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3 RESUMEN 

 

La insuficiencia renal crónica (IRC) induce una serie de alteraciones metabólicas en 

el músculo esquelético, debilidad muscular y disminución de la resistencia al ejercicio. 

Interleuquina-6 (IL-6) es una citoquina que se produce en el músculo esquelético y que 

es inducida por el ejercicio a través de dos vías: vía activada por la despolarización 

muscular y una vía de retroalimentación positiva por IL-6. Se ha postulado que IL-6 es 

un sensor de energía, con efectos autocrinos en el metabolismo muscular. Varios 

estudios han demostrado que la expresión basal de IL-6 se encuentra alterada en la 

IRC. Sin embargo, se desconoce si la IRC afecta la respuesta de IL-6 al ejercicio. 

La serie de alteraciones musculares descritas en la IRC permitió plantear la 

siguiente hipótesis: “la regulación de la expresión de IL-6 muscular frente al ejercicio se 

encuentra alterada en la IRC experimental”. Ratas Srague-Dawley macho fueron 

sometidas a nefrectomía 5/6 (NPX) y pareadas por peso y comida a controles 

(operación ficticia, sham). La respuesta al ejercicio se evaluó en el músculo extensor 

digitorum longus (EDL) y el soleo mediante dos protocolos: una estimulación eléctrica 

in situ a través del nervio ciático o después de nadar. Al final de los protocolos, EDL y 

soleo fueron disecados para la evaluación del mRNA y proteína. Las mayores 

diferencias se observaron en el EDL. Terminada la estimulación in situ el mRNA de IL-

6 aumentó 85,4 ± 8,0 veces en la ratas sham y sólo 22,7 ± 5,5 en las NPX. En la 

natación, el mRNA de IL-6 de las ratas sham incrementó 85,7 ± 50,3 veces y 7,6 ± 2,7 

veces en las ratas NPX. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en la 

abundancia basal del mRNA de IL-6. Las mayores alteraciones en la regulación de la 

expresión de IL-6 se observaron en la vía IL-6/receptor de IL-6 (IL-6R)-gp130/JAK2. En 

las ratas NPX no se observaron alteraciones en los mRNA de los receptores de IL-6; 

no obstante, la expresión total de la proteína JAK2 decreció en un 37,1% con respecto 

a los controles. Esta alteración se asoció a una baja activación río abajo de JAK2, con 

una disminución de p-STAT3 y una reducción de la expresión del mRNA de SOCS3. 

Parte de los efectos metabólicos de IL-6 son mediados por la kinasa activada por AMP 

(AMPK). Los niveles basales de p-AMPK se encontraron reducidos en un 45,5% del 

control, diferencia que se mantuvo en un 39% después de la natación.   



 VIII 

Estos resultados muestran, por primera vez, una alteración en la inducción en 

respuesta al ejercicio del mRNA de IL-6, producto de una resistencia del músculo 

esquelético a esta citoquina, la cual podría ser responsable del disminuido desempeño 

en el ejercicio en la IRC. 
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4 ABSTRACT 

 

Chronic renal failure (CRF) induces a series of metabolic alterations in the skeletal 

muscle, muscular weakness and decreased exercise endurance. Interleukin-6 (IL-6) is 

a cytokine that is produced in the skeletal muscle and it is induced by exercise through 

two pathways: one activated by muscle depolarization and the other, via IL-6 positive 

feedback. It has been postulated that IL-6 is an energy sensor, with autocrine effects in 

muscle metabolism. Several studies have shown that basal expression of IL-6 is 

impaired in CRF, but whether CRF affects the response to exercise, is still unknown. 

The number of muscle disorders described in CRF allowed proposing the following 

hypothesis: "the regulation of IL-6 expression in response to exercise is altered in 

experimental CRF”. Male Sprague-Dawley rats were given 5/6 nephrectomy (NPX) and 

paired by weight and food to controls (placebo surgery, sham). The response to 

exercise was evaluated in the extensor digitorum longus (EDL) and soleus by two 

protocols: in situ electrical stimulation through the sciatic nerve or after swimming. At 

the end of the protocols, EDL and soleus muscles were dissected for mRNA and 

protein evaluation. The largest differences were observed in the EDL. After in situ 

stimulation, IL-6 mRNA increased 85.4 ± 8.0 fold in the sham rats and only 22.7 ± 5.5 in 

NPX rats. Upon swimming, the IL-6 mRNA of sham was increased 85.7 ± 50.3 fold and 

7.6 ± 2.7 fold in the NPX rats. However, there were no significant differences in basal 

mRNA abundance of IL-6. The major alterations in the regulation of IL-6 expression 

were observed in the IL-6/IL-6R-gp130/JAK2 pathway. NPX rats showed no alterations 

in the IL-6 receptors mRNA, however, the total expression of JAK2 was decreased by 

37.08% compared to controls. This alteration was associated with low activation 

downstream of JAK2, decreased p-STAT3 and reduced expression of SOCS3 mRNA. 

Part of the metabolic effects of IL-6 is mediated by AMP-activated protein kinase 

(AMPK). Basal levels of p-AMPK were reduced by 45.48% of control; this difference 

also present (by 39.01%) after swimming. 

These results show, for the first time, an impaired induction of IL-6 mRNA in 

response to exercise, caused by skeletal muscle resistance to this cytokine, which may 

be responsible of the reduced exercise performance in the CRF. 
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5 ABREVIATURAS 

 

aa = aminoácidos 

ACC  = Acetil-CoA Carboxilasa 

AMPK  = proteína kinasa activada por AMP   

ATP = Adenosina trifosfato 

CPT1  = Carnitina Palmitoil Transferasa 1 

DHPR = Receptor de Dihidropiridina. 

DTT = Ditiotreitol 

EDL = Músculo extensor largo de los dedos  

EE = Error Estándar 

ERC = Enfermedad Renal Crónica 

g  = gramo 

GH  = Hormona de Crecimiento 

gp130  = glicoproteína de 130 kDa 

h = Hora 

IB = Inhibidor del Factor Nuclear-kappa B alfa 

IL-1ra = Antagonista del receptor de IL-1 

IL-6 = Interleuquina-6 

IL-6R = Receptor de IL-6 

IP3 = inositol-1,4,5-trifosfato 

IP3R = Receptor de IP3 

IRC  = Insuficiencia Renal Crónica 

JAK2 = Kinasa Janus 2  

kDa = Kilo Dalton 

mRNA = RNA mensajero 

mg = Milígramo 

µg = Microgramo 

min = Minuto 

mL = Mililitro 

µL = Microlitro 
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NFB  = Factor Nuclear kappa B  

NPX  = Ratas 5/6 nefrectomizadas 

PBS  = Amortiguador fosfato salino 

Prom = Promedio 

rcf = Fuerza centrífuga relativa 

RNA  = Ácido ribonucleico 

SDH = Succinato Deshidrogenasa 

SDS  = Dodecil sulfato de sodio 

sgp130 = gp130 soluble 

sham  = Operación ficticia 

sIL-6R = IL-6R soluble 

SOCS3 = Supresor de la señalización de citoquinas 3  

STAT3 = Transductor de Señal y Activador de la Transcripción 3 

TA = Músculo Tibial Anterior 

TnIs = Troponina Esquelética Inhibitoria Lenta  

VFG = Velocidad de Filtración Glomerular 
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6 INTRODUCCIÓN 

 

La enfermedad renal crónica (ERC) es un problema de salud grave que impacta de 

manera significativa a las personas afectadas, su familia, la sociedad y los servicios de 

salud. Frecuentemente, se asocia a otras patologías como la diabetes mellitus, la 

hipertensión arterial y el envejecimiento de la población (1). La insuficiencia renal 

crónica (IRC) terminal es la última etapa irreversible en la historia natural de la ERC, 

siendo su tratamiento la terapia de sustitución renal (diálisis o trasplante). En la IRC 

terminal la función renal se encuentra muy reducida, afectando todas sus funciones 

homeostáticas y endocrinas. Se produce una acumulación de productos metabólicos 

finales, cambios en la homeostasis del agua, electrólitos y ácido-base, alteraciones 

endocrinas y nutricionales, y anormalidades asociadas en el metabolismo de los 

lípidos, carbohidratos y proteínas. A este complejo síndrome que presenta 

características interrelacionadas, se le denomina uremia (2). 

Según encuestas de la Sociedad Chilena de Nefrología, el 43,3% de los pacientes 

en diálisis presentan actividad limitada o incapacidad de autocuidado (3). Así la terapia 

de diálisis ha mejorado la sobrevida, pero no la calidad de vida (4). 

 

6.1 Miopatía urémica 

 

La miopatía urémica es una alteración del músculo esquelético en la IRC terminal, 

que se manifiesta como una debilidad muscular, resistencia al ejercicio limitada, 

pérdida de la masa muscular y fatiga rápida (5, 6). Esta enfermedad fue descrita por 

primera vez en 1967, al observarse debilidad muscular progresiva en pacientes con 

IRC. Debido a dificultades técnicas para su diagnóstico, no hay estudios sistemáticos 

sobre la prevalencia de la miopatía urémica en pacientes dializados. Sin embargo, se 

estima que se presenta en aproximadamente un 50% de los pacientes en hemodiálisis 

(7). Fahal et al (6) mostraron, al hacer mediciones de la fuerza de los cuádriceps en 49 

pacientes, que el 71% de los pacientes IRC en diálisis presentaba debilidad muscular y 

relajación muscular más lenta. El máximo consumo de oxígeno en IRC es 

aproximadamente la mitad del consumo de los individuos sanos, incluso después de 
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corregir la anemia. Esto se explicaría en parte por una disminución de la densidad 

capilar del músculo esquelético (8).   

Varios factores de riesgo, a menudo interrelacionados, han sido identificados en la 

miopatía urémica. Esta enfermedad aparece usualmente con una velocidad de 

filtración glomerular (VFG) menor a 25 mL/min y es rara con una mayor VFG. La 

progresión de la miopatía evoluciona paralela a la declinación de la función renal, y sus 

manifestaciones clínicas se vuelven más aparentes cuando la IRC llega a etapa V 

(VFG < 15mL/min). Otros factores que han sido asociados con la miopatía urémica 

son: diabetes mellitus, resistencia a la insulina, anemia, hipertensión arterial, hipertrofia 

del ventrículo izquierdo, acumulación de toxinas urémicas, malnutrición, anormalidades 

en el metabolismo de la vitamina D e hiperparatiroidismo secundario (5). Actualmente, 

no existe un tratamiento específico o efectivo para la miopatía urémica; no obstante, el 

aumento de la actividad física en pacientes en diálisis ha demostrado ser altamente 

beneficioso (5). Los programas de entrenamiento aeróbico, de fuerza o combinados 

mejoran el consumo de oxígeno, desempeño físico y algunos factores de riesgos 

cardiovasculares en estos pacientes (9, 10). Además, el ejercicio es beneficioso en la 

progresión de la ERC en ratas; sin embargo, este efecto no se ha visto en humanos 

(11). Algunos estudios no han logrado ver aumento del peso corporal (12) ni de la 

masa muscular (11, 13, 14). La capacidad aeróbica de los pacientes en hemodiálisis es 

sólo la mitad del valor esperado para individuos sanos (11). Estas personas a menudo 

citan la fatiga muscular, más que las limitaciones cardiopulmonares, como la razón 

para terminar el test de ejercicio máximo (15).  

En  un modelo de IRC experimental en ratón, ejercicios de fuerza y resistencia 

mitigan las anormalidades en el metabolismo proteico muscular y la función de las 

células progenitoras musculares o células satelitales, aunque ninguno de estos 

ejercicios permitió alcanzar valores normales de los parámetros medidos (16)  

Todos estos resultados sugieren la existencia de factores etiopatogénicos asociados 

a la uremia, más allá del sedentarismo y que no son reversibles con ejercicio. 
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6.2 Alteraciones en la fibra muscular esquelética urémica 

 

Se ha postulado que la miopatía urémica es causada por un desorden intrínseco de 

la función muscular, presumiblemente secundario a la uremia. Sin embargo, los 

mecanismos etiopatogénicos de la miopatía urémica no están claros (5). Estudios en 

pacientes dializados han descrito atrofia de las fibras, la que representa el cambio 

histológico más común en la miopatía urémica, involucrando predominantemente fibras 

tipo IIb (fibras rápidas con metabolismo anaeróbico) (5). Se cree que la pérdida de la 

masa muscular en la IRC puede deberse al resultado de un desbalance entre señales 

de catabolismo y anabolismo, afectando por tanto la síntesis como la degradación 

proteica (17). Algunos mecanismos responsables serían la malnutrición (18), el 

procedimiento de diálisis per se (19), la resistencia a la insulina (20, 21), aumento de 

algunas citoquinas proinflamatorias como TNF-, IL-6 y leptina (22) y la acidosis 

metabólica (17, 23).  

 La proteólisis estaría dada por la activación de caspasa 3, que se encargaría de 

romper las estructuras complejas del músculo como las miofibrillas y la actomiosina. 

