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RESUMEN

Propuesta: Para determinar las relaciones entre los cambios de post-ejercicio en factores sistémicos [testosterona,
hormona de crecimiento (GH), factor de crecimiento 1 como la insulina (IGF-1) e interleucina 6 (IL-6)], o intramusculares
[contenido proteico del receptor de andrégeno del musculo esquelético (AR) y estado de fosforilacion de la p70S6K] en una
cohorte de tamafio moderado de hombres jévenes exhibiendo hipertrofia muscular divergente inducida por entrenamiento
de la fuerza.

Métodos: Veinte tres varones adultos completaron 4 sesiones por semanas de entrenamiento de la fuerza durante 16
semanas. Se obtuvieron biopsias musculares antes y después del periodo de entrenamiento y la respuesta aguda de 1y 5
hs después de la primera sesién de entrenamiento. Las hormonas y citocinas en suero fueron inmediatamente medidas, 15,
30 y 60 minutos después de la primera y ultima sesiones de entrenamiento del estudio.

Resultados: El érea de fibra promedio aument6 por 20% (rango: -7 a 80%; P <0.001). El contenido de proteina del AR se
mantuvo sin cambios con el entrenamiento (veces que cambié = 1.17 + 0.61; P=0.19); hubo una correlacion significativa,
sin embargo, entre los cambios en el contenido del AR y el area de fibra (r=0.60, P=0.023). La fosforilacion de la p70S6K
se elevd 5 horas después del ejercicio, lo que se correlaciond con las ganancias en el area de fibra promedio (r=0.54,
P=0.007). No hubo ninguna relacién entre la magnitud de los cambios de pre- o post-entrenamiento inducidos por el
ejercicio en las concentraciones de testosterona libre, de GH, o de IGF-1 e hipertrofia de la fibra muscular; sin embargo, la
magnitud del ejercicio de la respuesta post-ejercicio de la IL-6 se correlacioné con la hipertrofia muscular (r=0.48,
P=0.019).

Conclusion: Los aumentos post-ejercicio en las hormonas circulantes no se relaciond a la hipertrofia luego del



entrenamiento. Los cambios inducidos por ejercicio en IL-6 se correlacionaron con la hipertrofia, pero el mecanismo para
el rol de la IL-6 en la hipertrofia es desconocido. Los aumentos agudos en la fosforilacion de la p70S6K y los cambios en el
contenido de proteina del AR muscular, se correlacionaron con la hipertrofia muscular que implica procesos
intramusculares en vez de sistémicos en la mediacién de la hipertrofia.
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ABSTRACT

Purpose: To determine relationships between post-exercise changes in systemic [testosterone, growth hormone (GH),
insulin like grow factor 1 (IGF-1) and interleukin 6 (IL-6)], or intramuscular [skeletal muscle androgen receptor (AR)
protein content and p70S6K phosphorylation status] factors in a moderately-sized cohort of young men exhibiting
divergent resistance training-mediated muscle hypertrophy.

Methods: Twenty three adult males completed 4 sessionsewk-1 of resistance training for 16 wk. Muscle biopsies were
obtained before and after the training period and acutely 1 and 5 h after the first training session. Serum hormones and
cytokines were measured immediately, 15, 30 and 60 minutes following the first and last training sessions of the study.
Results: Mean fiber area increased by 20% (range: -7 to 80%; P<0.001). Protein content of the AR was unchanged with
training (fold change = 1.17 £ 0.61; P=0.19); however, there was a significant correlation between the changes in AR
content and fiber area (r=0.60, P=0.023). Phosphorylation of p70S6K was elevated 5 hours following exercise, which was
correlated with gains in mean fiber area (r=0.54, P=0.007). There was no relationship between the magnitude of the pre-
or post-training exercise-induced changes in free testosterone, GH, or IGF-1 concentration and muscle fiber hypertrophy;
however, the magnitude of the post exercise IL-6 response was correlated with muscle hypertrophy (r=0.48, P=0.019).
Conclusion: Post-exercise increases in circulating hormones are not related to hypertrophy following training. Exercise-
induced changes in IL-6 correlated with hypertrophy, but the mechanism for the role of IL-6 in hypertrophy is not known.
Acute increases, in p70S6K phosphorylation and changes in muscle AR protein content correlated with muscle hypertrophy
implicating intramuscular rather than systemic processes in mediating hypertrophy.
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INTRODUCCION

Esta bien establecido que el entrenamiento de la fuerza puede llevar a la hipertrofia muscular [1] que parece ser el
resultado de periodos acumulados de aumentos post-ejercicio en la sintesis de proteinas del musculo, que excede la
degradacion de proteinas del musculo produciendo la acrecidon de proteina neta por més tiempo [2]. Nosotros hemos
examinado cémo las diferencias en los paradigmas contractiles afectan la sintesis de proteinas del musculo esquelético
(MPS, muscle protein synthesis) [3-5]. Como consecuencia, hemos estudiado la influencia de algunas de estas mismas
variables en afectar a la hipertrofia del musculo esquelético luego de un entrenamiento prolongado [6,7] con el acuerdo
general entre mediciones de corta plazo de la MPS y la hipertrofia. Mientras algunos estudios han mostrado efectos
pequeiios de las variables del entrenamiento como los periodos de descanso entre las series y carga relativa de
entrenamiento sobre la hipertrofia muscular [7,8], otros estudios no los tienen [6,9]. Una observacion consistente es un
alto grado de heterogeneidad en la respuesta hipertréfica al entrenamiento de la fuerza [10,11]; las causas subyacentes de
esta variabilidad en la respuesta hipertréfica son poco conocidas.

