tratamiento con el inhibidor de la calcineurina FK506 dio como 

resultado una reducción de la liberación de IL-6 provocada por ATP en comparación con 

las células de control (Figura 28B; p<0,05). Para descartar la posibilidad de que el efecto 

de FK506 no estuviese mediado por la inhibición de la calcineurina sino por la unión a 

proteínas FKBP, siendo reguladores conocidos de RyR, se utilizó rapamicina, un fármaco 
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que se une a FKBP sin efecto sobre la calcineurina, y se descubrió que no existe efecto 

alguno sobre la secreción de IL-6. En el caso de CaMKII, el uso de una concentración 

máxima de su inhibidor específico KN93 sólo indujo una ligera reducción en el límite de 

significancia en comparación con cultivos no tratados o con el análogo inactivo de KN93, 

KN92 (Figura 28C). Esto indica que la principal vía de señalización de la secreción de IL-6 

mediada por calmodulina no es CaMKII sino calcineurina. 

 

Figura 28. Efectos de la calmodulina, la calcineurina y los inhibidores de la traducción en la secreción de IL-

6 inducida por ATP. Cultivos de músculo esquelético humano estimulados con ATPγS en ausencia o presencia 

de inhibidores de (A) calmidazolio (CDZ, inhibidor calmodulina; 10 µM), (B) FK506 (inhibidor calcineurina; 10 

µM) y (C) KN93 y sus análogo inactivo KN92 (inhibidor CaMKII; 3 µM).*p< 0,05 frente a prueba t pareada de 

ATP n= 6 (A), n=4 (B), n=3 (C). ANOVA no mostró diferencias para KN93 (F = 2,72, p> 0,2). (D) Transcripción de 

IL-6 (normalizada a GAPDH) en respuesta a ATP en ausencia o presencia de Bapta-AM o NNC 55-0396 * p < 

0,05, prueba t, n=5.  

Encontramos en la bibliografía, demostrado por diversos autores, que el ATP 

estimula la transcripción de IL-6 en el músculo de roedores (Bustamante et al., 2014). 

Existe la posibilidad de que las señales de Ca2+ en respuesta al ATP operen a nivel 

transcripcional o postranscripcional. Para poder determinar esta cuestión, se evaluaron 

los cambios en los niveles de ARNm de IL-6 en respuesta al ATP. La Figura 29D muestra que 

el ATP indujo un aumento el cual fue inhibido por el quelante de Ca2+ intracelular BAPTA. 

Se pudo comprobar que la transcripción de IL-6 mejoró en cultivos cargados con BAPTA. 
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Este resultado indica que el papel de las señales de Ca2+ en la secreción de IL-6 tiene lugar 

a nivel postranscripcional. También se valoró el efecto del bloqueador del canal T NNC 35-

0396 sobre la expresión de IL-6. De manera similar a la carga de BAPTA, este tratamiento 

no tuvo efecto, como era de esperar ya que los canales de calcio de tipo T operan solo en 

el proceso de exocitosis. 

 

DISCUSIÓN 

Existe una extensa literatura sobre la liberación de IL-6 y otras mioquinas en el 

músculo esquelético, pero es de destacar la escasez de conocimiento sobre los 

mecanismos celulares que promueven esta secreción endocrina, especialmente 

considerando el papel fisiopatológico de la IL-6. Los estudios existentes sobre el papel de 

las señales de Ca2+ la mayoría se han realizado en modelos de roedores, existiendo 

contados estudios en el músculo esquelético humano, incluida la liberación de IL-6 en 

respuesta al ionóforo de Ca2+ (Keller et al., 2006), la activación de RyR (Ducreux et al., 2004) 

y la despolarización (Treves et al., 2011). 

Este trabajo revela que la entrada de Ca2+ a través de VOCC y Orai1, así como la 

liberación de Ca2+ de los depósitos a través RyR/IP3R, median la liberación de IL-6 en 

respuesta al ATP, un agonista celular clave en el músculo esquelético en desarrollo (Matta 

et al., 2016). Los canales de Ca2+ de tipo L o Cav1.x se consideran como el sensor de voltaje 

en el mecanismo molecular que acopla la excitación del sarcolema a la contracción 

(Tanabe et al., 1988) y a la entrada de Ca2+ (Bannister et al., 2008). Cav1.x induce la 

liberación de Ca2+ desde los depósitos internos al interaccionar con RyR del retículo 

sarcoplásmico (Ávila et al., 2019). Este acoplamiento se da de forma bidireccional debido 

a que RyR puede sensibilizar los canales L por cambios de voltaje (Huang et al., 2011). Se 

ha demostrado a través de diversos artículos en cultivos de músculos de roedores adultos 

que este canal forma un complejo multimolecular con otras moléculas de señalización 

como panexina, caveolina y receptores purinérgicos (Jaque-Fernández et al., 2021; Arias-

Calderón et al., 2016). 

De acuerdo con los precedentes anteriores, los datos actuales indican que tanto 

los canales L como los receptores RyR desempeñan un papel en la liberación estimulada 

de IL-6. Aunque el estudio no fue diseñado para investigar la regulación de los 

mecanismos, de alguna manera sorprende que el tratamiento con antagonistas de la ruta 

cADPr no tenga efecto sobre la secreción de IL-6 ya que este mensajero activa la liberación 

de Ca 2+ de RyR. Para poder explicar el reclutamiento de RyR en la secreción de IL-6 nos 

centramos en la interacción molecular directa que ensambla los canales L y RyR durante 

la estimulación con ATP, dada la evidencia descrita anteriormente. 

La importancia de los canales VOCC para la secreción de IL-6 implica que pueda 

estar también involucrada en la despolarización. Los resultados obtenidos en este estudio 

demuestran que la secreción de IL-6 en cultivos de músculo esquelético depende de la 

entrada de iones Ca2+ externos, como lo demuestran los efectos del medio bajo en Ca2+, 

el bloqueador no específico La3+ y los inhibidores de Canales VOCC y Orai1. Aunque existen 

evidencias de que la entrada de iones Ca2+ durante el acoplamiento excitación-contracción 

en el músculo adulto del ratón es vestigial (Dayal et al., 2017), hay pruebas que avalan la 

existencia de una entrada de Ca2+ durante la activación (Treves et al., 2011). En conjunto, 
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los datos mostrados indican que la estimulación de la secreción de IL-6 a partir de células 

musculares cultivadas requiere señales Ca2+ impulsadas por la entrada de Ca2+ extracelular 

y por la liberación Ca2+ de los depósitos a través de RyR e IP3R. En las células musculares, 

el ATP moviliza las reservas de calcio intracelular (May et al., 2006) estableciéndose la 

presencia de canales de Ca2+ operados por almacenamiento (SOCC) (Darbellay et al., 

2011). 

Se plantea la posibilidad de que, una vez activado el influjo de Ca2+ por la 

movilización de las reservas de Ca2+ operadas por IP3R a través de los canales de Orai se 

pueda despolarizar las membranas plasmáticas y desencadenar VOCC tanto directa como 

indirectamente mediante la activación de los canales catiónicos TRPC, lo que a su vez 

mejoraría la despolarización (Cheng et al., 2011; Sánchez-Collado et al., 2022). Esta 

secuencia explicaría la fuerte inhibición sobre la liberación de IL-6 inducida por el inhibidor 

de IP3R, 2APB. Además, esto es compatible con la falta de un efecto adicional de los 

inhibidores de IP3R y RyR observada en nuestros experimentos (Figura 29). 

 

 

Figura 29. Hipótesis de los eventos secuenciales en la liberación de IL-6 mediada por calcio inducida por 

ATP en células musculares cultivadas. Tras la unión del ATP a los receptores purinérgicos, la síntesis de IP3 

conduce a la liberación de Ca2+ de las reservas intracelulares, activando así la entrada de Ca2+ a través de los 

canales capacitativos Orai1. Esto podría provocar la despolarización de la membrana y la activación de los 

canales de calcio tipo L, lo que resultaría en un mayor aumento de Ca2+ a través del influjo directo y la 

activación directa de los receptores de rianodina asociados (RyR) de las reservas intracelulares. La señal de 

Ca 2+ activa la traducción de IL-6 que se liberaría mediante la operación de canales de calcio de tipo T 

activados por voltaje. 