Posteriormente, la actina, miosina y sus fragmentos son los sustratos para el sistema 

ubiquitinación-proteasoma, que los rompe hasta dejar sólo pequeños péptidos que son 

degradados a aminoácidos por peptidasas citoplasmáticas (24). Atrogina-1 es una 

ubiquitin ligasa (E3) clave en el proceso de degradación proteica, ya que otorga la 

especificidad determinando que proteínas serán degradadas. En modelos animales de 

IRC se ha observado un aumento importante en la expresión del mRNA de atrogina-1, 

por lo que ahora su contenido muscular es considerado como un biomarcador de la 

velocidad de proteólisis (25). Estudios más recientes han demostrado que el aumento 

de núcleos apoptóticos y de miostatina, un regulador negativo de la masa muscular 

esquelética, también mediarían la atrofia muscular (26, 27).  

Además de la atrofia muscular, biopsias musculares de pacientes urémicos 

moderados y severos mostraron cambios de tipaje (28). Se observó un aumento de las 

fibras IIa (fibras rápidas de metabolismo aérobico) a expensas de las IIb, que 

correlacionó negativamente con la capacidad máxima al ejercicio. La cantidad de fibras 

I (fibras lentas de metabolismo aeróbico) se mantuvo con respecto a los controles. 
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Estos cambios podrían, en parte, explicar la reducida capacidad al ejercicio. Otros 

estudios han demostrado que los mecanismos de fatiga incluyen fallas en el 

metabolismo energético y la excitabilidad de la unión neuro-muscular (29). Johansen et 

al (29), encontraron alterados todos los parámetros metabólicos en los pacientes 

dializados al final de un test de ejercicio. La fatiga muscular correlacionó 

negativamente con el potencial oxidativo entre estos pacientes (calculado desde la 

porción lineal de la pendiente entre fuerza y fosfato inorgánico/ fosfocreatina). Además, 

en el músculo urémico se ha visto una disminución de la síntesis de proteínas 

mitocondriales y de la actividad de enzimas mitocondriales oxidativas (30). El contenido 

de glicógeno muscular es normal o levemente elevado; sin embargo, su recambio se 

encuentra aumentado (31). En animales nefrectomizados se observó una disminución 

de la -oxidación de ácidos grasos de cadena larga, debido a una disminución de la 

actividad de carnitina palmitoil transferasa 1 (CPT1), enzima limitante de la oxidación, 

que permite el pasó de estos ácidos grasos hacia la matriz mitocondrial (32).  

 Otras alteraciones incluyen un retraso en la regeneración de músculos esqueléticos 

dañados y una disminución de la expresión de MyoD y miogenina, genes maestros de 

la activación de células satelitales, sugiriendo que la IRC altera la proliferación y 

diferenciación de célula satelitales (33) 

 En la miopatía urémica se han demostrado consistentemente anormalidades en 

la homeostasis del calcio, que podrían ser parte del mecanismo fisiopatológico (34). 

Diversos estudios han observado un estado de incremento generalizado del pool de 

calcio intracelular en la IRC (34, 35). El aumento en la concentración basal de calcio ha 

sido observado en distintos tipos celulares, que incluyen células mesenquimales, 

miocitos cardiacos, hepatocitos (34, 35) y músculo esquelético (36, 37). En biopsias de 

fibras musculares esqueléticas de pacientes urémicos predializados, se encontró un 

aumento de seis veces en la concentración del calcio intracelular en reposo (670 ± 56 

nM, intervalo = 450-834 nM) (37). 

 En modelos animales urémicos, se ha demostrado una disminución de la actividad 

de la Na+-K+ ATPasa, la Ca2+ ATPasa de la membrana plasmática y el intercambiador 

Na+-Ca2+. Además, es posible observar  una disminución en el contenido de ATP (34, 

35). El aumento del calcio citoplasmático afectaría la oxidación mitocondrial reduciendo 
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la producción y el contenido de ATP, lo que disminuiría la actividad de las bombas. Por 

otro lado, se ha observado una alteración en la abundancia del mRNA de las 

subunidades catalíticas de la Na+-K+ ATPasa (38). Todas estas alteraciones 

provocarían un aumento del Na+ y una disminución del pH intracelular, afectando la 

actividad del intercambiador Na+-Ca2+.  

 También se han encontrado alteraciones electroquímicas en el músculo esquelético 

de pacientes urémicos, caracterizadas por un aumento del contenido intracelular Na+ y 

Cl- con una disminución del K+ intracelular y una baja diferencia de potencial de 

membrana en reposo (-78,5 ± 2,1 mV), que tiende a subir transitoriamente con la 

diálisis (-87,8 ± 1,3 mV) (39), pero sin lograr normalizar la función de los túbulos-T (40). 

Sin embargo, otros autores no han encontrado perturbaciones en el potencial de 

membrana en reposo (36) ni en el acoplamiento excitación-contracción (6). 

 Estas alteraciones iónicas se han relacionado con la disfuncionalidad que presentan 

estas células (34). 

 

6.3 El calcio en la regulación de la expresión génica 

 

En el músculo esquelético existe un fino control del proceso de acoplamiento 

excitación-contracción que involucra la activación de los receptores de dihidropiridina 

(DHPR) que se encuentran físicamente acoplados a los receptores de rianodina en el 

retículo sarcoplasmático. DHPR actúa primariamente como un sensor del potencial de 

membrana, acoplando la despolarización a la liberación del calcio intracelular al activar 

los receptores de rianodina. Por otro lado, DHPR también es capaz de generar una 

segunda señal de menor velocidad, al aumentar el calcio intracelular desde depósitos 

internos, activando la vía del IP3 (41). Powell et al (42) demostraron que estas ondas 

de calcio se encuentran involucradas en la regulación de la expresión génica en células 

musculares. Estas señales de calcio inducen una activación transitoria de los factores 

transcripcionales AP-1, ERK, NF-B y CREB; aumenta la expresión de diversos genes, 

como los mRNAs de los genes tempranos c-fos, c-jun y egr-1, y de otros genes como 

troponina esquelética inhibitoria lenta (TnIs) (43, 44) e interleuquina-6 (IL-6) (45) 

(Figura 1A). 
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Estudios en cultivos primarios de miotubos, han demostrado que la despolarización 

induce aumentos de IL-6 observables luego de 3 horas (45). Por otro lado, el promotor 

de IL-6 presenta un elemento de respuesta a AP-1 y NF-B. Juretić et al (45), 

utilizando un gen reportero luciferasa, demostraron que mutaciones en los elementos 

de respuesta a AP-1 y NF-B dentro del promotor de IL-6, disminuían 

significativamente la actividad luciferasa.  

 La Troponina I es una proteína miofibrilar involucrada en la regulación mediada por 

calcio de la contracción del músculo estriado. TnIs se expresa mayormente en las 

fibras lentas. Estimulaciones de baja frecuencia o entrenamientos de baja carga y 

altamente repetitivos, causan diferenciación de las fibras musculares hacia un fenotipo 

de resistencia a la fatiga (46). Como parte de esta transición fenotípica de fibras 

rápidas a lentas, se produce un aumento importante de la expresión de TnIs, por lo que 

esta proteína es usada como un marcador de estos cambios. 

 Por lo tanto, la señal lenta de calcio estaría involucrada en la capacidad de 

respuesta y adaptación a los cambios físicos y metabólicos impuestos por la actividad 

contráctil (41). 

 

6.4 Interleuquina-6 

 

Interleuquina-6 es una citoquina perteneciente a la familia de citoquinas de receptor 

tipo 1, que se caracterizan por tener una estructura proteica helicoidal y compartir al 

receptor gp130 (47). A esta familia también pertenecen IL-11, factor inhibitorio de 

leucemia, cardiotrofina-1y oncostatina M entre otros (47). 

 IL-6 humana es sintetizada como una proteína precursora de 212 aminoácidos (aa) 

(48, 49). Después de la remoción de la secuencia señal de 28 aa, el segmento de 184 

aa sufre múltiples N- y O-glicosilaciones generando proteínas de pesos variables (22-

28 kDa) dependiendo del tipo celular donde se genera. Por ejemplo, IL-6 secretada por 

monocitos muestra un patrón de glicosilación similar al de fibroblastos, consistente de 5 

o 6 formas diferentes (49). IL-6 murina consta de 211 aa que incluye un péptido señal 

de 24 residuos y sólo presenta múltiples O-glicosilaciones. Las secuencias IL-6 
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humana y murina presentan una baja similitud, siendo a nivel de cDNA de 65% y a 

nivel proteico de 42%. Sin embargo, ambas IL-6 son biológicamente activas en 

sistemas heterólogos (49).   

 El receptor de IL-6 (IL-6R) carece de un motivo conocido de transducción de señal, 

por lo que el complejo IL-6/IL-6R debe asociarse a la proteína transmembrana gp130. 

Esta proteína se encuentra asociada a la tirosina quinasa no receptora Janus Kinase 

(JAK) (50-52). Diversos estudios han demostrado que ambas proteínas se encuentran 

fuertemente unidas, ya que presentan la misma dinámica de difusión y vida media (51). 

La estimulación de IL-6R provoca la homodimerización de gp130, y la activación de la 

proteína JAK asociada a través de la transautofosforilación (Tyr 1007/1008) en su loop 

de activación. Posteriormente, JAK fosforila residuos de tirosina de la región 

citoplasmática de gp130, los cuales sirven de sitios de acoplamiento para activar 

diversas cascadas de señalización intracelular (Figura 1B) (51, 53). Una de estas vías 

comienza al reclutarse la proteína Signal Transducer and Activator of Transcription 

(STAT), que es fosforilada por JAK, luego dimeriza y viaja al núcleo donde activa la 

expresión de diversos genes (50). Entre estos genes se encuentra un regulador 

negativo de la vía de IL-6, llamado Suppressor of Cytokine Signaling  (SOCS) (50, 53-

55), que inhibe la actividad quinasa de JAK a través de su motivo inhibitorio de 

quinasa, que funciona como pseudo-sustrato. Además, SOCS es capaz de reclutar 

ubiquitin-transferasas que llevan a la degradación de las proteínas JAK/STAT (50, 53). 

 El receptor gp130 presenta una expresión ubicua en el organismo, sin embargo, la 

expresión de IL-6R es restringida y altamente regulada. Aún así, todas las células del 

organismo son capaces de responder a la estimulación de IL-6 gracias a la existencia 

de la forma soluble del receptor (sIL-6R) (53, 56). sIL-6R es producido mediante la 

proteólisis limitada del receptor de membrana o del splicing alternativo del mRNA (53, 

56, 57). IL-6 se une a sIL-6R con la misma afinidad que a su receptor de membrana 

pero esta forma soluble también es capaz de prolongar la vida media de IL-6 (56). Por 

otro lado, existe una forma soluble de gp130 (sgp130) que a diferencia de sIL-6R, 

presenta una actividad antagónica, modulando la respuesta sistémica de esta citoquina 

(53, 56). 
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 IL-6 es una citoquina multifuncional que regula respuestas humorales y celulares, 

jugando un rol central en la inflamación y daño tisular  (49). IL-6 ha sido asociada a la 

mantención de distintos estados inflamatorios como diabetes, obesidad, hipertensión y 

varios tipos de cáncer (58, 59). Además, sus niveles aumentan en forma paralela a 

otros biomarcadores que reflejan procesos dañinos (60). Todo esto ha llevado a 

clasificar a IL-6 como una citoquina pro-inflamatoria nociva. Este concepto ha crecido 

principalmente debido a correlaciones estadísticas en estudios clínicos y estudios en 

cultivos celulares in vitro utilizando concentraciones suprafisiológicas de IL-6 (60). No 

obstante, IL-6 también presenta efectos anti-inflamatorios. IL-6 es un inductor de las 

proteínas de fase aguda derivadas de los hepatocitos, muchas de las cuales tienen 

actividades anti-inflamatorias (49). Además, IL-6 reprime directamente la expresión de 

citoquinas pro-inflamatorias como TNF- y IL-1, y es un potente inductor de IL-1ra 

(antagonista del receptor de IL-1) (60, 61). 

 IL-6 es producida por varios tipos celulares, pero las principales fuentes in vivo son 

monocitos/macrófagos estimulados, fibroblastos y células del endotelio vascular (62). 

Durante condiciones de reposo el 10-35% de la IL-6 circulante proviene del tejido 

adiposo (63). 

 

6.5 IL-6 en el músculo esquelético 

 

En los últimos años se ha demostrado que la concentración plasmática de IL-6 

puede incrementarse hasta más de 100 veces durante el ejercicio (50, 64). Este 

aumento proviene del músculo esquelético contraído (64-67). Inicialmente se creyó que 

esta respuesta representaba una reacción al daño muscular inducido por el ejercicio; 

sin embargo, estudios posteriores demostraron que este aumento se produce en 

ausencia de marcadores de inflamación o daño muscular (62, 65). La expresión génica 

de IL-6 en el músculo esquelético en reposo es baja, pero sube de manera casi 

exponencial con el ejercicio (68). El nivel máximo de IL-6 se alcanza al final o poco 

después de terminado el ejercicio, regresando rápidamente a los valores basales (64, 

68). Este incremento casi exponencial de IL-6 se debería en parte a un mecanismo de 

retroalimentación positiva, es decir, el músculo bajo contracciones sostenidas libera IL-
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6, que actúa de manera autocrina estimulando su propia producción (Figura 1B) (67, 

69). Este aumento de IL-6 es dependiente de calcio intracelular (69). 