Como explicaciones potenciales para estos cambios en la heterogeneidad hipertroéfica en la expresion de gen miogénico
[12], abundancia del microARN[13], y capacidad para la adicién mionuclear via células satélite [14], han sido examinados.
Otra investigacion ha examinado los cambios agudos post-ejercicio sobre los factores circulantes propuestos de ser
anabolicos para el musculo como la testosterona, la hormona de crecimiento, y el IGF-1 [15,16]. Sin embargo, nosotros
hemos propuesto, y con evidencia, que los cambios en estos factores circulantes después de una tnica sesién de ejercicio
de fuerza no estan relacionados a la magnitud de la respuesta de la MSP o a la hipertrofia muscular con el entrenamiento
de la fuerza [17-19]. En contraste, muchos afirman que la respuesta hormonal aguda al ejercicio de fuerza es un motor
importante de la hipertrofia y se ha usado una respuesta hormonal transitoria para establecer la eficacia de las
intervenciones, incluyendo el ejercicio y los cambios basados en la nutricién, para atribuir la significancia en un nivel
fenotipico y funcional; para revisiones, ver en [20,21]. Hay que remarcar que, la acciéon anabdlica de la testosterona en el



musculo es mediada via los receptores del androgeno (AR), el mARN para lo cual, se ha demostrado de ser sobrerregulado
por el ejercicio de fuerza [22], y que los cambios en su expresion de la proteina se han reportado de correlacionarse con la
magnitud de la hipertrofia muscular [23]; asi, nosotros buscamos determinar si los cambios en la proteina del AR juegan un
rol en la mediacion de la hipertrofia.

La citocina interleucina-6 (IL-6) ha sido implicada como reguladora de la funcion de las células satélite [24] y su liberacion
después del ejercicio de fuerza se correlaciona bien con la IL-6 medida en el musculo y en la sangre [24]. Las
concentraciones de IL-6 circulante también se han tomado como indicador del estado inflamatorio de reposo [25]. Es
interesante observar que en las mujeres post-menopéusicas, una fuerte relacion entre la adiposidad abdominal y la IL-6 era
negativamente asociada con los cambios en la IL-6 y en la ganancia de la masa magra con el entrenamiento de la fuerza
[26]. Es incierto en los hombres sanos jovenes si la respuesta de la IL-6 al ejercicio de fuerza se relaciona a la hipertrofia
muscular después del entrenamiento.

En un analisis retrospectivo nosotros reportamos que la respuesta aguda de varias hormonas (la testosterona, la GH, y el
IGF-1), muchas veces establecidas como reguladoras claves anabdlicas de la hipertrofia [20,21] con el entrenamiento de la
fuerza, fueron poco relacionadas a la respuesta hipertréfica con el entrenamiento de la fuerza [19]. Este andlisis [19], sin
embargo, no involucra una manipulacidon nutricional que podria disimular la verdadera naturaleza de la influencia
hormonal sobre la hipertrofia. Asi, el propdsito de este estudio fue evaluar la relaciéon probable entre la magnitud de la
elevacion aguda en las hormonas circulantes - testosterona, GH, e IGF-1 - después del ejercicio de fuerza previo y tardio
durante un periodo (16 semanas) de entrenamiento, y examinar la relaciéon con la hipertrofia muscular. Nosotros
examinamos los cambios en el contenido de proteina del AR muscular y los cambios agudos en la fosforilacion de la
p70S6K puesto que ellos son proteinas que se han demostrado de estar relacionados a la respuesta hipertréfica en los
humanos [23,27]. Nosotros también examinamos la relacion entre la respuesta aguda de la IL-6 al ejercicio de fuerza y a la
magnitud de la hipertrofia luego del entrenamiento [24].

METODOS

Sujetos

Veinte tres varones adulto jovenes sanos (177+8 cm, 84.1+16.9 kg, 26.4+4.4 kg/m2, 24+3 afios) participaron en el
estudio. Los sujetos eran recreativamente activos pero no habian participado en ningin entrenamiento de la fuerza
durante al menos un afo. Todos declararon estar sanos en base a las respuestas a una encuesta de chequeo médico
estdndar. La evaluacion de la fuerza fue dirigida para determinar la fuerza isoténica voluntaria definida por 1 maxima
repeticién (1MR) para el ejercicio de press de piernas y el de press de pecho al comienzo y final del periodo de
entrenamiento. Los sujetos se abstuvieron de actividad fisica vigorosa por 72 hs antes de las sesiones de evaluacion.