 

Un hallazgo a destacar es el hecho de que el inhibidor específico de los canales de 

Ca2+ tipo T logró una fuerte inhibición sin mostrar ninguna contribución a la señal de Ca2+ 

de la célula inducida por ATP (Figura 23 y Figura 24).Este resultado se puede explicar 

tomando al canal de tipo T como un componente necesario para la secreción final de IL-6 

pero sin estar implicado en la formación de la señal de Ca2+ celular (Figura 29).Se sabe que 

los canales de Ca2+ de tipo T contribuyen a la liberación de neurotransmisores en las 

neuronas y las células cromafines (Carbone et al., 2014). Existen evidencias indirectas que 

vincula la IL-6 y los canales tipo T. Los inhibidores de estos canales mejoran los efectos de 

los procesos inflamatorios relacionados con la IL-6 (Wan et al., 2020; El-Haggar et al., 

2022), y la IL-6 posee la capacidad de regular tanto la expresión como la funcionalidad de 

los canales de tipo T (Jeevakumar et al., 2020; Weaver et al., 2015; Liu et al., 2019). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC10376320/figure/biology-12-00968-f010/?report=objectonly
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La mayoría de los estudios existentes sobre la transducción de señales para la 

secreción de IL-6 se han realizado en modelos de roedores e involucran una serie de vías 

de señalización intracelular como mediadores de la liberación de IL-6, como STAT3 

(Bustamante et al., 2014), JNK/MAPK (Frost et al., 2004; Whitham et al., 2012) y AMPK 

(Weigert et al., 2007; Klymenko et al., 2020). Estas vías conducirían a la activación de los 

factores de transcripción NFKB, AP-1 (Juretic et al., 2006) y Srf (Guerci et al., 2012) que 

promueven la secreción de IL-6, mientras que el regulador epigenético HDAC5 (Klymenko 

et al., 2020) parece inhibirla. Los datos aportados están en consonancia con un artículo 

anterior (Buvinic et al., 2009) que muestra que la calmodulina y su efector, la calcineurina, 

median la secreción de IL-6, mientras que el efector de calmodulina, CaMKII, posee un 

papel residual en esta respuesta. 

Los datos mostrados indican que las señales de Ca2+ funcionan en el nivel 

postranscripcional, en contraste con un artículo previo en el músculo de roedores 

(Bustamante et al., 2014). La razón de esta discrepancia podría ser una diferencia en el 

objetivo de las señales de Ca2+o en el sistema de circuito de retroalimentación positiva 

mostrados por sus autores. Dichos autores propusieron que la señal de Ca2+ como 

respuesta al ATP activa una transcripción temprana de IL-6, lo que conduce a una mayor 

secreción de esta citocina a través de la vía autocrina. En el sistema experimental que se 

llevó a cabo, la IL-6 inicial podría deberse más bien a la activación de pasos de 

traducción/exocitosis. Esto está en consonancia con la fuerte inhibición producida por el 

inhibidor específico del canal T y el claro efecto inhibidor del bloqueante de la traducción, 

cicloheximida, en la secreción de IL-6 (Bustamante et al., 2014) (siendo todo esto 

corroborado por resultados aún no publicados del laboratorio) 

Evidencias previas sobre la participación de señales de Ca2+ en la secreción de IL-

6 son fragmentarios y, en el caso de células humanas, casi inexistentes. La evidencia 

presentada en este estudio describe por primera vez de manera integral la participación 

de los principales elementos de la vía de señalización de Ca2+ en la secreción estimulada 

de IL-6 de las células del músculo esquelético. Además de su participación en la 

contracción, transcripción y diferenciación, esta vía de señales es probablemente un 

regulador fisiológico de la secreción de IL-6. Dada la importancia de esta miocina en un 

amplio grupo de procesos metabólicos, inmunológicos y fisiopatológicos, es necesario un 

estudio exhaustivo y una total comprensión de esta. 
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RESULTADOS 

Si la Il-6 retroalimenta su propia secreción, es de esperar que la producción final 

de IL-6 (es decir, la cantidad total de IL-6 liberada al medio extracelular) sea mayor en 

presencia de una mayor concentración de IL-6. Por lo tanto, se realizaron diversos 

experimentos en cultivos de músculo esquelético humano utilizando dos volúmenes 

diferentes de sobrenadante, 0,5 y 1 ml, de modo que la concentración de IL-6 fuera 

diferente, tanto en condiciones de reposo como de estimulación (Figura 30 parte 

superior). La producción calculada de IL-6 en condiciones de reposo no fue 

significativamente diferente entre los experimentos de sobrenadante de 0,5 y 1 ml 

(p>0,09, prueba t pareada), aunque fue ligeramente menor para los experimentos de 

sobrenadante de 1 ml (12.20 ± 2.55 ng*10^-5 células frente a 17.29 ± 5.0 para 0.5 mL, n=8). 

Sin embargo, la comparación de la secreción estimulada por ATP reveló una disminución 

leve y estadísticamente significativa en la respuesta de ATP para experimentos de 1 ml 

(48.8 ± 10.41 ng*10^-5 núcleos) en comparación con las condiciones de 0,5 ml (76,48 ± 

15,54; p<0,032 , n= 8). La respuesta estimulada por ATP normalizada con respecto a la 

basal también fue ligeramente menor para 1 ml (535 ± 202 % frente a 617 ± 146 para 0,5 

ml), aunque estadísticamente no fue diferente (p <0,23, prueba t). A través de otra serie 

de experimentos se compararon la producción de IL-6 en 0,35 y 1 ml de sobrenadante, 

para concentrar aún más la IL-6 liberada tanto en condiciones basales como estimuladas. 

Como se muestra en la Figura 30 (parte inferior), los resultados fueron similares a los 

encontrados con 0,5 frente a 1 ml. La secreción en reposo de IL-6 fue menor en 1 ml que 

en 0,35 ml (7.98 ± 2.20 vs 14.17 ± 4.54 ng*10^-5 células; p<0,03, n=5). Se observó el mismo 

efecto para la secreción estimulada por ATP (49.73 ± 8.2 vs 68.97 ± 10.75 ng*10^-5 células, 

1 ml y 0,35 respectivamente; p<0,013, n=5). 
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Figura 30. Secreción de IL-6 en condiciones de reposo y estimuladas (ATP 500 µM) a diferente 

volumen de sobrenadante, libre de suero, durante 2horas. Los resultados de 7 (Figuras superiores) y 5 (Figuras 

inferiores) experimentos se realizaron en paralelo en condiciones estimuladas y no estimuladas (basal). * 

p<0,05, prueba t pareada. 
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Los resultados anteriores indican que las moléculas de IL-6 extracelulares ejercen 

un efecto de retroalimentación positiva sobre la secreción de IL-6. Si esto es cierto, 

tamponamiento de las moléculas extracelulares de IL-6 debe reducir la secreción. Para 

estudiar este punto, se determinó la secreción de IL-6 en presencia de una alta 

concentración de la proteína alfa del receptor soluble (IL-6Rα). La Figura 31 muestra como 

este tratamiento inhibió la respuesta inducida por ATP, de acuerdo con los resultados 

anteriores. 

El efecto de retroalimentación autocrina podría deberse a los receptores de IL-6 

ubicados en la membrana plasmática de las células diana. De ser así, el bloqueo de estos 

receptores reduciría la liberación de IL-6. Por lo tanto, se realizaron experimentos con 

tocilizumab y anticuerpos dirigidos al receptor de IL-6. La Figura 31 muestra como este 

tratamiento inhibió significativamente la respuesta al ATP, lo que confirma que la unión a 

IL6R es un requisito crucial para el circuito de retroalimentación. Ni IL6Ra ni tocilizumab 

modificaron la secreción en reposo (no se muestra). En conjunto, los resultados de la 

Figura 31 indican que la IL6 liberada por las células musculares durante la estimulación 

con ATP retroalimenta la liberación de IL-6, ya sea a nivel transcripcional o 

postranscripcional. 
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Figura 31. Efecto de los receptores de IL-6 solubles (IL-6R) y tocilizumab (TZ) sobre la secreción de 

IL-6 inducida por ATP. Se trataron células de músculo esquelético humano durante 2 horas con ATP solo o 15 

minutos después de la adición del receptor alfa de IL-6 soluble (IL-6R, 1ng/ml) o tocilizumab (20 µg/ml). n=5. 