 El incremento de la concentración de IL-6 inducido por el ejercicio depende de la 

intensidad del ejercicio, la duración de éste, la cantidad de masa muscular reclutada y 

la capacidad de resistencia al ejercicio que presenta cada individuo (70). Se ha 

planteado que los músculos de un individuo entrenado son más sensibles a IL-6, 

puesto que normalmente el ejercicio aumenta la expresión de IL-6R y existe una 

asociación negativa entre la cantidad de actividad física y los niveles de IL-6 que se 

alcanzan, es decir, el entrenamiento produce una disminución de la producción y 

liberación de IL-6 muscular durante el ejercicio  (57, 71). 

 Otro factor que regula la expresión de IL-6 es el contenido de glicógeno muscular. 

Steensberg et al, demostraron que los músculos en contracción con menores 

contenidos de glicógeno expresan mayores niveles de mRNA de IL-6 y aumentan la 

velocidad de liberación de esta citoquina (72). Por otro lado, varios estudios han 

descrito que la ingestión de carbohidratos durante el entrenamiento, atenúa el aumento 

de IL-6 plasmática sin afectar la inducción del mRNA de IL-6 muscular (73, 74). Estos 

resultados dieron paso a pensar que IL-6 podría estar regulando el metabolismo 

energético.  

 Los ratones knockout de IL-6 desarrollan obesidad en la adultez presentando 

disturbios en el metabolismo de los carbohidratos y lípidos (75). Estos ratones 

presentan una disminuida resistencia y gasto energético durante el ejercicio, sugiriendo 

que IL-6 es necesario para tener una capacidad normal de realizar ejercicio (76). Por 

otra parte, ratones que sobre-expresan IL-6 muscular presentan una pérdida de peso y 

grasa corporal, hiperinsulinemia e hipoglicemia, junto a una disminuida captación de 

glucosa estimulada por insulina en el músculo esquelético. En estos animales no se 

hicieron estudios de la función muscular (77). 

Los efectos metabólicos inducidos por IL-6 en el músculo esquelético, serían 

mediados por el receptor gp130, y que llevarían a la activación de AMP-activated 

protein kinase (AMPK) (78-81). AMPK es un sensor de la carga energética celular, 

ubicuamente expresado. AMPK inhibe procesos anabólicos que consumen ATP y 

activa procesos catabólicos que producen ATP, vía la fosforilación la diversas enzimas 
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metabólicas y afectando la transcripción de diversos genes (82, 83). IL-6 es capaz de 

activar a AMPK al aumentar la concentración de AMPc y secundariamente, la razón 

AMP/ATP (84). AMPK fosforila a la enzima acetil-CoA carboxilasa (ACC) inhibiendo su 

actividad. ACC cataliza la conversión de acetil-CoA en malonil-CoA, quien inhibe 

alostéricamente la actividad de CPT1. Por lo tanto, un aumento en la actividad de 

AMPK inhibe a ACC, disminuyendo los niveles de malonil-CoA lo que des-reprime a 

CPT1, aumentando la entrada de ácidos grasos a la mitocondria y por consiguiente, la 

-oxidación (85).  

 

  IL-6 también tiene efectos en el trofismo muscular. Se ha demostrado que IL-6 es 

necesaria para la completa diferenciación de los mioblastos C2C12 (86) y la proliferación 

de células satelitales (87), siendo esta citoquina un regulador esencial de la hipertrofia 

mediada por las células satelitales (88). 

 

6.6 IL-6 en la IRC 

 

El porcentaje de pacientes que presentan inflamación aumenta progresivamente con 

caída de la función renal, sugiriendo que la liberación y/o depuración de las citoquinas 

se encuentra alterada en la uremia (89). Se han postulado diversas fuentes que 

podrían ser responsables de aumentos de la producción de IL-6 en los pacientes IRC. 

La hemodiálisis ha sido asociada con el aumento de la expresión y liberación de IL-6 

(90, 91) y varios estudios demuestran que IL-6 sería liberada por células 

mononucleares de sangre periférica durante la hemodiálisis. Además, se ha observado 

un aumento del mRNA y la proteína de IL-6 muscular, implicando al músculo 

esquelético en el incremento plasmático de esta citoquina (91, 92). El aumento de IL-6 

se presenta tanto en pacientes ERC como hemodializados, pero sólo en estos últimos 

se observó una asociación entre la liberación de IL-6 desde tejidos periféricos con un 

incremento de la pérdida de proteínas musculares, sugiriendo que el aumento de IL-6 

aumentaría el catabolismo proteico en estos pacientes (92, 93). Pacientes IRC en 

hemodiálisis con una alta concentración de IL-6 plasmática, pierden más del 4% de su 

peso corporal en 3 años (11).  
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 Por otra parte, el incremento de IL-6 en IRC terminal sería independiente de la 

caída en la depuración (94) ya que su remoción del organismo depende 

mayoritariamente del hígado (95). 

  

 Sin bien se ha determinado que la expresión de IL-6 muscular en reposo se 

encuentra alterada en la ERC, se desconoce si existe una alteración de la expresión de 

IL-6 muscular estimulada por el ejercicio. En base a los antecedentes expuestos, 

alteraciones en la inducción de IL-6 por el ejercicio podrían tener un rol fisiopatológico 

en la miopatía urémica, afectando el trofismo y/o el metabolismo energético. 
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Figura 1. Modelo de regulación de la expresión génica de IL-6 en músculo 
esquelético.  
(A) Vía de regulación de la expresión de IL-6 estimulada por la despolarización 
muscular: La despolarización de la membrana sarcoplasmática durante el ejercicio, 
activa al receptor de dihidropiridina (DHPR) llevando a un aumento de la producción de 
IP3, que actúa sobre su receptor  induciendo la liberación de calcio en el retículo 
sarcoplasmático y núcleo. Este calcio activa diferentes factores transcripcionales que 
llevan a un incremento de la expresión de IL-6, c-jun y TnIs (B) Vía de 
retroalimentación positiva de IL-6: IL-6 actuando de manera autocrina o paracrina se 
une a su receptor IL-6R/gp130 activando diferentes vías de señalización intracelular, 
como por ejemplo STAT3 que dimeriza y viaja al núcleo, produciendo un aumento de la 
expresión de IL-6 y SOCS3. 

A 

B 
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7 HIPÓTESIS 

 

En base a los antecedentes mostrados anteriormente se propone que: 

“La regulación de la expresión muscular de IL-6 frente al ejercicio se encuentra 

alterada en la IRC experimental”. 

 

8 OBJETIVO GENERAL 

 

Identificar alteraciones de la expresión muscular de IL-6 y las vías de señalización 

intracelular asociadas en respuesta al ejercicio en la uremia experimental. 

 

9 OBJETIVOS ESPECIFICOS 

 

1. Determinar los niveles basales de expresión de IL-6 en tejido muscular de ratas 

nefrectomizadas (uremia experimental) vs los niveles en ratas normales. 

 

2. Determinar abundancia del mRNA de IL-6 luego de estimular eléctricamente in 

situ los músculos esqueléticos de la extremidad posterior de ratas NPX. 

 

3. Determinar abundancia del mRNA de IL-6 luego de que la rata NPX ha sido 

sometida a una prueba física natatoria.  

 

4. Medir la abundancia y/o activación de proteínas involucradas en la vía 

dependiente de la despolarización muscular asociada a la regulación de IL-6, 

en ratas NPX sometidas a las pruebas nombradas anteriormente.  

 

5. Medir la abundancia y/o activación de proteínas de la vía IL-6/IL-6R en músculo 

esquelético de ratas NPX sometidas a la estimulación eléctrica in situ o prueba 

natatoria. 
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10 MATERIALES Y METODOS 

 

10.1 Reactivos  

 

Todos los reactivos fueron adquiridos en Merck, Fluka, Winkler o Sigma, a menos 

que se especifique lo contrario. 

 

10.2 Animales 

 

Ratas macho Sprague-Dawley, con un peso inicial de 180-200 g, se mantuvieron en 

jaulas individuales con un ciclo controlado de 12 horas luz/oscuridad, una temperatura 

y una humedad controladas de 21 ± 2°C y 40-50%, respectivamente. Para realizar la 

estimulación in situ, los animales fueron divididos aleatoriamente en 2 grupos 

experimentales: ratas controles y nefrectomizadas; y en la prueba natatoria los 

animales fueron divididos aleatoriamente en 4 grupos experimentales: ratas controles 

con operación ficticia y nefrectomizadas con o sin ejercicio. 

Los animales controles y nefrectomizados fueron pareados por comida y 

alimentados con dieta estándar teniendo libre acceso al agua potable.  

La mantención y los procedimientos quirúrgicos contaron con la aprobación del 

Comité de Bioética de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile (protocolo CBA# 

0252).  

 

10.3 Modelo experimental de insuficiencia renal crónica 

 

El modelo de uremia crónica se indujo mediante una nefrectomía parcial (5/6, NPX) 

en dos tiempos según la metodología en uso en el laboratorio de Fisiología Integrativa. 

Bajo anestesia intraperitoneal (ketamina 80 mg/kg y xilazina 10 mg/kg), la cirugía se 

realizó por abordaje dorsal según método descrito por nuestro grupo (38). Luego de la 

disección por planos y exposición del riñón derecho, éste fue removido después de 

realizar una ligadura doble del pedículo renal. Se realizó una sutura por planos, con 

técnica aséptica. Una semana más tarde, aplicando el mismo protocolo de anestesia, 
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se procedió a la remoción de los 2 polos renales (cefálico y caudal). Como grupo 

control se utilizaron animales sometidos a una operación ficticia (sham), consistente en 

un abordaje dorsal izquierdo bajo anestesia, exposición renal y cierre con sutura por 

planos. 

Las ratas fueron mantenidas por 6 a 7 semanas hasta su sacrificio.  

 

10.4 Determinación del clearance de creatinina 

 

48 horas antes del sacrificio, las ratas fueron colocadas individualmente en jaulas 

metabólicas (Nalgene). Las primeras 24 horas permitieron que el animal se 

acostumbrara a la jaula; pasado este tiempo la jaula fue meticulosamente lavada y 

enjuagada con agua destilada. Se les colocó 250 mL de agua potable y se llenó el 

comedero con comida estándar pulverizada. Al final de las siguientes 24 horas, se 

procedió a medir el volumen de orina y tomar una muestra. Se recogieron 3 mL de 

orina que se centrifugaron a 800 rcf por 5 minutos a 4°C. El sobrenandante fue 

traspasado a un nuevo tubo y guardado a -20°C. 

 

La muestra de plasma se obtuvo justo antes del sacrificio de la rata. Con este fin, el 

animal fue anestesiado intraperitonealmente (ketamina 80 mg/kg y xilazina 10 mg/kg). 

Luego se procedió a realizar una incisión en la región abdominal, línea mediana 

teniendo la precaución de no pasar a la región torácica para evitar la formación de un 

neumotórax. Se apartaron las vísceras hasta exponer el retroperitoneo, se identificó la 

vena cava inferior y se extrajo sangre con una jeringa de 5 mL (21G, Nipro) 

previamente heparinizada (heparina sódica 25.000 U.I./5 mL, LaboratorioChile) 

colocada en un ángulo de 45° con el bisel dirigido hacia la cara posterior de la vena. La 

sangre fue centrifugada a 5900 rcf por 15 minutos a 4°C. El sobrenadante obtenido fue 

traspasado a un tubo de 1,5 mL y guardado a -20°C. 

 

Para la determinación de creatinina, las muestras de plasma y orina fueron llevadas 

al laboratorio clínico Diagnóstika o IEMA. 
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Finalmente el clearance de creatinina se cálculo con la siguiente fórmula: 

 

                                       
  
  

 

            
  
  

 
 

 

10.5 Medición de la presión sanguínea sistólica 

 

Para obtener una adecuada lectura de la presión sanguínea, los animales deben 

permanecer tranquilos por el período de la medición presión, debido a esto, las ratas 

fueron acostumbradas a un modelo de refrenamiento que expone la cola, en la cual se 

pone un manguito de compresión y el transductor de señal (ADInstruments). Ambos se 

encontraban conectados a un Power Lab 4/25T (ADInstruments) y este a un 

computador para permitir el monitoreo de la presión sanguínea sistólica en la pantalla 

mediante el programa Chart 5.4.2 (ADInstruments). Una vez detectado el pulso, se 

procedió a realizar una serie de ciclos de compresión y descompresión con el manguito 

en la cola, donde la compresión detiene las pulsaciones por oclusión del flujo 

sanguíneo y el sensor detecta el retorno de las pulsaciones en cada ciclo de 

descompresión. Esto se llevó a cabo en un compartimiento temperado a 37°C por 10 a 

20 minutos/día por una semana antes de la medición. El día del sacrificio, los animales 

son estabilizados por 5 a 10 minutos en el compartimiento y posteriormente son 

introducidos al sistema de refrenamiento donde se procedió a la lectura de presión que 

involucró 10 mediciones de los ciclos compresión y descompresión. La lectura fue 

aceptada si al menos 6 de 10 mediciones fueron adecuadas (libre de artefactos 

gruesos y teniendo pulso detectable). La presión sanguínea sistólica fue calculada 

como el promedio de las determinaciones. 