Declaracion de Etica

El estudio fue aceptado por la Hamilton Health Sciences Research Ethics Board y conform¢é a las normas para el uso de
participantes humanos en la investigacion como esté delineado en la 5ta Declaracion de Helsinki y con las guias actuales
de la agencia de investigacion del Tri-Concilio de Canadéd para el uso de participantes humanos en investigacion
(http://www.pre.ethics.gc.ca/eng/policy-politique/initiatives/tcps2-eptc2/Default/). El consentimiento informado por escrito
fue obtenido antes de que todos los participantes ingresen en el estudio.

El protocolo del entrenamiento de la fuerza

Los sujetos fueron sometidos a 16 semanas de entrenamiento de la fuerza de cuerpo entero, progresivo, consistente en
cuatro sesiones de entrenamiento por semana. Cada semana implicaban en dos sesiones de entrenamiento del tren
superior y dos sesiones de entrenamiento del tren inferior. Los ejercicios del tren superior eran el press de pecho, press de
hombros Hammer Strength, Lake Forest, IL), tirén de polea alta, remos para romboides (Atlantis, Laval, Quebec), curl de
biceps, y extension de triceps (Hur, Kokkola, Finlandia). Los ejercicios del tren inferior eran el press de piernas (Maxam,
Hamilton, Ontario), extensidon de piernas (Atlantis, Laval, Quebec), curl de piernas y press de pantorrilla (Hur, Finlandia).
El programa consistié en 4 bloques de 4 semanas cada uno. El primer bloque consistié en 3 series (2 series durante la
primera semana) de 12 repeticiones para cada ejercicio y 60 segundos de pausa entre las series. El segundo bloque
consistié en 3 series (4 durante la semana tultima) de 10 repeticiones con 90 segundos de pausa entre las series. El tercer
bloque consistid en 4 series (2 series durante semana 1) de 8 repeticiones con 100 segundos de pausa entre las series. El
ultimo bloque consistié en 4 series (3 series durante semana 1) de 6 repeticiones con 120 segundos entre las series. La
serie Ultima para cada ejercicio realizado se hizo al fallo muscular momentaneo. Para maximizar las ganancias posibles de
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la fuerza y de la masa magra como resultado del entrenamiento [28], los sujetos consumian inmediatamente después de
cada sesion de entrenamiento y con el desayuno en los dias de no entrenamiento, una bebida con proteinas que contenia
30 g de proteina de la leche, 25.9 g de carbohidratos y 3.4 g de grasa (Musahi P30, Notting Hill, Australia).

La evaluacion de las hormonas/citocinas

Después de la evaluacion de la fuerza, los sujetos descansaron durante al menos 96 horas. Los sujetos se reportaron al
laboratorio para una muestra de sangre y biopsia muscular en reposo de sus musculos del vasto externo. Los sujetos luego
fueron sometidos a un turno agudo de ejercicio de fuerza que consistié en el press de piernas, el curl de piernas, la
extension de piernas y el press de pantorrillas realizados con 4 series de 8 repeticiones con 2 minutos de descanso entre
las series. Al final de la sesion del ejercicio de fuerza, una muestra de sangre fue tomada y se ingirié la bebida con
proteinas antes descrita. Luego, se tomaron muestras de sangre a los 15, 30 y 60 minutos post-ejercicio. Las biopsias
musculares (~100mg) también se tomaron 1 hora y 5 horas después del ejercicio de fuerza. La sesion aguda del ejercicio
de fuerza fue repetida después del periodo de entrenamiento, la carga de 8MR fue fijada en base a los recientes tests de
1MR de los sujetos.

Tratamiento de las muestras

Se homogeneizaron las muestras musculares previamente en hielo en un buffer como estd descrito [29]. Las
concentraciones de proteinas fueron determinadas via ensayo de proteina BCA (Thermo Scientific, Rockford, IL, EE.UU.).
Luego, se prepararon muestras activas de igual concentracion en el buffer de Laemmli [30] y cantidades iguales de
proteina (20 pg) fueron cargadas en geles 10% prevaciadas (BIO-RAD Mini-PROTEAN TGX Gels, Bio-Rad Laboratories,
EE.UU.) para la separacion por electroforesis. Mas tarde, las proteinas fueron transferidas a una membrana de fluoruro de
polivinilideno, bloqueado en 5% de leche desnatada (para el AR) o 5% de albimina de suero bovino (para la p70S6K)
durante 1 hs, e incubadas toda la noche a 4°C en anticuerpo primario contra el receptor de AR (1:2000, abcam, #ab3510)
0 p70S6KThr389 fosforilizada. (1:1000 Santa Cruz Biotechnology # sc-11759). Luego se lavaron las membranas en TBST e
incubadas en anticuerpo secundario por 1h a temperatura ambiente antes de la deteccion de las proteinas con
quimioluminescencia (SuperSignalWest Dura Extended Duration Substrate, ThermoScientific, #34075) en un sistema de
imagen FluorChem PV (Alpha Innotech, Santa Clara, CA, EE.UU.). El AR Total y la proteina de la p70S6K fosforilada
fueron expresadas respecto a la abundancia de a-tubulina (1:2000, Sigma-Alderich, St. Louis, MO, EE.UU. #T6074) y se
presentaron como veces que cambiaron de pre- a post-entrenamiento. Las imagenes fueron cuantificadas por
densitometria usando el software Image] (National Institute of Health, EE.UU.)