** p<0,01 post prueba ANOVA de Dunnett (ANOVA de Welch p< 0,001). 

 

Existen otros tipos celulares en los que el efecto de señalización de 

retroalimentación de la IL-6 se produce a través de la vía endocítica. Se ha propuesto que 

el compartimento endosómico de la célula puede ejercer una función de plataforma de 

señalización (Piessevaux et al., 2009). Para verificar esta posibilidad, se realizó un 

experimento en presencia de dynasore, un conocido inhibidor de la dinamina, una 

proteína clave en el proceso de endocitosis. Como se muestra en la Figura 32, este 

compuesto suprimió prácticamente la respuesta secretora al ATP, lo que demuestra que la 

endocitosis es un requisito para mantener la liberación de IL-6. 
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Figura 32. Efecto del inhibidor de la endocitosis dynasore en la secreción de IL-6.Resultados 

obtenidos tras la estimulación con ATP y dynasore-ATP (80 µM) n=9. P<0,005, prueba t pareada. 

 

Dado que las vesículas endocíticas se transfieren al compartimento endocítico de 

las células, se realizaron una serie de experimentos con tratamientos destinados a inhibir 

la acidificación de estas vesículas, siendo necesario para el procesamiento de dichas 

vesículas. La Figura 33 muestra que tanto la cloroquina como, en menor medida, la 

monensina, alteraron significativamente la liberación de IL-6. Se encontró un resultado 

similar para la base permeable a las células NH4Cl. Por lo tanto, se podría afirmar que la 

secreción de IL-6 requiere no sólo endocitosis sino también un compartimento endocítico 

ácidico funcional. 
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Figura 33 Los inhibidores del compartimento endocítico reducen la secreción de IL-6 en respuesta 

al ATP en cultivos de células del músculo esquelético. Las células se estimularon con ATP solo o 15 minutos 

después de la adición de cloroquina (200µM), monensina (2µM) o NH4Cl (50 mM) para bloquear la 

acidificación del compartimento endosomal de la célula. n=9 para cloroquina y 4 para monensina y NH4Cl. * 

p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,005 respecto al ATP solo, prueba t pareada. 
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DISCUSIÓN 

El presente estudio proporciona evidencias directas que muestra que en células 

musculares cultivadas humanas la IL-6 liberada en respuesta al ATP ejerce una 

retroalimentación positiva en la secreción de IL-6. Este mecanismo está mediado por 

receptores de IL-6 y opera desde el compartimento endocítico. 

La IL-6 es liberada desde las células del músculo esquelético durante la 

contracción (Peake et al., 2015). Estudios previos realizados en roedores han revelado la 

importancia del ATP en este proceso, dado que este mensajero es responsable de la 

secreción de IL-6 en células musculares como respuesta a la estimulación eléctrica 

(Bustamante et al., 2014; Juretic et al., 2006; Buvinic et al., 2009). Artículos previos han 

demostrado que la IL-6 opera a través de un circuito de retroalimentación positiva de 

forma autocrina a nivel de la transcripción de ARN en roedores (Bustamante et al., 2014). 

Existen evidencias del proceso de retroalimentación de IL-6 en otros sistemas, como las 

células inmunitarias (Verboogen et al., 2019) y los hepatocitos (German et al., 2011; Shah 

et al., 2006). Sin embargo, la mayoría de las evidencias se basan en determinaciones de la 

transcripción y de la vía STAT3 estimulada por la IL-6, y no en la evaluación directa de la 

secreción de IL-6. En este estudio se muestran evidencias de que la secreción de IL-6 en 

respuesta al ATP en cultivos de músculo esquelético humano está respaldada por un 

mecanismo de retroalimentación positiva. Se ha demostrado que existe una disminución 

de la IL-6 extracelular mediante el aumento del sobrenadante del cultivo o la adición del 

receptor soluble IL-6Ra disminuye la respuesta secretora al ATP. En algunos sistemas, 

como los osteoblastos (Franchimont et al., 1997), parece que la activación trans, es decir, 

la activación de la proteína del receptor gp130 por el IL6-R alfa soluble unido a la IL-6, es 

responsable de la potenciación de la respuesta de la IL-6. Sin embargo, este evento no se 

da en las células musculares, dado que a través de este estudio se ha demostrado que la 

adición de IL-6R alfa soluble posee un efecto inhibidor. En segundo lugar, la presencia de 

tocilizumab, un anticuerpo específico dirigido al receptor humano de IL-6, también inhibió 

la respuesta. Junto con el hallazgo anterior, este resultado muestra claramente que parte 

de la IL-6 liberada por el ATP se debe a un efecto autocrino de la IL-6 que actúa sobre sus 

receptores. Este hallazgo concuerda no sólo con resultados previos de transcripción y 

activación de STAT3, sino también con evidencias que corroboran como la IL-6 

recombinante induce la liberación de IL-6 del músculo al plasma (Keller et al., 2003). 

Se ha informado que el compartimento endosómico sirve como plataforma para 

varios sistemas de señalización, incluida la vía de la IL-6 (Piessevaux et al., 2009; Platta and 

Stenmark, 2011). Tras la unión de IL-6 a IL-6R alfa (unión a la proteína ubicua receptora 

gp130), los complejos IL-6/IL-6R sufren un proceso de endocitosis y se dirigen al 

compartimento endocítico acídico. Aquí mostramos que las células musculares también 

utilizan la vía endocítica para desencadenar la respuesta autocrina positiva: el inhibidor 

de dinamina y tres compuestos diferentes destinados a tamponar las vesículas acídicas de 

la vía endocítica redujeron la respuesta al ATP. El inhibidor de dinamina, dynasore, ejerció 

una fuerte inhibición la cual indujo un bloqueo casi total de la respuesta secretora. Esto 

indica que la retroalimentación no tiene solo una función de mejora o como prolongación 

de la liberación de IL-6, sino que es un paso necesario e importante en la secreción.  

Se ha propuesto que el compartimento endosómico no sólo sirve para la IL-6 

secretada que actúa de forma autocrina, sino también para las moléculas de IL-6 recién 
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formadas que se dirigen desde el aparato de Golgi a la membrana plasmática a través de 

los endosomas de reciclaje (Verboogen et al., 2019; German et al., 2011). Estas moléculas 

se unirían al IL-6R presente en este compartimento operando como señales inhibidoras 

para limitar la secreción de IL-6 mediante la fosforilación de STAT3 en el residuo Tyr705 

(Verboogen et al., 2019). A medida que las moléculas de IL-6 se reciclan el efecto inhibidor 

se atenuó mediante la activación de MAP38K por IL-6 (otra vía promovida por IL-6) a partir 

de endosomas reciclados. No existen estudios que avalen si tal efecto inhibidor está 

presente en las células musculares. 

Anteriormente este grupo ha demostrado que los canales de tipo T activados por 

Ca2+ son obligatorios en la secreción de IL-6 en respuesta al ATP (ver capítulo anterior). Se 

sabe que los canales de Ca2+ tipo T son responsables del desencadenamiento de la 

exocitosis en varios sistemas (Carbone et al., 2014). Además, en macrófagos la secreción 

de IL-6 está mediada por proteínas SNARE relacionadas con la exocitosis (Manderson et al 

2007). Por lo tanto, este estudio y las evidencias existentes apoyan la hipótesis de que la 

vía vesicular exocítica/endocítica juega un papel fundamental en la secreción de IL-6 

inducida por ATP. Un conjunto preformado de IL-6 sería liberado por señales de Ca2+ a 

través de canales de Ca2+ de tipo T, incorporándose las moléculas de IL-6 liberadas a la ruta 

del endosoma tras su unión a los receptores alfa de IL-6R. Este compartimento serviría 

entonces como plataforma o andamio para prolongar la transcripción activadora de la 

secreción de IL-6. La activación de este mecanismo necesitaría una cantidad limitada de 

moléculas de IL-6 preformadas (Verboogen et al., 2018) y receptores de IL-6 (Hansen et 

al., 2020), como se ha demostrado para las células inmunitarias. 
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RESULTADOS 

Dado que la edad altera en otros tipos celulares algunos elementos de la señal de 

Ca2+, se decidió abordar el estudio de algunos aspectos de esta vía de señalización. 