 

10.6 Estimulación eléctrica in situ 

 

Todo el protocolo fue realizado bajo anestesia intraperitoneal (ketamina 80 mg/kg y 

xilazina 10 mg/kg). La anestesia se mantuvo con una bomba de infusión a jeringa 

(SP101i, WPI), a una velocidad de flujo de 0,02 mL/min. Posterior a esto, se procedió a 
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intubar la rata y conectarla a un balón de O2 100%. El oxígeno se hizo pasar por una 

trampa con agua para humedecer el sistema. La saturación de oxígeno fue 

monitoreada durante todo el experimento con un oxímetro de pulso con un sensor para 

neonatos (PM-50, Mindray). Luego se realizó una incisión en el glúteo paralela al 

trayecto del nervio ciático. Se hizo una disección roma para acceder al nervio, el cual 

fue enganchado a un electrodo conectado a un estimulador eléctrico (SD9, Grass). 

Por otro lado, se fijo la posición de la rodilla y se realizó una disección parcial hacia 

distal en el músculo tibialis anterior (TA) a través de la fascia, evitando la sección de 

vasos sanguíneos, luego se ligó el tendón mediante sutura quirúrgica con transfricción 

para fijarlo al transductor de fuerza (MLT1030/D, ADInstruments) el cual estaba 

conectado a un Bridge Amp - Powerlab 4/30 (ADInstruments) y este a un computador. 

Los datos se analizaron en el programa Chart 5.4.2 (ADInstruments). Para buscar las 

condiciones óptimas del protocolo, primero se buscó el voltaje mínimo necesario para 

obtener la mayor fuerza del TA (entre 2 - 4 volts). Además, utilizando un micrómetro 

unido al transductor, se buscó la tensión óptima del músculo, la cual se definió como la 

tensión que genera la mayor fuerza con una sacudida muscular única. Finalmente, se 

procedió a dar un protocolo de fatiga: 6 minutos a 100 Hz (frecuencia a la que se 

obtuvo un tétano totalmente fusionado), cada tétano duró 300ms dado cada 3s con 

pulsos de 300s cada uno.  

Una vez finalizado el protocolo de fatiga, el sistema se mantuvo con la rata 

anestesiada en la misma posición por 1 hora, para dar tiempo a que se produjeran 

cambios en la transcripción de los genes estudiados. Para evitar que los músculos de 

la pata posterior expuestos se enfriaran y secaran, el TA fue bañado con buffer Krebs-

Ringer bicarbonato (KRB, KCl 4,2 mM, KH2PO4 1,18 mM, NaCl 120 mM, MgSO4 x H2O 

1,2 mM, NaHCO3 25 mM y glucosa anhidra 5 mM, pH 7,4, oxigenado con una mezcla 

de O2 95% y CO2 5%) calentado a 37°C en un baño termorregulado (Tectron Bio, J.P 

Selecta) a un flujo constante (bomba peristáltica Dynamax RP-1, Rainin).  

Adicionalmente, los músculos fueron calentados en forma intermitente con una 

ampolleta infrarroja. Se monitoreó la temperatura del TA con un termómetro infrarrojo 

(FT60, Beurer). Posteriormente se procedió al sacrificio y a disecar los músculos.  

 



 18 

10.7 Prueba natatoria 

 

Inmediatamente antes de la prueba natatoria la rata fue pesada, y un peso 

equivalente al 2,5% de su peso corporal fue atado a la base de la cola para evitar que 

el animal flotara,  forzando un nado continuo. Cada peso consistía de un tubo de 2 mL 

relleno con balines de plomo (Round 4.5, Gamo) unido a un gancho que fue fijado a 

una banda elástica colocada en la base de la cola. 

Cada rata nadó primero por 2 horas en un tanque plástico (48,5 cm de altura, 34,5 

cm diámetro superior y 27 cm diámetro inferior) llenado con agua a 34°C, dejando un 

borde libre de 15 cm. Luego se le permitió 30 minutos de descanso. Para esto, el 

animal fue sacado del agua, levemente secado con papel absorbente y colocado en 

una almohadilla eléctrica (Aerolite) frente a una lámpara con luz infrarroja, para evitar 

que se enfriara. Posteriormente, la rata nadó nuevamente por otras 2 horas en el 

tanque rellenado con agua limpia a 34°C. Al final del ejercicio, el animal fue sacado 

rápidamente del agua, secado, colocado en la almohadilla eléctrica y anestesiado 

(ketamina 80 mg/kg y xilazina 10 mg/kg). Posteriormente se procedió al sacrificio y 

disecación de los músculos.  

  

10.8 Extracción de RNA 

 

La extracción de RNA se realizó inmediatamente después de disecar los músculos  

Extensor Digitorum Longus (EDL) y Soleo, los cuales fueron limpiados en buffer PBS 

1X frio. Se homogenizaron 20 mg de tejido 4 veces por 10 segundos cada vez, en 1 mL 

de TRIzol (Invitrogen) a 4°C con el homogenizador Pro 200 (ProScientific Inc.). El 

lisado obtenido fue traspasado a un tubo de 1,5 mL, se agregó 0,2 mL de cloroformo, 

se mezcló 20 veces por inversión y 20 segundos en vortex. Se incubó 3 minutos a 

temperatura ambiente y luego se centrifugó a 11.200 rcf durante 15 minutos a 4°C en 

la centrifuga 5415 R (Eppendorf). Después de la centrifugación se forman 2 fases, la 

fase superior acuosa fue traspasada a un nuevo tubo de 1,5 mL, a la cual se le agregó 

0,5 mL de isopropanol 100% frío y 2 L de GlycoBLue (Ambion) usado como co-

precipitante y para poder visualizar el pellet de RNA de color azul. La muestra se 
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guardó a -20°C por lo menos 30 minutos y luego fue centrifugada a 11.200 rcf por 10 

minutos a 4°C con lo que el RNA sedimentó y formó un pellet azul. El sobrenadante fue 

removido y se lavó el pellet con 1 mL de etanol 75% frío, se agitó en vortex y se 

centrifugó a 6.900 rcf por 5 minutos a 4°C. El sobrenadante fue eliminado nuevamente 

y se dejó secar el RNA a temperatura ambiente por 10 minutos, luego de lo cual se 

resuspendió el pellet en 30 l de agua libre de nucleasas (Integrated DNA 

Technologies, Inc.)  

Inmediatamente después, se llevó a cabo un tratamiento con DNAsa usando el kit 

DNA-free (Ambion) para eliminar la contaminación con DNA genómico. Para esto se 

agregaron 3L de buffer 10X DNAsa I más 1 L de DNAsa I (2U/L). La reacción fue 

incubada a 37°C por 30 minutos y luego detenida con 3 L del reactivo de inactivación 

de DNasa por 2 minutos a temperatura ambiente, con agitación ocasional. 

Posteriormente, se centrifugó a 11.200 rcf por 2 minutos a temperatura ambiente. 

Finamente, se tomó el sobrenadante y este fue alicuotado en 3  tubos. El RNA fue 

guardado a –80°C hasta su uso. 

 

10.9 Cuantificación del RNA 

 

Para cuantificar el RNA se usó el protocolo de medición Quan-iT (Molecular Probes, 

Invitrogen). Luego del tratamiento con DNAsa, el RNA fue diluido1:1 con agua libre de 

nucleasas. Se preparó una solución de trabajo diluyendo 1:200 el reactivo Quant-iT 

RNA en el buffer del Kit, se cargaron 50 l de esta solución en los pocillos de una 

microplaca de 96 pocillos de fondo plano. Se hizo una curva estándar (0, 2, 4, 8 y 10 

ng/L) agregando 2 l de cada punto de la curva a los pocillos. Para las muestras se 

tomaron 4 l. Se midió la fluorescencia en el fluorímetro (Glomax Multi+ Detection 

System, Promega) a una longitud de excitación/emisión de aproximadamente 644/673 

nm. 
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10.10  Transcripción inversa 

 

La reacción de transcripción inversa se llevó a cabo utilizando el sistema Improm II 

(Promega). 0,4 g de RNA total se mezclaron junto con partidores hexámeros 1 g, 

llevando la mezcla a un volumen de 10 L con H2O libre de nucleasas. Se incubó a 

70°C por 5 minutos y luego a 4°C por otros 5 minutos en un termociclador (ATC 401, 

Nyx Technik). Pasada esta incubación, el termociclador fue puesto en pausa para 

agregar 30 L de la siguiente mezcla de reacción: buffer Improm II 5X, MgCl2 3,75 mM, 

transcriptasa inversa Improm II 2 L, inhibidor de ribonucleasas 1 L y dNTPs 0,5 mM. 

Luego se incubó a 25°C por 5 minutos, 42°C por 60 minutos, y finalmente la enzima fue 

inactivada a 70°C por 15 min. Los cDNAs obtenidos fueron almacenados a -20°C. 

 

10.11  PCR en tiempo real 

 

Las reacciones se realizaron con un termociclador para PCR en tiempo real 

Mx3000P (Stratagene) en un volumen final de 20 L. Se agregaron 2 L de cDNA a 

una mezcla de reacción que contenía: 0,4 L Go Taq Flexi DNA Polimerasa 

(Promega), MgCl2 1,5 o 2,5 mM dependiendo de los partidores utilizados, partidores 

sentido y antisentido  0,5 M, Sybr Green 1/20.000 (Molecular Probes), dNTPs 0,2 mM 

y Buffer Go Taq Flexi 5X. Para cada mezcla de reacción se hicieron 2 controles 

negativos con agua. Las secuencias de los partidores utilizados se muestran en la 

Tabla 1.  El perfil térmico varió levemente para optimizar la reacción con cada par de 

partidores, pero en general fue: un ciclo de 2 minutos a 95°C, 40 ciclos de 20 segundos 

a 94°C, 20 segundos a 60°C (64°C para atrogina-1), 20 segundos a 72°C, una lectura 

de 7 segundos 86°C y una curva de disociación de 72 a 94°C. Todas las reacciones de 

PCR tuvieron una eficiencia de 100 ± 10%. El valor del ciclo umbral (Ct), indicativo de 

la cantidad de mRNA del blanco, fue determinado automáticamente por el equipo. Las 

cantidades del mRNA estudiado se calcularon utilizando una curva de calibración para 

cada set de partidores, hecha de diluciones seriadas del producto de PCR.   
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Partidor Sentido (5’ - 3’) Antisentido (5’ - 3’) 

18S CGACGACCCATTCGAACGTCT GCTATTGGAGCATGGAATTACCG 

IL-6 AGTTGCCTTCTTGGGACTGA ACAGTGCATCATCGCTGTTC 

c-jun CTCCCGTCTGGTTGTAGGAA CACAGCGCATGCTACTTGAT 

TnIs TTCCAAACACAAGGTGTCCA GCTTGAACCCAAGAGAGCTG 

Atrogina-1 CAGACCTGCATGTGCTCAGT CCAGGAGAGAATGTGGCAGT 

Socs3 GGGGGCGAGAAGATCCCGCT TGCCTCGGAGGAGAGGCGAC 

IL6-R GCAACGAGTGTCCTCGCCCC CGGCTTCAGCGGTCCCAAGG 

gp130 TGCAAGATGTCCGCACTAAG CATGGTTTGTCTTCCACAC 

  

Tabla 1. Partidores utilizados en los PCR en tiempo real.  
Las secuencias se muestran en orientación 5’ a 3’. Los partidores fueron diseñados a 
partir de las secuencias de rata disponibles en bases de datos. 
 

10.12  Electroforesis de DNA 

 

Se confirmó la identidad del producto de PCR y su cuantificación utilizando el 

método de electroforesis horizontal en gel de agarosa 1,5% (v/v), más un colorante de 

ácidos nucleicos (Gelstar, Cambrex Bio Science Rockland, Inc.) en buffer TBE (Tris-

borato 0,045 M, pH 8,0, EDTA 0,001 M). Las muestras fueron mezcladas con el buffer 

de carga 6X (Fermentas) y cargadas en el gel. Para determinar el tamaño de los 

productos de PCR, se usó el marcador de peso molecular Mass Ruler Low Range DNA 

Ladder (Fermentas) Además, este estándar permitió cuantificar los productos 

amplificados al poseer concentraciones conocidas y distintas de cada banda. Las 

muestras fueron separadas utilizando la fuente de poder Power Station 300 (Labnet 

International, Inc.) a 90 volts. La exposición del gel a la luz ultravioleta permitió 

observar los fragmentos de DNA y obtener la imagen digital (Digimage System DI-01, 

Mayor Science Co.) que fue analizada con el programa Adobe Photoshop CS3. Para 

determinar la concentración de los productos se calculó la integral de la intensidad de 

cada banda, cada valor fue interpolado a la curva generada con el estándar de peso 

molecular (integral de la intensidad de banda v/s concentración ng/L). 
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10.13  Extracción y cuantificación de proteínas 

 

Luego de disecar el músculo EDL, este fue limpiado en buffer PBS frio. Se pesaron 

70 mg de tejido que fueron rápidamente congelados en nitrógeno líquido y guardados a 

-80°C hasta la extracción de proteínas. Al momento de su uso, el tejido congelado fue 

homogenizado 6 veces por 20 segundos cada vez,  en 1 mL de buffer de lisis (Tris – 

HCl 50 mM pH 7,4, EGTA 1,2 mM, MgCl2 × 6H2O 2,5 mM, sacarosa 250 mM, fluoruro 

de sodio 39 mM, ortovanadato de sodio 4,9 mM, pirofosfato de sodio 9,8 mM y una 

tableta de inhibidores de proteasa (complete mini, Roche) por cada 40 mL de solución) 

a 4°C con el homogenizador Pro 200 (Pro Scientific Inc.). Luego el lisado fue 

centrifugado a 800 rcf por 10 minutos a 4°C. El sobrenadante fue alicuotado en 3 tubos 

de 0,6 mL y guardado a -80°C. Para su cuantificación de utilizó el método de Bradford. 