Analisis sanguineo

Las muestras de suero sanguineo fueron reunidas en tubos de 4 ml evacuados desde un catéter de poliuretano 22 insertado
en la vena antecubital mientras un goteo salino de 0.9% fue usado para mantener el catéter. El suero luego era extraido
para coagular a temperatura ambiente durante una hora antes de que se centrifugaras a 4000 rpm durante 10 minutos. El
plasma sanguineo entonces era reunido y helado a -20°C hasta el andlisis posterior. Se analizaron las muestras plasmaticas
para la hormona de crecimiento en suero, testosterona libre, IGF-1, IL-6, TNF-a, CRP y cortisol usando ensayos
inmunomeétricos quimioluminiscentes de dos sitios de base sdlida (Immulite; Intermedico, Holliston, MA). Los coeficientes
de variacién de estas hormonas estaban por debajo del 5% y todos los ensayos incluyeron normas externas y
comprobaciones de calidad diarias. Las concentraciones de las hormonas son poco corregidas por los cambios en el
volumen plasmatico puesto que éstas son concentraciones a las que los tejidos designados como potenciales podrian ser
expuestos.

CSA de la fibra muscular

Se obtuvieron biopsias musculares antes y después de los 16 semanas del periodo de entrenamiento del musculo vasto
externo usado una aguja Bergstrom modificada de 5mm para la succién manual bajo anestesia local (2% xilocaina). Las
muestras de biopsias musculares fueron llevadas a temperatura de corte éptima (OCT, optimal cutting temperature) y
congeladas en liquido isopentano en preparacion para el seccionamiento y andlisis via immunofluroescencia. Las secciones
musculares de 7um en el espesor fueron cortadas sobre un portaobjetos de vidrio y se dejaron enfriar a temperatura
ambiente por 30 minuto antes de ser fijadas por 10 minutos en 4% de paraformaldehido. Luego se lavaron las secciones de
3x5min en salina tamponada con fosfato (PBS, phosphate buffered saline) con Tween, y bloqueadas por 1hr RT (en PBS
que contenia 2% de albimina de suero bovino, 5% de suero bovino fetal, 0.2% Tritén x-100, 0.1% &cida sddica, y 2% de
suero de cabra). La incubacion primaria del anticuerpo en Laminina (1:750, Abcam ab11575), en MHCI (puro, DSHB), y en
MHCII (1:1000, Abcam ab91506) se complet6 en 2hr a RT o toda la noche a 4°C. La deteccion secundaria del anticuerpo
incluyé Laminina (Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit, 1:500, Invitrogen A11008), MHCI (Alexa Fluor 488 goat anti-mouse,
1:500, Invitrogen A11029), y MHCII (Alexa Fluor goat anti-rabbit, 1:500, Invitrogen A21244), por 2hr a RT. Los ntucleos
fueron revelados con DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindole) (1:20000, Sigma DiA-8417), seguido por cubreobjetos diapositivas



con medios de montura fluorescentes (DAKO S3023). Las imagenes fueron reveladas con el microscopio Eclipse de Nikon
90i a 200x de amplificacién y capturadas con una cdmara QImaging fluorescente de alta definicién (Nikon, Tokio, Japon).
El CSA de las fibras se cuantific6 manualmente en una manera ciega usando un sotware Nikon NIS Elements AR 3.0 en
imagenes de gran escala consistentes en >100 fibras.

Estadistica

Los cambios de pre- a post-entrenamiento con un tnico promedio fueron evaluados usando los T-tests de Student
apareados. Las relaciones entre las variables fueron determinadas con la correlaciéon del producto del momento de
Pearson. Los cambios en el drea de la fibra muscular se evaluaron con un ANOVA de 2 sentidos de medidas repetidas
(tiempo por el tipo de fibra). Un modelo de regresion lineal multiple por pasos fue usado para evaluar la contribucion de
varias variables independientes al cambio en el &drea de fibra promedio. Sélo esas variables independientes que fueron
significativamente correlacionadas con los cambios en el area de fibra promedio y tenian probabilidades F menos de 0.05
en el modelo. EIl modelo con la proporcién més alta de variacién, que encontro los criterios anteriores, fue reportado. El
Alpha fue fijado en P<0.05 y los resultados son reportados como promedios +SD. Todos los analisis fueron llevados a cabo
con el software SPSS version 20 (IBM, Armonk, Nueva York).

RESULTADOS

Dieciséis semanas de entrenamiento de la fuerza produjeron un 61% de aumento en la fuerza isoténica medida en el press
de piernas, y un aumento significativo tanto en el drea de las fibras musculares de tipo I (18%; rango -22 a 106%) como las
de tipo II (23%; rango -4 a 67%), con un aumento significativamente mayor en el area de la fibra de tipo II (P=0.011).