Para explorar la dependencia de la señal de Ca2+ se evaluó el papel de los canales 

de entrada de Ca2+ en la respuesta a ATP, el principal agonista activador de esta vía en 

cultivos musculares. Se empleó un protocolo con dos pulsos de ATP separados por 10 min 

de lavado, que permite aplicar durante éste diversos inhibidores y estimar con un control 

interno el efecto de estos tratamientos. La Figura 34 muestra registros representativos de 

las respuestas obtenidas. La respuesta fue ligera, pero significativamente menor, en el 

caso de los cultivos procedentes de donantes mayores (>60 años), pero no había 

disminución en la primera respuesta a ATP. 

 

 

Figura 34 Registro representativo de la estimulación de células musculares humanas en cultivo con dos 

pulsos de ATP (500 µM) 

 

Para evaluar la contribución de canales Cav1.x se realizaron experimentos 

aplicando nifedipina (1 µM) desde 3 minutos antes de la segunda estimulación. La Figura 

35 muestra una reducción significativa en el caso de cultivos procedentes de individuos 

jóvenes, pero no para los procedentes de mayores. Esto sugiere una menor contribución 

o actividad de los canales Cav1.x en la respuesta a ATP con el avance del envejecimiento. 

Al igual que los restantes tejidos, en el músculo esquelético se ha descrito la 

importancia funcional de la entrada capacitativa de Ca2+ mediada por las proteínas 

STIM1/Orai (Liou et al., 2005) en respuesta al vaciamiento de depósitos intracelulares de 

Ca2+. Dado que el ATP actúa sobre receptores P2Y que movilizan tales depósitos, se 

comprobó si la respuesta a ATP dependía en alguna medida de este mecanismo de 

homeostasis del Ca2+ La Figura 35 muestra el efecto del tratamiento con el inhibidor 

específico de canales Orai GSK7975 (1 µM). Este redujo la respuesta al ATP en el caso de 

los cultivos procedentes de jóvenes, pero no en el caso de los de donantes mayores. Como 

este resultado sugiere que con el envejecimiento la respuesta a ATP pierde participación 

de la entrada de Ca2+, probamos también el efecto de aplicar el ATP en una solución sin 
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Ca2+ extracelular (sin Ca2+ en su composición y con 1 mM EGTA). El efecto fue similar a lo 

observado en respuesta a los inhibidores de canales de entrada de calcio. 

 

Figura 35. Efecto de la nifedipina (NIF 1 µM), medio libre de Ca2+ (0Ca2+, 1 mM EGTA) y GSK7975 (1 µM) 

sobre la respuesta a ATP. Los registros superiores muestran la respuesta a ATP (500 µM) del segundo pulso 

del protocolo mostrado en la Figura 34. El histograma inferior representa los incrementos medios 

normalizados respecto al primer pulso de ATP. n= 26-106 células. ** p<0.01 respecto grupo control (CTRL) o 

respecto Joven. 

 

A continuación, se estudió el efecto del envejecimiento sobre la CCE, ya que los 

datos anteriores sugerían una posible alteración con la edad. La Figura 36 muestra el 

protocolo clásico de activación de la CCE en respuesta al tratamiento con tapsigargina 

(TPS; 1 µM), un inhibidor específico de la bomba PMCA del retículo sarcoplásmico, en 

ausencia de Ca2+. Tras una elevación transitoria debida a la salida pasiva del calcio del 

depósito y su transporte al medio extracelular, la aplicación de un medio con Ca2+ 

produce una rápida entrada debido a que el vaciamiento de los depósitos activa los 

canales Orai. Esta entrada acivada por los depósitos fue menor en los cultivos 

procedentes de mayores. La Figura 37 muestra que, como era de esperar, la aplicación 

de nuevo del inhibidor específico de Orai GSK7975 o la de otro compuesto específico con 

la misma actividad, el Synta 66 (S66; 1 µM) 5 min previamente a la entrada de Ca2+ 

redujo la CCE tanto en cultivos de jóvenes como de mayores, aunque el efecto fue mayor 

en jóvenes posiblemente debido a la mayor respuesta de base.  
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Figura 36. Activación farmacológica de la entrada capacitativa de Ca2+ en cultivos musculares humanas en 

respuesta a tapsigargina. 

 

 

 

Figura 37. Efectos de nifedipina (NIF 1 µM), GSK7975 (1 µM) y Synta 66 (S66 1 µM) sobre la entrada 

capacitativa de calcio en cultivos de donantes de más y menos de 60 años de edad. N=26-79, * p<0.05, ** 

p<0.01 y *** p<0.005 respecto control (CTRL). 
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Previamente este laboratorio ha mostrado en músculo liso que durante el 

vaciamiento de los depósitos y la activación de la CCE se produce una despolarización que 

activa los canales de Ca2+de tipo L (Cav1.x). Por ello, también realizamos experimentos en 

presencia de nifedipina. La Figura 38 muestra que la inhibición de canales Cav1.x inhibió 

la CCE en cultivos de donantes jóvenes pero no de mayores, en consonancia con lo 

observado en la respuesta al ATP. 

Los datos anteriores sugieren que con el envejecimiento disminuye la 

funcionalidad o participación de los canales de calcio tipo L en la señal producida por ATP. 

Si la activación de los canales o el acoplamiento de éstos con los otros elementos de la 

señal están inhibidos en los cultivos procedentes de individuos mayores, la simple 

despolarización también debería reflejar una menor movilización de Ca2+. Por tanto, 

realizamos experimentos con 2 aplicaciones rápidas de una solución despolarizante con 

90 mM KCl separadas por 10 minutos (Figura 38). La respuesta a KCl no fue inferior en los 

cultivos de mayores; al contrario, la amplitud fue estadísticamente mayor que en los 

cultivos de donantes jóvenes (0.583 ± 0.031 F/F0 viejos, n=144, frente a 0.419 ± 0.03, 

n=61 en jóvenes; p<0.01). En los cultivos envejecidos se produjo una reducción en el 

efecto de la nifedipina.  

 

Figura 38. Movilización de Ca2+ en respuesta a la aplicación repetida de una solución despolarizante de KCl 

(90mM). A Registros representativos de la respuesta en cultivos de donantes jóvenes y mayores. B Efecto de 

la aplicación de nifedipina (NIF 1 µM) 3 minutos antes del segundo estímulo de KCl. Se representan los 

valores medios de la respuesta normalizados respecto al primer estímulo. N= 33-95 *** p<0.005, t de 

Student. C Respuesta a la aplicación de KCl en un medio libre de Ca2+ en células no estimuladas 

previamente. N= 14 y 56 para Jóvenes y Mayores, ** p<0.01 t de Student. 
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En una serie de experimentos adicional se compararon en los dos grupos de 

cultivo el efecto de la estimulación con KCl en medio libre de Ca2+. Como puede observarse 

en la Figura 38, en cultivos de mayores la respuesta fue significativamente mayor que en 

cultivos de donantes jóvenes. 

Para comprobar si con el envejecimiento se produce una disminución de la 

expresión de canales Cav1.x, se determinó la expresión relativa de la subunidad α1 de la 

proteína Cav1.x. La Figura 39 muestra el revelado del western blott con la expresión de 

Cav1.x en cultivos procedentes de jóvenes y de mayores de 60 años. Como puede 

observarse, no hubo diferencias entre ambos grupos de muestras. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 39. Expresión de la subunidad α1 de la proteína Cav1.x  en cultivos musculares procedentes de 2 

donantes jóvenes y 2 mayores de 60 años. Se muestra la actina como control de carga. Representativo de 

determinaciones en otros 4 cultivos de diferentes donantes de cada grupo de edad. 

Dado que la panexina 1 ha sido propuesta como canal implicado en la señal de 

Ca2+ en estas células, decidimos comparar el efecto de su inhibidor, la carbenoxolona, en 

la respuesta a ATP en cultivos procedentes de donantes de los dos grupos de edad. Como 

puede verse en la Figura 40 el efecto de este inhibidor fue prácticamente nulo en los 

cultivos de mayores, indicando que la función global de este canal disminuye con la edad.  

 

 

Figura 40. Efecto del inhibidor de panexina-1 carbenoxolona (10 µM) en la respuesta a ATP en 

cultivos procedentes de donantes jóvenes y mayores. N= 26-64. ***p<0.005, t de Student 
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DISCUSION 

Los presentes resultados muestran que el envejecimiento reduce la entrada 

capacitativa de calcio y la participación de los canales de tipo L/Cav1.x en la señal de Ca2+ 

en cultivos musculares esqueléticos humanos en respuesta a ATP y despolarización. Esta 

alteración no se debe a pérdida de la expresión de los canales, y se asocia probablemente 

a una menor interacción con otros elementos de la señal de Ca2+ muscular. 