500 L de Coomassie Plus (Thermo Scientific) se mezclaron con 498L de agua y 

2L de la muestra de proteínas. Se incubó por 10 minutos a temperatura ambiente. La 

curva de calibración se hizo con cantidades crecientes de albúmina de suero de bovino 

(2 mg/ml, Thermo Scientific). Se midió la absorbancia de las muestras a 595nm por 

duplicado en el espectrofotómetro (Biophotometer plus, Eppendorf). Luego, las 

muestras fueron mezcladas con buffer de carga 4X (Tris Base 0,3M, SDS 8%, Glicerol 

32%, DTT 0,1M, azul de bromofenol 0,04%) y hervidas por 5 minutos. Las muestras 

listas para usarse fueron guardadas a -20°C. 

 

10.14  Western blot 

 

Para la electroforesis de proteínas, se utilizaron geles de poliacrilamida en 

condiciones desnaturantes con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) armados con el 

sistema Mini-PROTEAN 3 (Biorad). Se hicieron geles de 1,5 mm de espesor con un gel 

resolutivo al 10 o 12%, dependiendo del peso de la proteína estudiada. Se utilizó un 

estándar de proteína preteñido (Precision Plus Protein Kaleidoscope, Biorad) para 

determinar el peso de las bandas. Entre 60 a 70 g de proteínas fueron separadas en 

buffer de corrida 1X (Tris 25mM, glicina 192 mM, SDS 0,1% (p/v)). 
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En la transferencia se usaron membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF, 

Inmobilon-P, Millipore) utilizando el sistema de transferencia húmeda (Biorad). El 

cassette se armó sumergido en buffer de transferencia 1X (Tris 25 mM, Glicina 192 mM 

pH 8.3, metanol 20%) para evitar la formación de burbujas, siguiendo el orden desde el 

cátodo de la cámara al ánodo: esponja, 2 papeles filtro, gel, membrana PVDF 

(previamente sumergida en metanol técnico), 2 papeles filtro, esponja. Los cassettes 

fueron colocados en la cubeta la cual fue llenada con buffer de transferencia frío. La 

transferencia se llevó a cabo a 4°C, 400 mA por 90 minutos para todas las proteínas 

exceptuando a JAK2, transferencia que se realizó a 60 mA toda la noche a 4°C. 

La correcta transferencia de comprobó tiñendo la membrana por 15 min en solución 

Rojo Ponceau (Ponceau S 0,5%,  ácido acético 1%). Para eliminar la tinción, se 

realizaron varios lavados sucesivos en buffer solución salina Tris (Tris-HCl 20 mM pH 

7,5, NaCl 137 mM) más Tween 20 0,1% (TBS-T). La membrana fue bloqueada por 1 

hora con agitación a temperatura ambiente usando leche descremada 5% en TBS-T. 

Luego se incubó toda la noche con el anticuerpo primario diluido 1:1000 en TBS-T 5% 

leche a 4°C. La membrana fue lavada 3 veces por 15 minutos cada vez, en TBS-T con 

agitación a temperatura ambiente y luego incubada con un anticuerpo secundario 

conjugado a peroxidasa de rabanito (HRP) en TBS-T 5% leche por 1 hora a 

temperatura ambiente con agitación. Nuevamente la membrana fue lavada por 3 veces 

por 15 minutos cada vez. Finalmente la membrana fue incubada por 3 minutos con el 

reactivo quimioluminiscente (Rapid EDL Reagent, Calbiochem) y utilizando películas 

(CL-XPosure Film, Thermo Scientific) fue expuesta en un cassette autoradiográfico 

(Fisher Scientific) por el menor tiempo necesario para visualizar las bandas. 

 

Para probar la membrana con otro anticuerpo primario, esta fue desnudada 

utilizando la solución Re-Blot Plus Strong (Millipore) por 22 minutos a temperatura 

ambiente con agitación. Terminado este tiempo se hicieron 3 lavados rápidos con TBS-

T y se continuó el protocolo desde el bloqueo. 
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Anticuerpo código Origen Marca 

TnIs (ab58783) Conejo Abcam 

c-Jun (60A8) Conejo Cell Signaling 

IB (L35A5) Ratón Cell Signaling 

p-JAK2 (Tyr1007/1008) (C80C3) Conejo Cell Signaling 

JAK2 (D2E12) Conejo Cell Signaling 

p-Stat3(Tyr705) (D3A7) Conejo Cell Signaling 

Stat3 (H-190) Conejo Santa Cruz Biotechnology 

p-AMPK (Thr172) (40H9) Conejo Cell Signaling 

AMPK (23A3) Conejo Cell Signaling 

-tubulina (11H10) Conejo Cell Signaling 

 

Tabla 2. Anticuerpos primarios utilizados en los Western Blots. 
 

 

Anticuerpo dilución Marca 

anticonejo-HRP 1:2000 Thermo Scientific 

antiratón-HRP 1:4000 Thermo Scientific 

 

Tabla 3. Anticuerpos secundarios utilizados en los Western Blots. 
 

10.15  Cortes histológicos 

 

Los músculos fueron lavados en PBS 1X y levemente secados en papel absorbente. 

Luego fueron montados en medio de inclusión Shandon Cryomatrix (Thermo Scientific) 

y rápidamente congelados en isopentano super-enfriado en nitrógeno líquido. Los 

tejidos fueron almacenados a -80°C. Los músculos fueron cortados en el criostato 

(CM1510 S, Leica) con un grosor de 10 - 12 m. Se colocaron 3 cortes por portaobjeto 

(Star Frost, Knittel Gläser), cada uno aproximadamente a 200 m de distancia dentro 

del músculo. Todas las imágenes fueron adquiridas con el microscopio Leica DM2500. 
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10.15.1 Tinción histoquímica succinato deshidrogenasa (SDH) 

 

Los cortes fueron incubados a 37°C por 20 a 40 minutos con Nitroazul de tetrazolio  

1mg/ml en una solución 1:1 de succinato de sodio 0,2 M y buffer fosfato (Na2HPO4 1,6 

M, KH2PO4 0,04 M, pH 7,4). La reacción se detuvo al lavar los cortes con agua 

destilada. Luego, los cortes fueron deshidratados con etanol (70, 80, 90 y 100%) y xilol. 

Finalmente se montaron en  Entellan (Merck). 

 

10.15.2 Tinción hematoxilina-eosina y medición del área de sección transversal 

 

Los cortes fueron fijados en metanol por 30 minutos a -20°C. Luego se dejaron 

secar 5 minutos a temperatura ambiente y se hidrataron en agua destilada por 5 

minutos. Se tiñeron con hematoxilina (Harris) por unos pocos segundos y fueron 

lavados con agua de la llave hasta que se obtuvo una coloración azul. Luego se tiñeron 

con eosina e inmediatamente se lavaron con agua destilada. Los cortes de 

deshidrataron con etanol (70, 80, 90 y 100%) y xilol. Finalmente los tejidos fueron 

montados en Entellan (Merck). Para determinar el área de la sección transversal se 

utilizó una lámina de calibración (Motic) y la imágenes fueron analizadas con el 

programa Image J 1.43u. 

 

10.16  Expresión de resultados y análisis estadístico 

 

Los resultados fueron expresados como promedio ± error estándar, exceptuando los 

datos de los parámetros fisiológicos que corresponden a promedio ± desviación 

estándar. Para graficar la abundancia relativa, arbitrariamente se le dio valor 1 a un 

valor sham basal. Todos los demás valores (sham y NPX, en condiciones basales y 

estimuladas) se calcularon como una razón con respecto a este valor. Los gráficos de 

veces de cambio se calcularon como una razón entre los valores estimulados (sham o 

NPX) y el promedio de su basal, sham o NPX respectivamente. 
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Se determinaron las diferencias estadísticas entre dos grupos utilizando el test t de 

Student. En los experimentos con dos variables independientes (nefrectomía y 

ejercicio) se usó el análisis de varianza ANOVA de dos vías para mediciones no 

repetidas, seguido del post-test Bonferroni. En estos análisis se asumió distribución 

normal de los datos, ya que con el pequeño número de datos obtenidos no es posible 

determinar correctamente la normalidad, ni es posible utilizar un test no paramétrico 

por su poco poder estadístico en estas circunstancias.   

Las diferencias de frecuencia de distribución del área de sección transversal de las 

fibras musculares fueron analizadas con el test no paramétrico Mann-Whitney. 

Las diferencias entre los grupos fueron consideradas estadísticamente significativas 

con un valor P < 0,05. 
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11 RESULTADOS 

 

11.1 Validación del modelo de IRC experimental 

 

Ratas Sprague Dawley 5/6 nefrectomizadas (NPX) y sus controles fueron pareados 

desde un comienzo por peso y por cantidad de comida ingerida durante 6 a 7 semanas 

hasta su sacrificio. Este modelo experimental representa uno de los modelos animales 

de insuficiencia renal más usados, que se caracteriza por una severa reducción inicial 

del número de nefrones que llevan a una falla renal progresiva (96-98). Como muestra 

la Tabla 4, los animales NPX presentaron una disminución del clearance de creatinina 

de un 61,6% comparado a los controles. La caída en la velocidad de filtración 

glomerular se acompañó de un 42,6% de aumento en la presión sanguínea sistólica. 

Estos datos confirmaron la disminución de la función renal, validando el uso de este 

modelo. 

    sham (n=13) NPX (n=14)   

PCF g 389 ± 42,5 352 ± 45,9 * 

peso EDL mg 214 ± 15,8 186 ± 18,8 * 

peso Soleo mg 197 ± 19,8 176 ± 16,8 * 

PSS mmHg 110 ± 10,1 157 ± 20,9 ** 

Clearance Creatinina mL/min 2,55 ± 0,25 0,98 ± 0,52 ** 

 
Tabla 4. Parámetros fisiológicos de las ratas NPX. 
Todos los parámetros fueron determinados el día del sacrificio como se describe en 
Materiales y Métodos. PCF= Peso Corporal Final; PSS= Presión Sanguínea Sistólica. 
PROM ± DE, *P<0,05, **P<0,0001. 
 

11.2  Efecto de IRC experimental en músculo esquelético 

 

11.2.1 Morfología 

 

Las ratas NPX presentaron una disminución de un 9,5% del peso corporal final 

(Tabla 1), que se vio reflejada en la disminución del peso de los músculos EDL 

(13,11%) y soleo (10,73%). Para determinar si esta disminución se debía a atrofia 
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muscular, se midió el área de la sección transversal de las fibras musculares en cortes 

histológicos teñidos con hematoxilina/eosina (Figura 2). El análisis estadístico Mann-

Whitney reveló una diferencia significativa entre las medianas de sham y NPX en el 

músculo EDL (3260,41 y 2753,19 m2, respectivamente) demostrando una disminución 

del área de sección transversal en las ratas NPX. Esta diferencia no fue significativa en 

el soleo (sham = 2603,14 m2 versus NPX= 2597,69m2).  
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Figura 2. Frecuencia de distribución del tamaño de las fibras musculares en ratas 
sham y NPX.  
Se midió el área de sección transversal de las fibras musculares en (A) EDL y (B) 
Soleo. (A) sham n=3, 1145 fibras; NPX n= 4, 1117 fibras, ***P<0,0001 diferencia entre 
las medianas. (B) sham n=5, 868 fibras; NPX n=5, 1217 fibras. 
 

El EDL de las ratas NPX, presentó una marcada disminución de fibras de mayor 

tamaño (23,14% de las fibras en las ratas sham se encuentra entre los 4600 – 8800 

B 

A 
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m2 y sólo 10,38% en las ratas NPX) que fue compensado con un aumento de la 

cantidad de fibras con un área entre los 1600 – 2600 m2. En este intervalo se 

encontraron un 35,8% de todas las fibras del EDL de la rata NPX en comparación a un 

26,08% de la rata sham. 

 

11.2.2 Función contráctil 

 
Se determinó la respuesta contráctil del músculo tibialis anterior (TA) utilizando un 

protocolo de estimulación eléctrica in situ a través del nervio ciático, descrito en 

materiales y métodos (Figura 3).  El TA de la rata NPX presentó una disminución 

significativa de la tensión tetánica máxima (sham= 242,1 ± 6,9 g v/s NPX= 199,9 ± 14,5 

g) y de la razón tensión tetánica máxima/tensión sacudida muscular (sham= 3,52 ± 

0,23 v/s NPX= 2,88 ± 0,11). Los tiempos de fatiga no se vieron alterados.  
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Figura 3. Disminución de la fuerza 
contráctil del músculo Tibialis 
Anterior en ratas NPX.  
El protocolo de estimulación eléctrica in 
situ duró 6 minutos a 100 Hz, cada 
tétano 300ms cada 3s con pulsos de 

300s. Prom ± EE (A) Tensión tetánica 
máxima, n = 6. *P < 0,05. (B) Tensión 
tetánica máxima/tensión sacudida 
muscular, n = 6. *P < 0,05. (C) Tiempo al 
que se obtiene un 30% de fatiga, n = 5. 
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11.3  Alteración de la inducción del mRNA de IL-6 estimulada por el ejercicio en 

las ratas urémicas.  