Como resultado del entrenamiento, hubo reducciones significativas en las concentraciones de reposo de testosterona libre,
GH, cortisol y IGF-1. No hubo ningtiin cambio en la concentraciéon de reposo de IL-6 o TNF-a; hubo un aumento, sin
embargo, en la concentracién de CRP (Tabla 1). E1 AUC (4rea bajo la curva) post-ejercicio agudo para la testosterona libre,
la GH, y el IGF-1 disminuy6 de pre- a post-entrenamiento. La magnitud de la respuesta aguda del cortisol, la IL-6, el TNF-a
y de CRP fue inalterada después de 16 semanas de entrenamiento de la fuerza (Tabla 2). El contenido promedio de
proteina del AR muscular estuvo sin cambios después del periodo de entrenamiento; hubo una correlacion significativa, sin
embargo, entre el cambio en el contenido del AR y el aumento en el area de fibra promedio (Figura 1). La fosforilacién de
la p70S6K no se increment6 por encima del reposo a 1 hs después de un turno agudo de ejercicio de fuerza, pero fue
significativamente mayor a las 5 hs post-gjercicio (Figura 2a). La fosforilacion de la p70S6K (veces que cambid) a las 5h se
correlaciond con los cambios en el drea de la fibra muscular (Figura 2b). No hubo ninguna relacion entre las respuestas
post-ejercicio del AUC de la testosterona libre, la GH, y el IGF-1 medidas antes (Tabla 3) o después (testosterona libre:
r=0.02, P = 0.932, GH: r=0.37, P = 0.079, IGF-1: r=-0.25, P = 0.249) de 16 semanas de entrenamiento de la fuerza y los
cambios en el CSA de area de fibra muscular promedio (Tabla 3). Hubo una relacion significativa entre la respuesta aguda
de la IL-6 tanto pre- (Figura 3) como post-entrenamiento (r=0.47, P = 0.023) y los aumentos en el CSA de fibra de musculo
promedio. Un modelo de regresion lineal multiple por pasos reveld que sélo dos variables respondieron en una proporcion
significativa de variacion relacionada al cambio inducido por el entrenamiento en el area de fibra promedio: el cambio en
el contenido de proteina del AR y la magnitud de la fosforilacién de la p70S6K a las 5h (Tabla 4). El R2 del modelo después
del ajuste para las variables multiples fue 0.46. Aunque el AUC de la IL-6 se correlacion¢ significativamente con los
cambios en el area de fibra promedio, no fue incluido porque la probabilidad de F al ser incluido en el modelo, era mayor
que 0.05.



de la fibra del misculo, y la fuerza

Tabla 1. Valores pre- y post-entrenamiento de las concentraciones de hormonas y citocinas de reposo, del drea del corte transversal

Pre Post p
Testosterona libre {(pM) 150 = 9 144 + 9 0.000
GH (ug/L) 1.6 = 0.5 1.4 + 0.4 0.009
IGF-1 (nM) 38.4 = 3.9 37.0 £ 4.6 0.005
Cortisol {nM) £o3 + 84 C43 £ 74 0.000
IL-6 (pg/mL) 2.2 £ 0.6 2.1 £0.7 0.122
TMF-a {pag/mL) 0.87 £ 0.34 | 0.78 £ 0.26 |[0.186
CRP (nM) 102 £ 9 110 + 19 0.007
CSA promedio (pm?) 5928 £ 1651 | 7013 £ 1471 | 0.000
CSA Tipo II {(pm?) 6284 + 1869 | 7542 +1736 | 0.000
CSA Tipo I (pm?3) 5355 + 1553 | 6098 +1486 | 0.001
1MR. Press de piernas (kg) | 236 £ 70 380 £73 0.000
Roceptor de praragene | 1172 061 0186

GH - hormona de crecimiento, IL-6 - interleucina 6, IGF-1 - factor-1 de crecimiento como la insulina, TNF-a factor de
necrosis tumoral alfa, CRP - proteina C-reactiva, CSA - area del corte transversal, 1IMR - fuerza de tnica repeticién
maxima.

Tabla 2. Valores pre- y post-entrenamiento del drea bajo la curva de las respuestas agudas de las hormonas y las citocinas a un tinico
turno de ejercicio de fuerza.CSV

Pre Post p
Testosterona libres | 7557 £ 1414 | 7190 £ 1417 | 0.000
GH 443 + 158 420 £ 1449 0.000
IGF-1 398 = 478 335 £ 4499 0.043
Cortisol 5103 = 9157 | 4613 = 8019 | 0.142
IL-6 131 = 48 131 £ 48 0.261
TMF-a 17+ 17 18 + 19 0.119
CRP £72 £ 771 S5B0 £ 1424 | 0.968

GH - hormona de crecimiento, IL-6 - interleucina 6, IGF-1 - factor-1 de crecimiento como la insulina, TNF-a factor de
necrosis tumoral alfa, CRP - proteina C-reactiva. La zona bajo la curva fue calculada en base a las concentraciones en
suero inmediatamente después del ejercicio y, 15, 30 y 60 minutos después del ejercicio con los valores basicos (de reposo)
substraidos. Los valores del AUC estan presentados en unidades arbitrarias.
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Figura 1. Correlacion entre las veces que cambi6 en el contenido de proteina del AR muscular y los cambios en drea de fibra de
miusculo esquelético después de 16 semanas de entrenamiento de la fuerza. r = 0.60, P=0.003.
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Figura 2. La fosforilacion de la p70S6K después de un turno agudo de ejercicio de fuerza antes de las 16 semanas de entrenamiento
de la fuerza y el porcentaje de cambio en el drea de fibra promedio del musculo esquelético después del entrenamiento * P <0.05.