Las condiciones experimentales parten de protocolos de doble pulso (para reducir 

la variabilidad de las respuestas de cultivos procedentes de diferentes individuos). Es 

probable que, dado que se emplean concentraciones máximas de agonistas, los depósitos 

intracelulares aún no se han repuesto completamente en el tiempo del protocolo, lo que 

explicaría la menor respuesta del segundo pulso. Puesto que el envejecimiento reduce la 

entrada capacitativa de Ca2+ (Figura 37), eso podría explicar la menor respuesta en cultivos 

de donantes mayores.  

Algunos estudios previos han mostrado que las señales de Ca2+ musculares se 

alteran con la edad (Weisleder et al., 2016) y el envejecimiento reduce en humanos la 

sensibilidad de las fibras a la selal de Ca2+ (Straight et al., 2018) y el contenido de Ca2+ del 

RS (Lamboley et al., 2016). Dado que las alteraciones genéticas y en la homeostasis 

proteica son rasgos distintivos del envejecimiento, una posibilidad para explicar las 

alteraciones es la pérdida o alteración en la expresión de las proteínas transportadora de 

Ca2+ (Delbono et al., 2011). Un estudio previo en cultivos musculares humanos muestra 

que con la edad del donante se reduce la entrada de Ca2+ a través de canales L (Luin et al., 

2008). Sin embargo, los cambios observados en nuestras condiciones experimentales para 

los canales L no se deben a una menor expresión. Por el contrario, parecen deberse más 

a modificaciones en el acoplamiento con otros elementos de la señal. La nifedipina, el 

bloqueante prototípico de los canales Cav1.x, pierde efectividad en tres condiciones 

diferentes: durante la estimulación con un agonista acoplado a la vía fosfolipasa C/IP3R, 

con la activación farmacológica de la entrada capacitativa y con la despolarización química 

(KCl).  

En las células musculares adultas la despolarización procedente de la placa 

neuromuscular activa canales Cav1.x que al abrir, por acoplamiento conformacional, 

canales de rianodina (RyR) libera Ca2+ del retículo sarcoplásmico. Este mecanismo va 

evolucionando en los miotubos en cultivo a medida que se produce la diferenciación de 

estas células (Weigl et al., 2000). En el caso de la entrada capacitativa, la despolarización 

que la acompaña (Morales et al., 2004), probablemente debida a la entrada de Ca2+ 

mediante canales Orai del músculo (Weigl et al., 2003; Darbellay et al., 2009) resultaría 

probablemente en una secuencia similar.  

En el caso del ATP, principal estímulo en los cultivos musculares y mediador 

además del efecto de la despolarización, su efecto se debe mayoritariamente a receptores 

P2Y acoplados a fosfolipasa C (PLC) y depósitos intracelulares de Ca2+ activados por IP3 

(Buvinic 2009). La participación de canales L puede explicarse por la despolarización 

inducida por la entrada de Ca2+ mediante CCE, lo que a su vez ayudaría a liberar Ca2+ desde 

depósitos con canales de ryanodina (RyR). En nuestras condiciones experimentales, con 

un protocolo de doble pulso de ATP la respuesta se reduce en cultivos envejecidos a la vez 

que se pierde tanto contribución del calcio extracelular como participación del canal L 

(Figura 34), lo que sugiere que la respuesta se basa en depósitos intracelulares. Una 
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conclusión similar puede en el caso de la despolarización por KCl, que prácticamente 

pierde contribución del Ca2+ externo (Figura 38C).  

Aparentemente el efecto del envejecimiento es por tanto un redireccionamiento 

del acoplamiento de los canales L con la maquinaria de control del Ca2+ intracelular. El 

envejecimiento podría alterar la regulación de los receptores RyR musculares (Gaboardi 

et al., 2018). Una posibilidad es que se reorienten a una mayor activación de los depósitos 

intracelulares. De hecho la respuesta a KCl en células intactas, sin estimulación previa, fue 

significativamente mayor que en cultivos jóvenes, a pesar de una menor contribución del 

calcio extracelular. Un mayor acoplamiento a depósitos de RyR podría explicar en parte 

este efecto del envejecimiento: las células despolarizadas aumentarían la salida de calcio 

de este depósito. Cuando se lleva a cabo la doble estimulación (Figura 38A-B) la menor 

sensibilidad a nifedipina podría deberse a esta mayor comunicación y al hecho de que las 

células de cultivos de mayores muestran una menor activación de la entrada capacitativa. 

Algo análogo podría ocurrir con la respuesta a ATP; en este caso podríamos esperar, como 

en el caso del KCl, que el envejecimiento aumente (o al menos no disminuya) la respuesta 

al ATP en células intactas. 

El significado funcional de nuestros resultados podría estar relacionado con 

efectos a largo plazo de la señal de Ca2+. La entrada capacitativa se ha relacionado con la 

proliferación y diferenciación (), lo que podría tener consecuencias sobre la capacidad de 

regeneración y mantenimiento del músculo. Por otra parte, estudios previos han 

comunicado cambios con la edad en el acoplamiento entre los depósitos y otros 

elementos como las mitocondrias, lo que podría tener consecuencias sobre el 

metabolismo (Lamboley et al., 2016). 

Independientemente de las hipotéticas consecuencias que pudiera tener los 

cambios observados en nuestro estudio, es interesante llamar la atención sobre el origen 

o causa de tales cambios. Los cambios que se han descrito en la funcionalidad del músculo 

con el envejecimiento se han atribuido a factores sistémicos o del ambiente tisular o a 

modificaciones intrínsecas de las células musculares (Hwang y Brack et al.,2018, Sousa-

Victor et al., 2014). Los datos presentados sugieren que es posible que las células madre 

acumulen cambios con la edad que puedan tener una expresión en su progenie celular, a 

pesar de que aparentemente los cultivos no muestren mayores diferencias en función de 

la edad. 
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RESULTADOS 

Para estudiar la entrada de Mn2+ en respuesta a ES, se estudió la extinción de la 

fluorescencia de Fura-2 inducida por Mn2+. La Figura 41 muestra rastros de fluorescencia 

de fura-2 antes, durante y después de la estimulación eléctrica (ES) a 20 Hz en fibras 

aisladas de FDB de ratón. La extinción es visible sólo en presencia de Mn2+ en la solución 

de Krebs-Ringer y sólo después de ES a 20 Hz. Los registros presentes en la Figura 40B 

muestran solo la parte del registro donde se produce la extinción de la fluorescencia 

siendo una medición del influjo de Mn2+ al final del período de estimulación o posterior a 

su cese. Cuando la ES se produjo a 90 Hz, no se produjo la extinción de la fluorescencia 

(Figura 41C), lo que indica que la ECCE depende de la frecuencia. En la Figura 41D se 

representa las estadísticas de 96 fibras individuales registradas en las condiciones citadas.  

 

 

Figura 41. Mn2+La extinción tras la estimulación eléctrica de las fibras musculares depende de la 

frecuencia. Las fibras musculares FDB se cargaron con Fura-2-AM y se estimularon eléctricamente con un 

tren de 270 pulsos, 0,3 ms cada uno en frecuencias altas (90 Hz) y bajas (20 Hz). Las secuencias de imágenes 

se obtuvieron mediante microscopía confocal y las series de imágenes grabadas se analizaron cuadro por 

cuadro utilizando el software Fiji, seleccionando una región de interés (ROI) en cada fibra observada. (A) 

Representación de la fluorescencia relativa obtenida de una sola fibra muscular estimulada eléctricamente a 

20 Hz. La secuencia registrada se dividió en cuatro segmentos diferentes: PreES: estímulos preeléctricos 

(azul); ES: estímulos eléctricos (amarillo); RBF: retorno a la señal de fluorescencia basal (azul claro); PostES: 

Estímulos post-eléctricos (naranja). Los niveles de fluorescencia base se representan con una línea 

discontinua roja; La duración de los estímulos se muestra mediante un bloque gris con su frecuencia en la 

parte superior. (B) Grabación PostES de una sola fibra FDB. Superior: La fibra muscular en solución KR 

tradicional, estimulada eléctricamente a 20 hz muestra niveles de fluorescencia como la línea base. Medio: 

La fibra en solución KR Mn2+ estimulada a alta frecuencia (90 Hz) también muestra una señal fluorescente 

similar a una base. Inferior: la estimulación a bajas frecuencias promueve la entrada de manganeso que 

apaga la fluorescencia de Fura-2. La grabación del segmento Post ES muestra una disminución de la 

fluorescencia dependiente de la frecuencia de los estímulos. 
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Un ajuste exponencial de los datos de extinción muestra que múltiples fibras 

(Figura 42A) presentaron una respuesta relativamente rápida, con una constante de 

tiempo (tau) de menos de 10 s. Sin embargo, en torno a la mitad de las respuestas 

mostraron una cinética más lenta, con constantes de tiempo que se extendían a más de 

20 segundos (valor medio de 40s). Esto sugiere que pueden ocurrir dos eventos de 

extinción en estas condiciones y, de hecho, algunos de los registros pueden ajustarse a 

una curva exponencial doble. La Figura 42B muestra los parámetros de ajuste exponencial 

(niveles tau y plateau) para registros obtenidos en diferentes fibras musculares y la 

agrupación de estos parámetros en un componente rápido y otro lento (Figura 42C). 