 

Los niveles basales de mRNA IL-6 fueron similares al comparar los valores 

observados en músculo de ratas NPX y ratas sham. Para determinar si la inducción del 

mRNA de IL-6 por el ejercicio se encontraba alterada en los animales NPX, se llevaron 

a cabo 2 protocolos de ejercicio: la estimulación eléctrica in situ y la natación. La 

estimulación eléctrica in situ de la pata posterior de estos animales permite dar un 

protocolo de fatiga controlado, sin la influencia de factores cardiovasculares; sin 

embargo, este protocolo produce contracciones no fisiológicas. Por otro lado, las ratas 

son excelentes naturales nadadoras, lo que ha hecho que protocolos de ejercicio 

basados en la natación hayan sido comúnmente usados (99-101). En este trabajo se 

utilizó la natación como un protocolo de ejercicio fisiológico.  

Como muestra la Figura 4, en el EDL, ambos protocolos producen un aumento 

importante del mRNA de IL-6, tanto en ratas sham como en NPX. Sin embargo, el 

incremento del mRNA IL-6 es significativamente menor en las ratas urémicas (Figura 

4). En la estimulación in situ, el aumento de IL-6 con respecto a su basal fue 85,43 ± 

8,03 veces en la ratas sham; en las ratas NPX fue de sólo 22,67 ± 5,47 veces el nivel 

basal; en la natación IL-6 se incrementó 85,7 ± 50,33 veces en las ratas sham y 7,59 ± 

2,69 veces en las NPX.  
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Figura 4. Inhibición de la inducción del mRNA de IL-6 luego de la estimulación in 
situ o la natación en EDL de los animales NPX.  
Abundancia relativa del mRNA de IL-6 fue determinada por RT-PCR en tiempo real y 
normalizada por la abundancia del mRNA 18S. Prom ± EE. (A) Protocolo de 
estimulación in situ, n = 7. ***P < 0,001, +++P < 0,0001 efecto general del ejercicio, **P 
< 0,01 efecto general de la nefrectomía. (B) Protocolo de natación, n = 6. **P < 0,01, 
++P < 0,01 efecto general del ejercicio; *P < 0,05 efecto general de la nefrectomía. 
 

 

 

En el soleo tampoco se observaron diferencias significativas en el mRNA de IL-6 

entre los basales (Figura 5). Los protocolos de ejercicio indujeron un aumento del 

mRNA de IL-6 tanto en ratas sham como NPX, pero este fue similar en ambos 

animales, por lo que la nefrectomía no tuvo mayor efecto a nivel del mRNA de IL-6 en 

este músculo. En la estimulación in situ, los datos de abundancia del mRNA de IL-6 

presentaron una gran dispersión, por lo que sólo fue posible apreciar la inducción 

expresándola como veces de cambio del músculo estimulado con respecto a su basal 

(Figura 5A). 
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Figura 5. Inducción del mRNA de IL-6 luego de la estimulación in situ y la 
natación en soleo de los animales NPX.  
Abundancia relativa del mRNA de IL-6 fue determinada mediante RT-PCR en tiempo 
real y normalizada por la abundancia del mRNA 18S. Prom ± EE. (A) veces de cambio 
de IL-6 entre el soleo estimulado in situ y su basal, n = 6. (B) Protocolo de natación, n = 
5. ***P < 0,001 efecto general del ejercicio. 
 

11.4 Alteraciones en la vía de inducción de IL-6 estimulada por la 

despolarización muscular. 

 

Con el fin de determinar si existen cambios en la vía de inducción de IL-6 estimulada 

por la despolarización muscular, se midió tanto la abundancia de c-jun y TnIs, como la 

activación de  NF-B, en ambos protocolos de ejercicio.  

La expresión basal del mRNA de c-jun en el EDL no se encuentra alterada en los 

animales NPX (Figura 6). Sin embargo, la estimulación eléctrica indujo un aumento del 

mRNA c-jun, el cual fue significativamente menor en las ratas enfermas (Figura 6A). En 

las ratas sham c-jun aumentó 2,01 ± 0,45 veces y en las ratas NPX 1,48 ± 0,12 veces.   

Por otra parte, en el protocolo de natación, que es de mayor duración, se observó una 

inhibición del mRNA de c-jun similar en ratas sham y NPX (Figura 6B). 
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Figura 6. Diferencias en la expresión del mRNA de c-jun después de los 
protocolos de ejercicio en el EDL.  
Abundancia relativa del mRNA de c-jun fue determinada mediante RT-PCR en tiempo 
real y normalizada por la abundancia del mRNA 18S. Prom ± EE. (A) Protocolo de 
estimulación in situ, n = 6. *P < 0,05, +P < 0,05 efecto general de la nefrectomía, ~P < 
0,05 efecto general del ejercicio. (B) Protocolo de natación, n = 6. **P < 0,01 efecto 
general del ejercicio. 
 

 

En la estimulación in situ del EDL, se observa una reducción de la abundancia de la 

proteína c-Jun producto de la nefrectomía, pero no se encuentran cambios en la 

expresión producto de este protocolo de ejercicio (Figura 7A). En la natación no se 

detectaron diferencias de c-Jun entre en los EDL basales ni en los estimulados de las 

ratas sham y NPX (Figura 7B).  

Las diferencias de los basales de c-Jun que se advierte en la estimulación eléctrica 

pero no en la natación, pueden deberse a un artefacto del primer protocolo (ver 

discusión).  
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Figura 7. Expresión de la proteína c-Jun después de los protocolos de ejercicio 
en el EDL.  

Abundancia relativa de la proteína de c-jun fue normalizada por la abundancia de -
tubulina. Prom ± EE. (A) Protocolo de estimulación in situ, n = 3.  *P < 0,05 efecto 
general de la nefrectomía. (B) Protocolo de natación, n = 6.  
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Figura 8. Diferencias en la expresión 
del mRNA de c-jun después de los 
protocolos de ejercicio en el soleo.  
Abundancia relativa del mRNA de c-jun 
fue determinada mediante RT-PCR en 
tiempo real y normalizada por la 
abundancia del mRNA 18S. Prom ± 
EE. (A) Protocolo de estimulación in 
situ, n = 7. **P < 0,01 efecto general  

En el soleo, la estimulación in situ indujo una disminución de la abundancia del 

mRNA de c-jun tanto en animales sham como en NPX (Figura 8A). La nefrectomía por 

su parte, disminuyó la abundancia de c-jun tanto en la condición basal como 

estimulada. La natación también generó una reducción del mRNA de c-jun (Figura 8B), 

que al analizarla como veces de cambio, en las ratas sham se produjo una disminución 

de 0,72 ± 0,07 y en las ratas NPX 0,46 ± 0,08.    

del ejercicio, *P < 0,05 efecto general de la nefrectomía (B) Protocolo de natación, n = 
6. Panel superior: abundancia relativa del mRNA de c-jun basal y después de la 
natación. **P < 0,01 efecto general del ejercicio. Panel inferior: veces de cambio del 
mRNA de c-jun entre el soleo ejercitado y su basal. *P < 0,05. 
 

 

El análisis de la activación del factor de transcripción nuclear NF-B se hizo 

mediante western blot midiendo la degradación de IB. NF-B se encuentra en el 

citosol en un estado inactivo formando un complejo con las proteínas inhibitorias IB.  
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La activación ocurre vía la fosforilación de IB, que resulta en su ubiquitinación y 

degradación dependiente del proteasoma. Particularmente, se midió la isoforma IBα, 

que presenta una cinética de fosforilación y degradación más rápida que IB y IB.  

En el EDL no se encontraron diferencias significativas en la abundancia de los 

basales de IB entre las ratas sham y NPX (Figura 9). Tampoco se pudo observar la 

activación de NF-B con ninguno de los protocolos de ejercicio. 

 

 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Medición de la activación de NFB inducida por el ejercicio en el EDL de 
ratas sham  y NPX.  

La activación de NF-B se midió a través de la degradación de la proteína inhibitoria 

IBmediante western blot. La abundancia de IB fue normalizada por la abundancia 

de -tubulina. Prom ± EE. (A) Protocolo de estimulación in  situ, n = 3. (B) Protocolo de 
natación, n = 4 
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Se midió la abundancia basal y estimulada por los ejercicios de la Troponina 

inhibitoria lenta (TnIs) que, al igual que IL-6, muestra inducción de expresión por la 

despolarización vía la señal lenta de calcio, pero a diferencia de IL-6, es independiente 

de la vía IL-6R/gp130. 

 

 

Figura 10. Efecto de la nefrectomía y el ejercicio sobre la expresión del mRNA de 
TnIs en el EDL de ratas sham y NPX. 
Abundancia relativa del mRNA de TnIs fue determinada mediante RT-PCR en tiempo 
real y normalizada por la abundancia del mRNA 18S. Prom ± EE. (A) Protocolo de 
estimulación in situ, n = 6. ***P < 0,001 efecto general de la nefrectomía, **P < 0,01, *P 
< 0,05. (B) Protocolo de natación, n = 6. Panel superior: abundancia relativa del mRNA 
de TnIs basal y después de la natación *. Panel inferior: veces de cambio del mRNA de 
TnIs entre el EDL ejercitado y su basal. *P < 0,05. 
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En el EDL se observó una mayor expresión basal del mRNA de TnIs en ratas 

urémicas, cambio que se mantuvo luego de la estimulación eléctrica (Figura 10A). No 

se encontraron diferencias en la abundancia de TnIs luego de la estimulación in situ.  

En la natación se observa el aumento de la abundancia basal de este mRNA pero 

no alcanzó a ser significativo. Sin embargo, en este protocolo el mRNA de TnIs del 

EDL estimulado de las ratas sham no presentó variaciones con respecto a su basal 

(1,07 ± 0,26 veces de cambio), en cambio las ratas NPX presentaron una significativa 

disminución (0,28 ± 0,05 veces) (Figura 10B).  

 

Se estudió en el EDL la abundancia de la proteína TnIs de animales sham y NPX en 

las condiciones basales de la natación (Figura 11). En el gráfico se puede observar que 

también existe un aumento en la cantidad de proteína, pero éste no alcanza a ser 

significativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11.  Expresión de TnIs en el EDL de ratas sham y NPX. 
La abundancia de la proteína TnIs fue determinada mediante western blot y 

normalizada por la abundancia de -tubulina. Las muestras corresponden a EDL en 
condición basal. Prom ± EE, n = 6. 
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También se analizó la abundancia relativa del mRNA de TnIs en el soleo (Figura 

12). No se encontraron diferencias entre los basales sham y NPX. Ninguno de los 

protocolos de ejercicio indujo cambios en la cantidad de este mRNA. 

 

 
 
Figura 12. Abundancia relativa del mRNA TnIs en soleo basal y después del 
ejercicio. 
Abundancia relativa del mRNA de TnIs fue determinada mediante RT-PCR en tiempo 
real y normalizada por la abundancia del mRNA 18S. Prom ± EE. (A) Protocolo de 
estimulación in situ, n = 7. (B) Protocolo de natación, n = 6.  
 

11.5  Estudio del tipaje en el EDL de ratas sham y NPX. 

 

TnIs es una proteína estructural presente exclusivamente en las fibras lentas, por 

consiguiente, el aumento de su expresión basal en el EDL de las ratas NPX,  podría 

deberse a un aumento en el porcentaje de fibras lentas en este músculo. Para estudiar 

esta posibilidad se hizo un estudio histoquímico de tipaje detectando la actividad de la 

enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa (SDH). En cortes histológicos de EDL 

se adicionó Nitroazul de tetrazolio que, resultado de la actividad de la enzima SDH, 

genera un producto insoluble de color azul llamado formazán. Aquellas fibras con un 
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alto contenido de mitocondrias se tiñen de un azul intenso, y por el contrario, aquellas 

con pocas mitocondrias casi no se tiñen (Figura 13A). 

 

Como se puede ver en la Figura 13B no se encontraron diferencias entre los 

porcentajes de los distintos tipos de fibras en el EDL de ratas sham y NPX.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 13. Tipaje del músculo EDL en ratas sham y NPX. 
(A) Imagen representativa de la tinción histoquímica SDH en el EDL de ratas sham y 
NPX. Las fibras azules corresponden a fibras I-IIa (metabolismo oxidativo alto), las 
celestes a fibras IIX (metabolismo oxidativo intermedio) y las fibras blancas 
(metabolismo oxidativo bajo). (B) Porcentaje de cada tipo de fibra. Prom ± EE, n = 4 
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11.6 Alteración de la inducción del mRNA de IL-6 estimulada por su 

retroalimentación positiva. 

 

Para determinar si la disminución en la inducción del mRNA de IL-6 estimulada por 

el ejercicio se debe a una alteración en la propia vía de IL-6, se midió tanto la 

abundancia del mRNA de SOCS3 y de los receptores IL-6R y gp130, como la 

fosforilación de JAK2, STAT3 y AMPK.  

No se observaron diferencias en la abundancia del mRNA basal de IL-6R entre ratas 

sham y NPX tanto en EDL como en soleo (Figura 14). Por otro lado, la natación indujo 

un aumento de este mRNA en ambos grupos de ratas, pero no hubo ningún efecto 

producido por la nefrectomía. 