A) Veces que cambio la fosforilacion de la P70S6K. B) Correlacion entre las veces que cambi6 a las 5hs de la fosforilacion
de la P70S6K y el porcentaje de cambio en el area de fibra promedio del musculo esquelético después del periodo de
entrenamiento. r = 0.54, P = 0.007.



Tabla 3. Correlaciones de Pearson entre las respuestas de pre-entrenamiento de hormonas, citocinas, y receptor del andrégeno (AR),
y cambios en el drea del corte transversal de la fibra del musculo (CSA) después del entrenamiento.

Variable Cambio en Camh!'n en Cambi_n en
CSA promedio | CSA Tipo II | CSA Tipo I
Veces que cambid el AR | r 0.60 0.60 0.47
P 0.003 0.002 0.023
AUC testosterona libre | r 0.06 0.07 0.10
P 0.771 0.760 0.639
AUC IL-6 r 0.48 0.42 0.51
P 0.019 0.047 0.013
AUC GH r 0.39 0.40 0.38
P 0.069 0.061 0.073
AUC IGF-1 r -0.30 -0.27 -0.23
P 0.165 0.219 0.292
AUC Cortisol r -0.02 0.00 -0.09
P 0.919 0.990 0.670
AUC TMF-a r 0.02 -0.05 0.10
P 0.919 0.812 0.652
AUC CRP r 0.18 0.13 0.06
P 0.420 0.567 0.784

GH - hormona de crecimiento, IL-6 - interleucina 6, AR -receptor del andrégeno, IGF-1 - factor-1 de crecimiento como la
insulina, TNF-a factor de necrosis tumoral alfa, CRP - proteina C-reactiva, CSA - area del corte transversal, 1MR - fuerza
de Unica repeticiéon méaxima. CSV
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Figura 3. Correlacion entre el AUC de la respuesta aguda de la IL-6 al ejercicio de fuerza antes de las 16 semanas de entrenamiento
de la fuerza y el porcentaje de cambio en el drea de fibra promedio del musculo esquelético después de 16 semanas de entrenamiento
de la fuerza. r=0.48, P = 0.019.
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Tabla 4. Modelo de regresion miiltiple paso a paso.

Coeficientes Coeficientes
Modelo . . P
no estandarizados | estandarizados
B SE B t
Constante -10.6 7.5 -1.4 0.174
AR 12.4 4.6 .48 2.9 0,008
P7056k 10.4 4.2 .40 2.4 0,023

AR - Variable dependiente que fue el porcentaje de cambio en el drea de fibra promedio.

DISCUSION

Como con muchos cambios fenotipicos con el ejercicio fisico, la hipertrofia muscular en respuesta al entrenamiento de la
fuerza muestra un alto grado de variabilidad, el origen de eso es desconocido [10,11]. Nosotros descubrimos que el
aumento en el contenido de proteina del AR con el entrenamiento de la fuerza, la magnitud del aumento agudo en la
fosforilaciéon de la p70S6K, y la respuesta de la IL-6 a un turno agudo de ejercicio de fuerza, se correlacionaron
significativamente con la magnitud de la hipertrofia de la fibra muscular en una cohorte de tamafio moderado de hombres
jovenes después de 16 semanas de entrenamiento. Usando un anélisis de regresion multiple, encontramos que so6lo los
cambios en el contenido del AR y la fosforilacién de la p70S6K fueron las variables significativas en un modelo que dio
cuenta del 46% de la variacion en la respuesta hipertrdfica. Nuestros resultados también corroboran el trabajo previo de
nuestro laboratorio que no muestra ninguna relacién entre el aumento agudo en la testosterona libre circulante, IGF-1, o
GH y la magnitud de la hipertrofia muscular después del entrenamiento [19].

El rol exacto del AR en la hipertrofia muscular tiene que ser atn elucidado. La abundancia del mARN del AR muscular no
aumenta luego del ejercicio de fuerza agudamente pero tiende a aumentar 48h después de un turno agudo de ejercicio de
fuerza [22,23]. Este patréon del mARN del AR en la regulacion persiste por al menos tres sesiones de entrenamiento pero
no parece ser conservado con el entrenamiento a largo plazo [31]. Nuestro estudio corrobora los resultados previos de que
la expresion de proteina promedio del AR no fue aumentado luego del entrenamiento de la fuerza mayor; sin embargo, la
respuesta tuvo una marcada heterogeneidad, con algunos sujetos que demuestran un marcado aumento (1.5 - 2.5 veces) en
el contenido de proteina del AR [23]. A pesar de ningun cambio estadisticamente significativo en el contenido de proteina
del receptor AR, hubo una correlacién entre el contenido de proteina del AR con la hipertrofia de la fibra. Nuestros
resultados indican que los cambios en el contenido del AR puede ser parte de una respuesta musculo-especifica presente
en un grado mayor en 'respondedores' y responsable de algo (~25%) de la variacion en la hipertrofia de la fibra de
musculo [32].