 

 

Figura 42. Cinética de la extinción de la fluorescencia de fura-2 inducida por Mn2+ en fibras de músculo 

esquelético de ratón adulto. A. Registros que muestran la disminución de la fluorescencia de fura-2 en fibras 

del flexor corto de los dedos en respuesta a un tren de 270 pulsos, 0,1 ms, 20 Hz. Las fibras se estimularon 

en Krebs Ringer que contenía Mn2+ 2 mM y no se añadió calcio. Los rastros muestran una disminución 

representativa de la fluorescencia rápida (registro de la izquierda) y lenta (registro de la derecha). La línea 

delgada es la caída exponencial ajustada. B Un trazo original que muestra el ajuste de una caída exponencial 

doble (línea negra continua). Las líneas continuas rojas y azules representan las fases inicial y tardía del 

decaimiento exponencial. Las líneas discontinuas rojas y azules representan la desintegración única ajustada 

separada para las partes inicial y tardía de los datos. Los parámetros de ajuste se muestran en la tabla del 

lado derecho. C. Parámetros de ajuste exponencial niveles tau y meseta (valores individuales y valores 

promedio) para todos los experimentos de control. Parámetro D Tau (incluido el valor promedio y sem) para 

los mismos experimentos segregados en cinética rápida y lenta. (****p<0,001, prueba U de Mann Whitney). 
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Podría ser posible que la velocidad de entrada de Mn2+ se deba simplemente a 

una condición cuantitativa o numérica: cuando la permeabilidad al Ca2+ es más fuerte, se 

espera que la meseta de la curva (plateau) sea más baja y se necesitaría más tiempo para 

alcanzarla (lo que llevaría a una tau más alta). Sin embargo, encontramos una correlación 

muy baja entre tau y plateau (coeficiente de correlación de Spearman para meseta frente 

a tau -0,45); esto se confirmó además mediante una regresión de pendiente no 

significativamente diferente de cero (p <0,11, intervalo del 95%: -79,5 – 8,8). Además, 

cuando el parámetro de plateau de los experimentos se separó siguiendo el criterio 

rápido/lento, no se dieron diferencias significativas en la amplitud de la extinción. Esto 

sugiere que la velocidad del influjo de Mn2+ está regulada por un mecanismo 

independiente de la amplitud del índice de permeabilidad. 

Si la extinción de Mn2+ representa la entrada a través de los canales de panexina-

1, esta extinción debería ser sensible a los fármacos que se sabe que regulan la actividad 

del canal. Un inhibidor conocido de los canales de panexina (y conexina) es la 

carbenoxolona. Cuando se incubaron las fibras musculares durante 30 min en presencia 

de carbenoxolona 5 µM (Figura 43A), el Mn2+ quedó completamente inhibido. Asimismo, 

la extinción de Mn2+ se inhibió con nifedipina 25 µM (Figura 43B), un inhibidor de 

dihidropiridina de Cav1.1, como se citó con anterioridad (apartado ECCE), y también se 

inhibió en presencia 10 µM del agonista de Cav1.1, BayK8644. (Figura 43C), que inhibe la 

extrusión de ATP a través de los canales de panexina 1 (Jorquera et al., 2013). 

 

 

Figura 43. Efecto del modulador de panexina 1, carbenoxolona y dihidropiridinas, sobre la extinción de 

Mn2+ provocada por estimulación eléctrica. A) Fluorescencia relativa media de fibras incubadas en Krebs 

Ringer que contiene Mn2+ con y sin presencia de carbenoxolona (CBX). Las fibras se estimularon a 90 y 20 

HZ como se indica (* p <0,05, *** p <0,001). nKR Mn2+=40, n KR Mn2+ + CBX= 16. B) Efecto de las 

dihidropiridinas Nifedipina (izquierda) y BayK 8644 (derecha). Fluorescencia relativa media de fibras 

incubadas en Krebs Ringer que contiene Mn2+ con y sin presencia de Nifedipino (Nif) estimuladas a 90 y 20 

Hz (** p < 0,05, *** p < 0,001). Panel derecho, fibras incubadas en Krebs Ringer que contiene Mn2+ con y sin 

la presencia de (-) S-Bay K 8644 (BayK), estimuladas a 90 y 20 Hz (* p < 0,05, ** p < 0,005). nKR Mn2+=40 

nBayK= 16, nNif= 12. 
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Se estudió el efecto de las condiciones hiperpolarizantes en la activación del 

quenching tras una estimulación de 20 Hz. La Figura 44 muestra los efectos de las 

soluciones bajas en K+ extracelular en respuesta a ES. La Figura 44B muestra como a 

concentraciones bajas de K+ extracelular se indujo una disminución significativa en el 

número de fibras que respondieron a ES, que cayó del 80,55% en los medios de control 

(5mM K+) al 34,78 y 56,25% en 1mM y 3mM K+ respectivamente (p<0,002, Chi-cuadrado 

12,62). 

Los registros representativos que se muestran en la Figura 44A indican que a bajas 

concentraciones de K+ afecta se ve alterada la respuesta. Un análisis estadístico de la 

amplitud del influjo de Mn2+ mostró que las soluciones hiperpolarizantes aumentaron 

significativamente el plateau promedio de la respuesta de las fibras (ANOVA p<0,003), 

tanto para experimentos de 1mM como para 3mM K+ (p<0,005 y 0,05, post ANOVA 

pruebas) (Figura 44C). Este efecto también estuvo presente para las respuestas segregadas 

rápidas (ANOVA p<0,02; p<0,005 y 0,05 para K+ 1mM y 3mM). En el caso de las respuestas 

más lentas se observó el mismo patrón, pero no se encontraron diferencias 

estadísticamente significativas, probablemente debido al pequeño número de fibras 

sensibles. 

En cuanto a la velocidad de respuesta, el análisis ANOVA mostró que la 

concentración de K+ extracelular no modificó la tau, ni para las respuestas agregadas ni 

para los datos segregados rápido/lento. En el caso de K+ 3mM hubo un ligero efecto en el 

límite de significancia (p<0,05, prueba t de una cola). 
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Figura 44. Efectos de la concentración alta y baja de potasio en la extinción provocada por ES en fibras 

musculares de ratón. Izquierda. Registros que muestran respuestas típicas a ES de 20 Hz en presencia de K+ 

de 1mM, 3mM, 5mM (condición de control) y 7mM. Derecha Registra en las mismas condiciones de K+ en 

respuesta a 90 Hz ES en presencia de 7 mM de K+ (representante de 12 a 21 fibras). Panel inferior. 

Histograma que representa proporciones normalizadas de células que responden y no responden (20 Hz) en 

condiciones de control y en presencia de diferentes concentraciones de K+. Los números encima de las 

barras representan el número real de experimentos.  

 

En conjunto, nuestros datos indican que la activación de la entrada de Mn2+ se 

inhibe en condiciones de hiperpolarización. Por lo tanto, realizamos experimentos en un 

medio despolarizante suave que contiene K+ 7 mM. En esta condición experimental no 

pudimos registrar la extinción con Mn2+ de fura-2 en condiciones de estimulación de 20 

Hz porque la duración del tren (270 pulsos, 0,1 ms, 13 segundos) siempre conducía a una 

fuerte contracción de la fibra, lo que imposibilitaba un registro apropiado de la 

fluorescencia. 