 

 

Figura 14. Efecto de la nefrectomía y la natación sobre la abundancia del mRNA 

de IL-6Renratas sham y NPX.  

Abundancia relativa del mRNA de IL-6Rfue determinada mediante RT-PCR en tiempo 

real y normalizada por la abundancia del mRNA 18S. Prom ± EE. (A) Enel músculo 
EDL, n = 6, **P < 0,01 efecto general del ejercicio. (B) En el músculo soleo, n = 6, ***P 
< 0,001 efecto general del ejercicio. 
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(Figura 15), sólo se produjo una leve inducción del mRNA producto de la natación 

similar en ambos animales.  

 

Figura 15. Efecto de la nefrectomía y la natación sobre la abundancia del mRNA 

de gp130enratas sham y NPX.  

Abundancia relativa del mRNA de gp130fue determinada mediante RT-PCR en tiempo 

real y normalizada por la abundancia del mRNA 18S. Prom ± EE. (A) Enel músculo 
EDL, n = 3, *P < 0,05 efecto general del ejercicio. (B) En el músculo soleo, n = 5, **P < 
0,01 efecto general del ejercicio. 
 

Una proteína crucial en la vía de IL-6 es JAK2. Una vez que gp130 dimeriza 

producto de la unión de IL-6 a IL-6R, JAK2 se transautofosforila activándose para 

después fosforilar a gp130 en distintos residuos tirosina, los cuales sirven de sitios de 

acoplamiento para activar todas las cascadas de transducción dependientes de IL-6. 

Al analizar la razón p-JAK2/JAK2 por western blot, no se observaron diferencias 

significativas entre animales sham y NPX, y después del protocolo de natación se 

produjo una reducción similar en ambos animales (Figura 16B). Sin embargo, en todos 

los western blot siempre se encontró una menor cantidad de p-JAK2 y JAK2 en las 

ratas NPX (Figura 16A), por lo que se decidió corregir las cargas utilizando -tubulina 

como referencia, una proteína que no varía su abundancia en este modelo 

experimental.  

Basalmente, se encontró que la abundancia de JAK2 se encuentra disminuida en 

las ratas urémicas un 37,08% con respecto a los controles (Figura 16C panel superior). 
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 Sham    NPX   Sham   NPX 

Figura 16. Efecto de la nefrectomía y 
la natación sobre JAK2 en el EDL. 
La abundancia de las proteínas fue 
determinada mediante western blot 
utilizando anticuerpos específicos. Prom 
± EE. (A) Imagen representativa de los 
western blot. (B) Gráfico que muestra la 
abundancia de p-JAK2/JAK2 basal y 
después de la natación, n = 6. *P < 0,05 
efecto general de la natación. 

  Basal           Natación 
 

 

 

 

 

 

 

  
 

 
(C) Panel superior: abundancia relativa de JAK2/-tubulina basal y después de la 
natación ***P < 0,001, +++P < 0,001 efecto general de la nefrectomía. Panel inferior: 

veces de cambio de JAK2/-tubulina entre el EDL ejercitado y su basal. ***P < 0,001. 
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Por otro lado, JAK2 también se vio afectado por la natación, la cual generó una 

disminución de JAK2 en las ratas sham pero un aumento en las ratas NPX (sham = 

0,84 ± 0,06 y NPX = 1,23 ± 0,08 veces de cambio con respecto a su basal), diferencia 

que fue significativa (Figura 16C panel inferior). 

 

Una de las vías activadas directamente por JAK2, es la de STAT3. Mediante 

western blot se analizó la fosforilación de Stat3 basal e inducida por la natación (Figura 

17). No se observaron diferencias en la fosforilación basal de STAT3 entre animales 

sham y NPX. La natación indujo un aumento de p-STAT3; no obstante, éste fue 

significativamente menor en las ratas enfermas (37,18 ± 16,42 veces de cambio en las 

ratas sham y 7,72 ± 4,75 en las NPX). 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 17. Inhibición de la fosforilación de STAT3 en el EDL de ratas urémicas. 
La abundancia de p-STAT3 y STAT3 fue determinada mediante western blot utilizando 
anticuerpos específicos. Prom ± EE, n = 4. *P < 0,05, **P < 0,01 efecto general del 
ejercicio. 
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STAT3 fosforilado, dimeriza y viaja al núcleo donde activa la transcripción de 

SOCS3; éste a su vez inhibe la vía de IL-6. La abundancia basal del mRNA de SOCS3 

en EDL y soleo es similar en ratas sham y NPX; sin embargo, la natación induce un 

aumento de este mRNA que es significativamente menor en las ratas NPX (EDL: sham 

= 5,20 ± 1,04 veces de aumento con respecto a su basal y NPX = 2,14 ± 0,59 veces; 

Soleo: sham = 5,28  ± 1,38  veces y NPX = 2,98 ± 0,23 veces) (Figura 18).  

 

  

Figura 18. Inhibición de la abundancia del mRNA de SOCS3 estimulada por la 
natación en ratas NPX. 

Abundancia relativa del mRNA de SOCS3fue determinada mediante RT-PCR en 

tiempo real y normalizada por la abundancia del mRNA 18S. Prom ± EE. (A) Enel 
músculo EDL, n = 4. (B) En el músculo soleo, n = 5. Para (A) y (B) ***P < 0,001, +++P 
< 0,001 efecto general del ejercicio, **P < 0,01 efecto general de la nefrectomía. 
 

Uno de los blancos metabólicos más importantes de IL-6, es la activación de AMPK, 

enzima crítica para la regulación del metabolismo energético. Mediante western blot se 

determinó el nivel de fosforilación de la subunidad catalítica AMPK

Como se aprecia en el gráfico de la Figura 19, en el EDL la nefrectomía tuvo un 

efecto inhibitorio sobre la fosforilación de AMPK, estando disminuida antes de la 

natación en un 45,48% y después de este ejercicio en un 39,01%. A pesar de esto, 

este protocolo de natación no indujo una activación significativa de AMPK.
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Figura 19. Disminución de la fosforilación de AMPK en el EDL de ratas NPX. 

La abundancia de p-AMPK y AMPK fue determinada mediante western blot 
utilizando anticuerpos específicos. Prom ± EE, n = 4. *P < 0,05, ***P < 0,001 efecto 
general de la nefrectomía. 
 

11.7 Análisis de la abundancia del mRNA de atrogina-1.  

 

Para analizar la posibilidad de que otras vías dependientes de la contracción 

muscular pudieran estar alteradas, se determinó la abundancia del mRNA de atrogina-

1. Por otro lado, esta medición también permitió determinar si la atrofia muscular 

observada en las ratas NPX era mediada por el aumento de la expresión de este gen. 

No se observaron diferencias en la abundancia del mRNA de atrogina-1 basal entre 

ratas sham y NPX tanto en EDL (Figura 14A y 14B) como en el soleo (Figura 14C y 

14D). 

Atrogina-1 no varió su abundancia en los músculos EDL y soleo luego del protocolo 

de estimulación in situ (Figura 14), probablemente debido a la corta duración de este 
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protocolo. Sin embargo, si se observó un aumento significativo luego de la natación en 

el músculo EDL, pero éste no se vio afectado por la nefrectomía. Este aumento no se 

observó en el soleo.  

 

 

Figura 20. Abundancia del mRNA de Atrogina-1 en ratas NPX en condiciones 
basales y luego del ejercicio. 
(A) Protocolo de estimulación in situ en EDL, n=5. (B) Protocolo de natación en EDL, 
n=6, ***P<0,0001 efecto general del ejercicio. (C) Protocolo de estimulación in situ en 
soleo, n=7. (D) Protocolo natación en soleo, n=6 
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12 DISCUSION 

 

En este trabajo se demuestra por primera vez que la expresión de IL-6 muscular 

estimulada por el ejercicio se encuentra disminuida en IRC experimental. En este 

estudio se analizaron 2 vías que regulan la expresión de IL-6 estimulada por el 

ejercicio: una vía de retroalimentación positiva y una vía activada por la despolarización 

del músculo esquelético. Se propone que la alteración se debe a una disminución de la 

cantidad total de JAK2, afectando tanto la vía estimulada por IL-6 como a su propia 

expresión. 

 

12.1 Vía de retroalimentación positiva de IL-6 

 

La expresión basal de IL-6 muscular es baja, pero aumenta de manera casi 

exponencial con el ejercicio gracias al mecanismo de retroalimentación positiva que 

opera para esta citoquina (67, 69). Esta vía comienza con la unión de IL-6 a sus 

receptores. El análisis de la abundancia del mRNA de los receptores de IL-6 en el 

presente estudio, demostró que no existen alteraciones en la expresión basal de IL-6R 

y gp130 en la uremia. Como ha sido descrito numerosas veces en la literatura (57, 71), 

el ejercicio indujo un aumento del mRNA de IL-6R, pero esta vía de inducción no se 

encontró alterada por la IRC. Por otro lado, también se observó un aumento del mRNA 

de gp130 con la natación que tampoco se vio alterado con la uremia. Este aumento fue 

inesperado ya que Keller et al (57) no encontraron diferencias en la expresión de 

gp130 en el músculo esquelético humano luego de 3 horas de ejercicio en bicicleta. 

A pesar de que en este trabajo no se encontraron anormalidades en la expresión de 

los receptores de IL-6, en otros estudios si se ha observado una alteración de la 

concentración circulante de los receptores solubles de IL-6 (102, 103). El aumento de 

sIL-6R podría potenciar la actividad biológica de IL-6, pero ésta se encontraría mitigada 

por las altas concentraciones de sgp130. El efecto neto resultante real es desconocido 

(102). Sin embargo, en otras enfermedades inflamatorias crónicas como artritis 

reumatoide, asma y cáncer de colon, los niveles plasmáticos de estos receptores 
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también se encuentran elevados, los cuales han sido asociados a la mantención de 

estas patologías (59). 

Río abajo de los receptores de IL-6 se encuentra la proteína JAK2. En el EDL de las 

ratas NPX se observó una disminución significativa de esta proteína, siendo 

probablemente esta alteración la causa más importante de la reducida activación de 

esta vía. Consistentemente, río abajo de JAK2, la estimulación de la actividad de 

STAT3 inducida por la natación, la transcripción de SOCS3 y de IL-6 estaban 

significativamente disminuidos en el músculo urémico.  

JAK2 en el músculo esquelético también forma parte de la vía de transducción de la 

hormona de crecimiento (GH). La unión de GH a su receptor de membrana (GHR), 

induce la dimerización de este receptor, resultando en la fosforilación en tirosina de 

JAK2, que se encuentra asociada al dominio intracelular de GHR. Posteriormente, 

JAK2 fosforila principalmente a STAT5 y en menor grado a STAT3 (104). 

 En la IRC existe una resistencia a GH. Se ha propuesto que los defectos en la 

señalización de GH se deberían principalmente a una disminución en la fosforilación de 

JAK2, debido a un aumento de la expresión de SOCS2 y SOCS3, pero sin cambios en 

la cantidad total de JAK2 (104, 105, Mahesh, 2008 #131, 106, 107) En el presente 

trabajo también se observó una reducción de la abundancia de JAK2 fosforilada; sin 

embargo, esta fue proporcional a la disminución de la cantidad total de JAK2. Poco se 

conoce de la regulación de la expresión de JAK2, ya que la mayoría de las 

investigaciones se han centrado en la regulación de su fosforilación. Sin embargo, se 

ha demostrado que la infusión crónica y pulsátil de GH por 8 semanas en pollos, 

induce un aumento de la fosforilación y de la abundancia de JAK2 en músculo 

esquelético (108). Los estudios que observaron sólo una disminución de la fosforilación 

de JAK2 trabajaron con ratas sometidas a nefrectomía 5/6 con 2 a 3 semanas de 

evolución; en cambio, nosotros trabajamos con ratas NPX de 6 a 7 semanas. Esta 

diferencia de tiempo podría haber permitido que la resistencia a GH afecte los niveles 

totales de JAK2. Por otro lado, no se observaron diferencias en la expresión basal de 

SOCS3, inducidas por la uremia, que pudiesen estar inhibiendo la vía JAK2/STAT3, 

sólo la disminución de la inducción del mRNA de SOCS3 en el ejercicio, atribuible a la 

reducción de la activación JAK2/STAT3. 
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El protocolo de natación utilizado no permitió evaluar la activación de JAK2 en las 

ratas del grupo control. Actualmente se están desarrollando nuevos estudios en el 

laboratorio, que han demostrado , de manera preliminar, que el peak de fosforilación de 

JAK2 en respuesta a natación se observa a la hora de ejercicio y a las dos horas 

comienza a disminuir. 

 

12.2 Vía activada por la despolarización muscular 

 

En el laboratorio se ha demostrado que la señal lenta de calcio, activada por la 

despolarización y mediada por IP3/IP3R, se encuentra involucrada con los cambios de 

expresión génica que modifican algunas características de las fibras musculares. Esta 

señal activa diferentes factores transcripcionales como AP-1 y NF-B, que aumentan la 

expresión génica de c-jun, IL-6 y TnIs, entre otros. 

Los protocolos de ejercicio utilizados, estimulación in situ y natación, no permitieron 

ver la activación de NF-B. Tampoco se observó una alteración de la actividad basal 

de NF-B en el EDL urémico. Sin embargo, nuestros estudios evaluaron la activación 

de NF-B  a tiempos relativamente largos; sería necesario realizar una curva temporal 

para encontrar la ocurrencia del peak de activación y poder comparar animales sham y 

NPX. 