La via proteina kinasa B (Akt) - diana de rapamicina en células de mamifero (mTOR) se piensa que es criticamente
importante en la regulacion de la sintesis de proteinas del musculo y la hipertrofia. Aunque el complejo de la mTOR es un
regulador importante de la sintesis de proteinas, la fosforilacién simple de la mTOR nunca se ha demostrado para
correlacionarse con la sintesis de proteinas del musculo o hipertrofia, asi que no fue medida en este estudio. La proteina
kinasa p70S6K es un blanco de la mTOR y su fosforilaciéon aguda luego del ejercicio de fuerza se ha reportado de
correlacionarse con la hipertrofia muscular después del entrenamiento [27,33]; sin embargo, no todos los estudios han
encontrado una relacion [6,34]. Nosotros no vimos los aumentos en la fosforilacién de la p70S6K 1hs después del ejercicio,
sin embargo, la fosforilacion fue elevada 5hs post-ejercicio. La fosforilacion a las 5hs se correlacion6 con la hipertrofia
muscular indicando que los individuos que demostraron una fosforilaciéon mas tardia (5h) de la p70S6K pueden exhibir
mayor hipertrofia. En este estudio, el estado de fosforilacion en ayuno basal fue comparado al estado de fosforilacion de
cada 'blanco' después de un turno de ejercicio agudo y de la ingesta de una bebida que contenia 30g de proteinas. Es
posible que los resultados observados fueran en parte debido a los efectos de la nutacion sola [35]. Nosotros seleccionamos
examinar la fosforilacion aguda de proteinas en respuesta al ejercicio combinado y la nutricién porque la provisién de
proteinas post-ejercicio produce una mayor hipertrofia luego del entrenamiento [28] y a los sujetos se les dio un
suplemento de proteinas idéntico después de cada entrenamiento.

La falta de correlacion entre la testosterona libre y la hipertrofia muscular esta en linea con el trabajo previo de nuestro
laboratorio [19,36]. Las dosis suprafisioldgicas de testosterona draméticamente mejoran la hipertrofia muscular inducida



por el entrenamiento de la fuerza [37]; en contraste, hallazgos actuales y previos [19,36], podrian explicar los resultados
de ninguna relacién entre la elevacion aguda en la testosterona y la hipertrofia muscular en una de dos maneras. Primero,
otros factores locales son mas importantes en la regulacion de la hipertrofia muscular, y entonces la testosterona es
meramente una hormona permisiva dentro de su rango fisiolégico normal y sélo tiene efectos durante estados hipo- o
hiper-testosteronémicos. La otra posible explicacion es que la concentracién intramuscular de testosterona, donde es mas
activa y ligada a su proteina receptora, se relaciona pobremente a su concentracién en la circulacion. Asi, la medicién
después del ejercicio de las concentraciones de testosterona circulante no es un marcador para, o de alguna forma
relaciona a, la hipertrofia del musculo esquelético; sin embargo, la testosterona intramuscular, o la formacion del complejo
testosterona-AR, puede ser un importante regulador de la sintesis de proteinas e hipertrofia muscular.

Se piensa que el IGF-1 es un regulador potencial de la hipertrofia muscular que actia directamente a través de la via
Akt/mTOR [38] asi como co-localizando con las células satélite después del ejercicio de fuerza [39]. Esta propuesto que el
IGF-1 paracrino o autoécrino, juega un rol importante en la hipertrofia [40]. Hay poca evidencia, sin embargo, de que el
IGF-1 derivado del higado, mediado a través de la liberacion via el eje GH-IGF-1, y medido en la circulacion, se relacione a
los niveles en el musculo. De hecho, un reciente estudio de Nindl y colegas, demostré que no habia ninguna relacién entre
el IGF-1 medido en sangre y el contenido de proteina del IGF-1 dentro del musculo [41]. La falta de correlacion entre la
hipertrofia muscular e el IGF-1 medido en la sangre observada en este estudio no es sorprendente en la luz del trabajo de
Nindl y cols., que no ha mostrado ninguna relacién entre la proteina del IGF-1 en el musculo o espacio intersticial y el
IGF-1 en la sangre [41].

Nosotros observamos una correlacion entre la magnitud de la respuesta de la IL-6 post-ejercicio y la hipertrofia de la fibra.
Nosotros también encontramos que la IL-6 de reposo pre-entrenamiento se correlaciond inversamente con la hipertrofia de
la fibra. La IL-6 esta asociada con la degradacion de proteina muscular y el sefialamiento JAK/STAT en las células satélite,
que estd vinculado a la hipertrofia muscular [24]. Los niveles altos de IL-6 de reposo son visto con el envejecimiento, la
inflamacion sistémica y estdn asociados con los mayores niveles de adiposidad visceral [25,42,43]. Al contrario, la IL-6 es
liberada después del ejercicio desde el misculo y aunque hay una subida pronunciada en la circulacion sistémica, es
probable que los principales efectos post-ejercicio sean autdcrinos o paracrinos dentro del musculo [24,44]. A pesar de las
correlaciones observadas de la respuesta aguda de la IL-6 en suero y la hipertrofia que nosotros reportamos aqui, cuando
se agregd a un modelo de regresion multiple, la influencia de la IL-6 circulante es menor por comparacion a las medidas de
factores musculo-especificos: el AR y la p70S6K. La respuesta de IL-6 en suero inmediatamente después del ejercicio
puede ser una version 'diluido’ de la respuesta dentro del musculo activo; de esta manera, la medicion de la IL-6 en el
propio musculo seria preferible a las concentraciones sanguineas.