Por tanto, llevamos a cabo una serie de experimentos utilizando ES a 90 Hz. La 

figura muestra que la estimulación de 90 Hz en la solución de control (K+ 5mM) induce un 

aumento sostenido de la fluorescencia debido a la contracción de la fibra (trazo medio). 

En presencia de 7mM de K+, la estimulación a 90 Hz provocó una extinción rápida 

(frecuentemente seguida por un aumento en la fluorescencia que coincidió con la 

contracción de la fibra y la finalización del registro), como se ilustra en el trazo superior de 

la Figura 44. La respuesta promedio de los 90 Hz en presencia de K+ 7mM se parecía a la 

activación de la vía de entrada de Ca2+ mostrada por experimentos de control a 20 Hz y K+ 

5mM (trazo inferior de la Figura 44). En términos cuantitativos, 90 Hz en KCl 7mM se 

acercó al patrón observado para 20 Hz en K+ 3mM: el porcentaje de fibras sensibles fue 
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del 57 % (56 % para 20 Hz) y la meseta fue de 0,87 en comparación con 0,80 a 20 Hz 3mM 

K+. 

 

DISCUSIÓN 

Este estudio proporciona evidencias que presentan concordancia con la hipótesis 

de que, la entrada de calcio acoplada a la excitación (ECCE), descrita en las fibras del 

músculo esquelético, en realidad ocurre a través de los canales de panexina-1 que están 

regulados por Cav1.1. Hasta ahora, se ha demostrado que la liberación de ATP al medio 

extracelular después de la estimulación eléctrica se produce a través del canal de 

panexina-1 y está regulada por Cav1.1 (Buvinic et al., 2009, Casas et al., 2010, Jorquera et 

al, 2013). La liberación de ATP se produce en dos picos, uno rápido que alcanza su máximo 

en menos de 15 segundos y otro lento, que alcanza su máximo en más de 200 segundos 

(Jorquera et al., 2013). Este fenómeno depende de la frecuencia; siendo evidente después 

de trenes de estimulación de 20 Hz y estando ausente después de trenes de 90 Hz con el 

mismo número de pulsos. La liberación de ATP es inhibida por la carbenoxolona (un 

inhibidor de pannexin-1) y por las dihidropiridinas, el antagonista de Cav1.1, nifedipina y el 

agonista BAYK6644 (Jorquera et al, 2013). 

La cinética de extinción de Mn2+ es compatible con la liberación de ATP. Se ha 

demostrado en este estudio que la ECCE se puede ajustar a una caída exponencial que 

puede ser rápida (constante de tiempo de menos de 10 s) o lenta (constante de tiempo 

de más de 40 s), compatible con el primer y segundo pico de liberación de ATP. 

La ECCE depende de la frecuencia de estimulación de la misma manera que la 

liberación de ATP; está completamente ausente después de la estimulación a 20 Hz en 

condiciones normales y se observa con alta probabilidad cuando las fibras se estimulan a 

20 Hz. 

La farmacología de la ECCE es equivalente a la farmacología de la liberación de 

ATP. La inhibición por carbenoxolona indica que la entrada de Mn2+ se produce a través de 

canales de panexina y la inhibición por dihidropiridinas es evidencia de que el proceso 

(como liberación de ATP) está regulado por Cav1.1. 

El hecho de que este importante mecanismo de acoplamiento excitación-

transcripción pueda asociarse a ECCE abre la posibilidad de estudiar el funcionamiento de 

los canales de panexina-1 en el músculo esquelético y permite plantear preguntas 

cruciales que permitirán abordar este mecanismo. Una pregunta importante que 

abordamos aquí es la dependencia del potencial de membrana de ECCE y cómo el 

potencial de membrana puede ser determinante en el fenómeno dependiente de la 

frecuencia. De hecho, la ECCE depende críticamente del potencial de membrana y tanto 

una ligera hiperpolarización como despolarización, obtenidas al reducir o aumentar la 

concentración de K+ en la solución extracelular, reducen drásticamente la aparición de 

ECCE a 20 HZ. Curiosamente, cuando el potencial de membrana se fija en valores 

despolarizantes (7mM K+), la ECCE es evidente con una estimulación de 90 Hz, lo que 

sugiere que la aparición de ECCE (así como la dependencia de la frecuencia) está regulada 

por el potencial de membrana de las células musculares. 
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Podemos correlacionar la ECCE medida como extinción de Mn2+ con la liberación de ATP a 

través de canales de panexina-1 medidas fluorimétricamente. Hemos informado dos picos 

de liberación de ATP después de una estimulación eléctrica de 20 Hz (Jorquera et al., 

2013). El primer pico de liberación de ATP de las fibras musculares ocurre en 

aproximadamente 10s y se corresponde bien con la respuesta rápida y más frecuente de 

extinción de Mn2+; El pico de liberación de ATP más lento ocurre entre 120 y 200s y es 

compatible con la respuesta más lenta observada en los experimentos realizados por este 

laboratorio (Jaimovich et al.2000). 
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El objetivo inicial de esta tesis era detectar posibles alteraciones en la secreción 

de IL-6 y la señal de Ca2+ en cultivos musculares humanos preparados a partir de donantes 

de dos grupos de edad. De manera muy resumida, en las condiciones experimentales 

aplicadas no detectamos efectos de la edad en el primer parámetro, pero sí en el segundo.  

La observación de una falta de efecto del envejecimiento en la secreción tiene 

diversas limitaciones en nuestras condiciones experimentles. Además del problema de 

tamaño muestral indicado en el capítulo I, es posible que los cambios esperables en la 

liberación de miocinas en el modelo planteado sean variables en función de la miocina 

estudiada. Dado el gran número de citocinas liberadas por este tejido, el envejecimiento 

podría afectar de manera diferencial a estos mensajeros intercelulares. Un tercer punto a 

tener en cuenta es que los estudios sobre envejecimiento y secreción de IL-6 in vivo, tanto 

en modelos animales como en humanos tienen dos grandes diferencias respecto a los 

basados en cultivos como el presente. Primero, recogen la secreción del músculo como 

órgano que, por una parte, contiene otros tejidos como grasa o vasos sanguíneos. 

Segundo, la secreción puede estar influida por tejidos y órganos distantes como depósitos 

grasos, hígado o sistema nervioso, que también liberan sustancias endocrinas que afectan 

al músculo. Si bien no hay duda de que las fibras del tejido muscular liberan IL-6 a la 

circulación (Peake et al., 2015), la segunda diferencia quizás pueda explicar, junto con las 

limitaciones expuestas en el Capítulo 1, la falta de efecto detectado en nuestras 

condiciones experimentales. Aunque el modelo aquí empleado es conocido por retener 

características propias del donante, la secreción de IL-6 está controlada por ejemplo por 

TNFα o IGF-1, que pueden provenir de otros tejidos. Además, un músculo adulto 

envejecido puede incluir elementos celulares no presentes en los cultivos primarios, 

adipocitos o células inmunológicas, y modificaciones del fenotipo celular diferentes a los 

de un cultivo. 

En cualquier caso, el presente estudio sugiere que el hecho de que las células de 

origen de un cultivo presenten un rasgo fenotípico o epigenéticos de envejecimiento, 

como se ha descrito para células madre musculares envejecidas (Sousa-Victor et al., 2014; 

Hwang and Brack., 2018), no basta para convertir automáticamente el cultivo en una 

versión envejecida de un cultivo obtenido a partir de células madre jóvenes. Esto sugiere 

que el envejecimiento del músculo es el resultado tanto de factores intrínsecos a las 

células musculares como de influencias externas.  

Los datos mostrados sobre la señal de Ca2+ indican que el envejecimiento modifica 

el fenotipo de esta vía de transducción en dos aspectos. Uno, incrementa en condiciones 

basales la respuesta de Ca2+ a la despolarización. Por otro, modifica o disminuye dos de los 

sistemas que conforman esta vía de señalización, la entrada capacitativa y la participación 

de los canales sensibles voltaje tipo L o Cav1.x. En el caso del primer efecto, hay precedentes 

de incrementos fruto del envejecimiento en otras células excitables como neuronas (Gant 

et al., 2014) o músculo liso (Gómez-Pinilla et al., 2011). Esto podría deberse a pérdida de 

calcium binding capacity de las células por defectos en la expresión de proteína de unión 

de calcio o por defectos en los sistemas de recaptación y extrusión. Más allá de su causa 

última, esto podría tener como consecuencia un menor control sobre la generación de 

señales de Ca2+ rápidas y restringidas subcelularmente, que en el músculo se denominan 

sparks. De hecho, se ha descrito una menor generación de sparks localizados en el 

músculo envejecido (Zhou et al., 2006). Esto a largo plazo podría tener un efecto 

acumulativo al degradarse la regulación fina de los múltiples procesos dependientes de 
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calcio, como son la proliferación y diferenciación o el metabolismo, como se ha propuesto 

por ejemplo en neuronas y alteraciones de procesos cognitivos (Toescu and Verkhratsky, 

2007).  