El análisis de c-jun en la estimulación in situ, mostró que existe un efecto general de 

la nefrectomía, debido a la disminución de la abundancia de la proteína y el mRNA en 

el EDL y el mRNA en soleo urémicos; sin embargo, en la natación no se observaron 

esas diferencias. Esto podría deberse a un aumento de la transcripción de c-jun 

producida por un artefacto del protocolo de estimulación eléctrica. En este protocolo la 

pata posterior contralateral es el basal; sin embargo, los músculos podrían estar siendo 

afectados por factores de inflamación liberados a la sangre, debido a las disecciones 

realizadas en la pata estimulada. La enzima c-Jun NH2-terminal kinase (JNK) y su 

factor transcripcional río abajo c-Jun, han sido asociados a múltiples tipos de 

inflamación como colitis, asma, artritis, cáncer y glomerulonefritis (109, 110).   

Tanto en EDL con en soleo estimulados por la natación, se observó una disminución 

del mRNA de c-jun y en EDL la proteína no presentó una variación significativa, 
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probablemente debido a que es un gen de respuesta temprana, y el protocolo de 

natación toma 4 horas y media.  

Al igual que c-Jun, NF-B es un factor de transcripción involucrado en la 

inflamación, por lo que las curvas temporales para ambas, de aumento de la 

transcripción y de activación respectivamente, deben evaluarse sólo en el protocolo de 

natación. 

TnIs es una proteína estructural que se expresa en las fibras lentas (metabolismo 

aeróbico). La abundancia basal de su mRNA en el EDL urémico presentó un aumento 

significativo y esta tendencia se mantuvo en la proteína. Alteraciones en la proporción 

de las troponinas TnI, TnT y TnC ya habían sido observadas en modelos 

experimentales de uremia en ratas (31). Para corroborar que el aumento basal de TnIs 

se debía a un aumento de fibras lentas o rápidas aeróbicas se realizó la tinción SDH. 

Esta tinción demostró que en este modelo de uremia, el EDL no presentaba cambios 

de tipaje, que sí suelen observarse en biopsias de pacientes urémicos (28). Estas 

diferencias pueden explicarse porque son dos especies distintas o por las limitaciones 

del modelo usado, ya que las ratas NPX sólo viven aproximadamente hasta 8 semanas 

después de la operación, a diferencia de un paciente que gracias a la diálisis puede 

vivir más años y desarrollar estos cambios musculares. 

En el EDL, no se encontraron cambios en la expresión del mRNA de TnIs inducidos 

por la estimulación in situ, probablemente debido a la corta duración del protocolo para 

un gen estructural. No obstante, luego de la natación se observó una inhibición de la 

expresión de TnIs inducida por la uremia, sin presentarse cambios en el EDL control 

ejercitado con respecto a su basal. Esta inhibición es un indicio de que existe una 

alteración en la vía inducida por la despolarización muscular, sin embargo, 

considerando los resultados parciales de c-jun y NF-B no es posible asegurar si esta 

vía se encuentra o no afectada. 

 

12.3 Alteración de la expresión de IL-6 

 

El análisis de qRT-PCR en tiempo real mostró que en este modelo de IRC no existe 

una alteración de la abundancia basal del mRNA de IL-6, un resultado concordante con 
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observaciones en ratones NPX (33). Sin embargo, en pacientes predializados y 

dializados se ha observado que la abundancia del mRNA IL-6 o la proteína muscular 

(determinada por inmunohistoquímica) se encuentran aumentadas (91, 92). La 

expresión de IL-6 también es regulada por otras vías que son independientes del 

ejercicio, que pudiesen estar alteradas en la IRC en humanos. La estimulación con 

insulina incrementa la expresión génica de IL-6 muscular cuando hay resistencia a la 

insulina, pero no en el músculo sano (111). La resistencia a la insulina, es una 

anormalidad prevalente en la IRC y que también se ha observado en pacientes con 

ERC leve a moderada (21).  

Aunque IL-6 se encuentre basalmente aumentada en pacientes con IRC, nunca se 

ha estudiado la expresión de esta citoquina estimulada por el ejercicio, ni tampoco sus 

vías de regulación. En el modelo de IRC utilizado en este trabajo, existe una 

disminución de la expresión de IL-6 estimulada por el ejercicio, probablemente debido 

a menor expresión de JAK2. Esto explicaría, no sólo la menor respuesta al ejercicio de 

IL-6, sino que además afectaría a todos los blancos de esta vía, como por ejemplo 

SOCS3. En este contexto, proponemos que en la IRC experimental se produce 

resistencia a IL-6  en el músculo esquelético (Figura 21).  

 

12.4 Efectos fisiopatológicos de IL-6 

 

Debido a efectos autocrinos y endocrinos de IL-6 muscular sobre el metabolismo, se 

ha postulado que IL-6 es un sensor de energía (112). 

A nivel sistémico, IL-6 estimula la glicogenólisis en el hígado por medio de la 

inhibición de la enzima glucógeno sintasa y acelerando la actividad de la glucógeno 

fosforilasa (113). También se ha observado que IL-6 es capaz de interferir con la 

señalización de insulina en los hepatocitos, aumentando la liberación de glucosa desde 

el hígado (114, 115). Sin embargo, la infusión elevada de IL-6 no tiene efectos en la 

glicemia o en la velocidad de aparición (Ra) y desaparición (Rd) de la glucosa (116). 

Durante el ejercicio, incrementos menores de IL-6 aumentan la Ra y Rd de la glucosa 

(117), lo que ha sugerido la presencia de cofactores adicionales que modularían el 

efecto de IL-6 durante el ejercicio (68). Estudios en biopsias de músculo esquelético, 
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demostraron que IL-6 aumenta la incorporación de glucosa a glicógeno y la captación 

de glucosa (81). No obstante, otras investigaciones han encontrado que IL-6 genera 

resistencia a la insulina en el músculo esquelético (118). Estas discrepancias pueden 

tener su origen en los tiempos de exposición empleados en los diferentes protocolos. 

Nieto-Vázquez et al (119) demostró que, en miotubos, la exposición corta a IL-6 

incrementa la captación de glucosa y la sensibilidad a la insulina, por el contrario, la 

exposición crónica induce resistencia a la insulina. 

IL-6 también tiene efectos sobre el metabolismo de los lípidos. La infusión de IL-6 

incrementa la lipólisis y la oxidación de grasas en individuos (116, 120). Este efecto 

lipolítico se observa de manera directa en cultivos de adipocitos y miotubos (121), y 

músculo esquelético (81). No obstante, un estudio reciente en humanos demostró que 

el aumento de la lipólisis sistémica provocada por la infusión de IL-6, provendría del 

músculo esquelético y no del tejido adiposo como se pensó en un primer momento 

(116).  

Los efectos metabólicos de IL-6 serían mediados por AMPK. Basalmente las ratas 

NPX presentaban una disminución de la fosforilación de AMPK de casi la mitad, lo que 

podría ser la causa de la reducida -oxidación que se observa en la uremia (32). 

Ratones knockout de IL-6 demostraron que el nivel de fosforilación de AMPK en reposo 

es dependiente de IL-6. El músculo esquelético de estos animales presenta una 

disminución de p-AMPK de un 75% (79).  

Los tiempos utilizados en la natación no permitieron ver la inducción de la actividad 

de AMPK, pero es factible que ésta sea significativamente menor, debido a la 

resistencia a IL-6.  

Se ha observado una correspondencia entre una disminución de la función renal y la 

merma del desempeño en el ejercicio (122). La suma de todas las anormalidades en el 

metabolismo y función muscular en la uremia pueden dar cuenta del disminuido 

desempeño en el ejercicio; sin embargo, IL-6 es un sensor de energía que podría tener 

un importante rol en la baja resistencia al ejercicio. Este rol ha sido demostrado en los 

ratones knockout de IL-6, los cuales durante el ejercicio presentan una resistencia 

reducida, con una progresiva disminución del consumo de oxígeno y elevada razón de 
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intercambio respiratorio, que indica una preferencia de la oxidación de carbohidratos 

por sobre las grasas en la utilización de energía (76). 

 

12.5 EDL vs Soleo 

 

Los análisis de peso de EDL y la medición del área de la sección transversal 

mostraron que este músculo presentaba atrofia. A pesar de que en el soleo se observó 

disminución del peso, no hubo una disminución significativa del diámetro de las fibras.   

Estudios en cortes histológicos de músculos urémicos, muestran que las 

alteraciones se concentran en las fibras rápidas IIb, teniendo el EDL de ratas un 70,4  a 

81,6% de este tipo de fibras, y por el contrario, no encontrándose en el soleo (123).  

En el TA, otro músculo rápido, se produjo una disminución de la tensión tetánica 

máxima producto de la uremia, probablemente debido a la atrofia muscular y a las 

alteraciones en las fibras IIb. 

La caracterización de la señal lenta de calcio fue realizada en miotubos de ratas 

(42). En estudios más recientes se ha demostrado que esta señal se encuentra 

presente en fibras adultas del flexor corto de los dedos, el cual es un músculo rápido. 

Sin embargo, en el soleo no se encontró esta señal inducida por un estímulo eléctrico 

(44). Esto apoya la idea de que la señal lenta de calcio puede ser característica de 

diferentes tipos de músculo, lo que explicaría la diferencia de respuesta entre el EDL y 

soleo, en la expresión de los mRNA blancos de la señal lenta de calcio acá estudiados.  
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Figura 21. Modelo propuesto para la alteración de la vía de retroalimentación 
positiva de IL-6 en el músculo urémico. 
 (A) Vía IL-6/IL-6R en el músculo sano. Basal: Los niveles circulantes de IL-6 
mantienen una actividad basal de esta vía, con una baja fosforilación y dimerización  
de STAT3, y una baja expresión de IL-6 y SOCS3. Ejercicio: Durante el ejercicio la 
concentración plasmática de IL-6 aumenta. Su unión a IL-6R induce la 
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homodimerización de gp130, permitiendo la transautofosforilación de  JAK2. Luego 
JAK2 fosforila a gp130, activando diferentes cascadas de señalización intracelular, que 
llevan a un aumento de la expresión génica de SOCS3 e IL-6, ya sea por la vía 
canónica JAK2/STAT3 o por otra vía. (B) Vía IL-6/IL-6R alterada en el músculo 
urémico. Basal: Existe una gran cantidad de proteínas gp130 que no poseen  a JAK2 
asociada. Sin embargo, no se observan diferencias de fosforilación de STAT3 y de 
expresión de SOCS3 e IL-6, debido a la baja actividad de esta vía durante el reposo. 
Ejercicio: La concentración de IL-6 aumenta con el ejercicio, y su unión a IL-6R 
provoca la homodimerización de gp130; sin embargo, sólo aquellos receptores que 
tengan ambas JAK2 asociadas activan la vía, por lo que la dimerización y fosforilación 
de STAT3 se encuentra reducida, así como la expresión de SOCS3 e IL-6.   
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13 CONCLUSIONES 

 

Los animales NPX producto de la nefrectomía presentaron basalmente: 

 

 Niveles de abundancia del mRNA de IL-6 similares a las ratas sham tanto en EDL 

como en soleo. 

 Niveles de abundancia del mRNA de IL-6R y gp130 en el EDL y soleo, similares a 

las ratas sham. 

 Disminución significativa de la abundancia de la proteína JAK2 en el EDL. 

 Una fosforilación y una abundancia de la proteína STAT3 en el EDL similar a ratas 

control. 

 Niveles de abundancia de SOCS3 similar a ratas sham tanto en el EDL como en 

soleo. 

 Disminución significativa de la fosforilación de AMPK en el EDL. 

 

Los animales NPX luego del ejercicio presentaron: 

 

 Una reducción de la inducción del mRNA de IL-6 en el EDL en ambos protocolos de 

ejercicio en comparación a ratas sham. En el soleo sólo fue posible observar una 

tendencia a esa reducción. 

 Un aumento significativo de la abundancia del mRNA de IL-6R y gp130 en EDL y 

soleo con ambos protocolos de ejercicio que fue similar a las ratas sham. 

 Una abundancia de la proteína JAK2 aumentó y se niveló con la observada en ratas 

sham. 

 Una reducción de la inducción de la fosforilación de la proteína STAT3 en el EDL en 

comparación a ratas sham, luego del protocolo de ejercicio  

 Una reducción de la inducción del mRNA de SOCS3 en el EDL y soleo en 

comparación a ratas sham, luego de la natación.  

 Una disminuida fosforilación de AMPK en el EDL al compararlas con ratas sham; sin 

embargo no se observó un aumento de la fosforilación con el ejercicio en ratas 

sham ni NPX. 
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La suma de todos estos resultados acá presentados permite concluir que en la IRC 

existe una disminución de la inducción de la expresión de IL-6 en respuesta al ejercicio, 

asociada a una reducción de la expresión de JAK2. Esta anomalía generaría una 

resistencia a IL-6. IL-6 es un sensor de energía con importantes efectos metabólicos 

vía AMPK, la cual se encuentra basalmente menos activa en la uremia y 

probablemente la inducción de su activación por IL-6 también estaría disminuida. Estas 

alteraciones podrían explicar, en parte, la reducida resistencia al ejercicio que se 

observa en la IRC.  
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