El modelo de regresion lineal multiple demostré que los términos significativos del modelo para la magnitud del aumento
del 4rea de la fibra muscular promedio fueron el cambio en el contenido de proteina del AR (8=0.480) y el grado de
fosforilacion de la p70S6K 5 horas después de un turno agudo de ejercicio de fuerza (8=0.404). Aunque la respuesta aguda
de la IL-6 se correlacioné con los cambios en el drea de fibra promedio, no agregdé a la variacién en la hipertrofia explicada
por el modelo y por lo cual no fue incluida. Nuestro modelo muestra que los factores intrinsecos dentro del musculo
explican mas la Unica variacion en la respuesta hipertréfica comparado con los factores circulantes. El modelo también
mostré que la fosforilacion de la p70S6K y el contenido de proteina del AR explicé la nica variacion en las ganancias del
area de fibra promedio y asi ellos, sin embargo, estén actuando probablemente sobre vias diferentes o ellos representan
efectos agudos y cronicos en una via vinculada puesto que la fosforilacion de la p70S6K fue una medida aguda mientras
que los cambios del receptor del AR representan un cambio durante las 16 semanas del periodo de entrenamiento.

Durante el periodo de estudio, los sujetos consumieron una bebida que contenia 30 g de proteina después de cada sesion
de entrenamiento y con el desayuno en los dias de no-entrenamiento. Los sujetos se abstuvieron de consumir cualquier
suplemento adicional y nosotros les sugerimos que ingieran sus comidas que constituyen su dieta normal ad libitum.
Parece poco probable que la energia total o la ingesta de proteinas sean contribuyentes sustanciales entre la variabilidad
de los sujetos en la hipertrofia muscular después del entrenamiento de la fuerza; el trabajo previo no ha mostrado ninguna
diferencia en la ingesta dietética auto-reportada entre respondedores extremos y no-respondedores al entrenamiento de la
fuerza [45]. Seria ideal para los estudios a futuro, controlar la ingesta dietética herméticamente proporcionando la comida
a los sujetos para eliminar cualquier efecto potencial de la ingesta dietética, sin embargo, esto seria logisticamente dificil,
caro, y, nosotros proponemos, poco probablemente permitir a un 'no respondedor' volverse un 'si respondedor' en términos
de hipertrofia.

En el estudio actual, nosotros elegimos medir la hipertrofia muscular con el andlisis del area de la fibra muscular. El
patrén de los resultados fue idéntico para ambos tipo I y tipo II de las fibras musculares, por esta razén nosotros usamos el
area de fibra promedio para nuestro modelo de regresion multiple. Nosotros no pudimos diferenciar entre los subtipos de
fibra (I1a o IIx) o fibra hibrida, lo cual es una pequeia limitacién de este estudio. Un homogenato del musculo entero se usd
para el analisis del AR y de la p70S6K para tener una mejor comprension mecanica de la hipertrofia especifica del tipo de
fibra, por lo que los estudios futuros deberian comparar homogenatos aislados del tipo de fibra especifico con la hipertrofia



en solamente fibras del mismo tipo.

La hipertrofia muscular es principalmente, si no completamente, un proceso conducido por el musculo que se regula
fundamentalmente por mecanismos intrinsecos al musculo en lugar de factores sistémicos que aparecen permisivos hasta
que hiper- o hipo-estados extremos estén presentes. Los cambios en el contenido del AR y la fosforilacion de la p70S6K, o
como nosotros hemos reportado previamente que la expresion del microARN musculo-especifico (miARN) mi451 [13],
dentro del musculo da cuenta mayormente de la variabilidad en la hipertrofia muscular inducida por entrenamiento,
comparado a medir las hormonas anabolicas putativas multiples (la T, la GH, el IGF-1) en la circulacion sistémica. Mientras
nosotros observamos una correlacion significativa entre la IL-6 circulante y la hipertrofia, cuando esto se agregoé a un
modelo que contenia las mediciones de la IL-6 de proteinas musculares, no dio cuenta de cualquier variacién adicional en
la respuesta hipertréfica. La capacidad para predecir una respuesta fenotipica al entrenamiento en base a las variables
medidas después de una unica sesion de ejercicio de fuerza, tiene algo de apoyo al medir las variables musculo-especificas
[13,14]; sin embargo, los estudios futuros deben enfocarse en cuantificar los factores intrinsecos al musculo o rastros
moleculares sistémicos, no de unicas o multiples hormonas que podrian actuar como substitutos para los reguladores
intrinsecos relevantes musculares de la hipertrofia. Los marcadores intrinsecos al musculo esquelético como el AR, la
p70S6K, miARN, o perfiles transcriptomicos, explicarian mucho mas la variacion en la hipertrofia muscular luego de un
entrenamiento de la fuerza, que los factores sistémicos como la T, la GH, el cortisol o el IGF-1.
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