En el caso de los cambios aparentes en la función del canal Cav1.x, los datos 

presentados sugieren que podrían deberse a una alteración del acoplamiento de este 

canal con los canales de panexina-1. Los canales L/Cac1.x forman un complejo 

multifuncional con diversas proteínas que emplean esta proteína como sensor del voltaje. 

Además del clásico proceso de excitación-contracción, este esquema se ha extendido a un 

componente rápido de entrada de Ca2+ acoplada a la excitación que se sabe no mediado 

por el propio canal L (ECCE), y a la activación por calcio de procesos de transcripción 

genética (ECCT). Un déficit funcional del canal L en esta función podría tener especial 

relevancia a largo plazo, ya que podría contribuir a déficit de homeostasis de proteínas (un 

proceso que ha sido descrito por algunos autores en el músculo envejecido (Delbono, 

2011). Una vez más, esto plantea la posibilidad de que pequeñas alteraciones, difíciles de 

detectar incluso experimentalmente, puedan tener consecuencias importantes a largo 

plazo. 

Que en los cultivos musculares se produzca una alteración que depende de la edad 

del donante de las células madre precursoras podría indicar que estas células ya están 

envejecidas. Dado que en nuestras condiciones la expresión de los canales Cav1.x no se 

redujo con la edad del donante, es probable que el motivo de la alteración funcional sea 

cambios en expresión o función de alguna proteína reguladora. El envejecimiento 

muscular reduce el acoplamiento entre la proteína FKBP12 y los receptores de RyR, 

resultando en una menor movilización de Ca2+ desde los depósitos (Breckner et al., 2013). 

En células satélite humanas envejecidas se ha descrito un aumento de la proteína 

p16(INK4a). Sin embargo, esto redujo la capacidad regenerativa y proliferativa (Sousa-

Victor et al., 2014), lo que no coincide con nuestras observaciones, ya que la proliferación 

de los mioblastos no estaba afectada en nuestras condiciones. 

La presente tesis ha estudiado en detalle el papel de varios elementos de la vía de 

señalización del Ca2+ en la liberación de IL-6 por las células musculares en cultivo. Este 

aspecto había sido abordado previamente solo de una manera parcial, evaluando de 

manera separada solo algunos aspectos, siendo nuestro estudio el primero en describir el 

papel de los principales elementos en la liberación de esta miocina. Además, hemos 

descrito dos aspectos nuevos; el papel limitante de los canales operados por voltaje de 

tipo T o Cav3.x, y la acción de la señal de calcio a un nivel post-transcripcional. Lo primero 

sugiere que la liberación ocurre mediante exocitosis, ya que este tipo de canales no 

participa en nuestras condiciones experimentales en la señal de Ca2+ y es un conocido 

regulador de la fusión de vesícula en neuronas y células cromafines.  

Acerca del efecto post-transcripcional de la señal de calcio, esto revela una 

regulación compleja de la secreción de IL-6 y no un simple flujo de información desde la 

respuesta de ATP y su señal de Ca2+ -hasta la transcripción, síntesis y liberación de IL-6. El 

efecto post-transcripcional, a pesar de que la transcripción es necesaria para su secreción 

(-datos no publicados de nuestro laboratorio y Bustamante et al., 2014-) indica que debe 

producirse alguna forma de autorregulación en la secreción de IL-6. En varios sistemas, 

incluyendo cultivos musculares de roedor (Bustamante et al., 2014), también se ha 

descrito un incremento de la concentración de ARNm de IL-6 al usar el inhibidor de 

transcripción cicloheximida (superinducción). Ese mismo efecto pudimos observar al 
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bloquear la señal de Ca2+ durante la estimulación con ATP. Esto podría deberse a que, una 

vez iniciada la transcripción de IL-6, si se bloquea o inhibe su secreción se produce una 

acumulación de ARNm bien sea por aumento de la estabilidad o por incremento o no 

inhibición de la transcripción desde ADN. 

Aunque lo anterior esto está fuera de los objetivos del estudio, se cree que en 

combinación con los datos del Capítulo III muestran que la secreción de IL-6 presenta una 

autorregulación compleja. Los datos de esta memoria confirman que en cultivos 

musculares humanos la IL-6 ejerce una retroalimentación positiva, en consonancia con un 

artículo previo en cultivos de roedor (Bustamante et al., 2014) y con un estudio sobre el 

efecto de la infusión de IL-6 in vivo en humanos (Keller et al., 2003). Los resultados 

mostrados, además, se basan en determinación directa de la secreción mientras que la 

evidencia previa en este modelo y en otros tipos celulares proviene casi en su totalidad de 

la evaluación de la actividad de la vía de señalización STAT3, la ruta prototípica activada 

por esta miocina. Esta confirmación es importante, porque los resultados indican que es 

posible obtener experimentalmente una clara transcripción de ARNm sin la 

correspondiente secreción. Quedaría por responder la pregunta de si es posible que las 

células acumulen una cierta cantidad de IL-6 sintetizada sin liberar a la circulación. 

El Capítulo III también caracteriza por primera vez, dentro de esta ruta de 

señalización ATP – IL-6, la participación de la endocitosis y el compartimento endosomal 

acídico en la retroalimentación en células musculares. La presencia de este mecanismo en 

diversos tejidos (revisado en Capítulo III) sugiere su importancia tanto en el control 

autocrino celular como en la regulación sistémica de esta citoquina. Si además 

consideramos que en el compartimento endocítico en células inmunes se ha revelado la 

presencia simultánea de un bucle de retroinhibición para la IL-6 (Verboogen et al., 2018), 

esto abre la posibilidad de que esta vía de autorregulación sea la responsable de controlar 

la secreción necesaria en diversas condiciones fisiológicas (actividad muscular de diversa 

intensidad y duración, regeneración o hipertrofia muscular) pero además participe en los 

incrementos excesivos que muestra en condiciones no fisiológicas, como respuestas 

inflamatorias o incremento de la secreción no estimulada durante el envejecimiento.  

Por último, los resultados recogidos en la presente tesis aportan nuevas 

evidencias sobre el papel de los canales de panexina-1 en el mecanismo de ECCE. Es de 

destacar que ligeros cambios en la concentración extracelular de K+ modifican el 

comportamiento de este mecanismo. Esto implica que las modificaciones del potencial 

del sarcolema que cabe esperar en diversas situaciones fisiológicas (excitación y 

recuperación posterior durante la activación por motoneuronas, respuesta a múltiples 

estímulos durante la miogénesis y reparación muscular) pueden ir modulando la entrada 

de Ca2+ a través de esta ruta. 
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1. Los cultivos celulares de músculo esquelético humano primarios no presentan 

diferencias significativas en su respuesta liberadora de IL-6 en respuesta a diversos 

agonistas de este modelo experimental 

2. La secreción de IL-6 en respuesta al agonista fisiológico ATP precisa de señales de Ca2+ 

mediadas por canales de entrada de Ca2+, depósitos intracelulares y por la activación 

subsecuente de la vía calmodulina/calcineurina. Los canales de voltaje tipo T tienen 

un papel limitante en la secreción de IL-6 en respuesta a ATP, probablemente por su 

papel facilitador de la exocitosis. 

3. El efecto de la señal de Ca2+ ocurre en la fase post-transcripcional de la respuesta. 

4. La IL-6 liberada por el ATP tiene un efecto de retroalimentación sobre la propia 

secreción de IL-6 que precisa de receptores de membrana, endocitosis y de un 

compartimento endosomal intacto. 

5. El envejecimiento produce en los cultivos musculares primarios una inhibición de la 

entrada capacitativa de Ca2+ y una disminución en la funcionalidad de los canales 

L/Cav1.x. 

6. La despolarización de fibras musculares adultas activa la entrada de Ca2+ mediante 

canales de panexina-1 modulados por el potencial de membrana plasmática 
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