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RESUMEN

Se buscé identificar los biomarcadores que delinearon las respuestas hipertréficas individuales al entrenamiento de la
fuerza. Los sujetos fueron hombres en edad universitaria, no entrenados, que participaron en un entrenamiento de la
fuerza de cuerpo entero (3 d/sem) durante 12 semanas. Se obtuvo composicion corporal mediante absorciometria de rayos
X de doble energia (DXA), espesor del vasto lateral (VL) mediante ecografia, sangre, biopsias musculares del VL y fuerza
de sentadilla en tres repeticiones maximas (3RM), antes (PRE) y después (POST) de 12 semanas de entrenamiento. Se
utilizé el Analisis Cluster k-medias basado en los cambios de grosor del VL identificados como bajos [LOW; n = 17; cambio
(media+DE) = +0,11£0,14 cm], moderados (MOD; n = 29,4+0,40%0,06 cm) y altos (H; n = 21,40,69%0,14 cm). Se
analizaron biomarcadores relacionados con la histologia, la biogénesis de ribosoma, la protedlisis, la inflamacién y la
sefalizacion de andrégenos entre los grupos. Hubo efectos principales de tiempo (POST>PRE, p<0,05) pero no hubo
interacciones grupoxtiempo para aumentos en la masa corporal magra de DXA, &rea de seccién transversal de fibra
muscular tipo I y II y nimero de miontcleos, nimero de células satélite y macronutrientes consumidos. Curiosamente, el
grosor PRE del VL fue ~12% mayor en LOW versus HI (p = 0,021), a pesar de que los valores POST fueron ~12% mayores
en HI versus LOW (p = 0,006). Sin embargo, s6lo hubo una correlacién débil entre los puntajes de grosor PRE del VL y el
cambio en el grosor del VL (r2 = 0,114; p = 0,005). El andlisis post hoc forzado indic6 que los niveles de ARN total del
musculo (es decir, la densidad del ribosoma) no aumentaron significativamente en el grupo LOW (351+70 ng/mg a
380%62, p = 0,253), sino que aumentaron en el grupo MOD (369+115 a 429+92, p = 0,009) y HI (35677 a 470x134,
p<0,001; POST HI>POST LOW, p = 0,013). Sin embargo, sélo hubo una asociaciéon débil entre el cambio en el ARN total
del musculo y el grosor del VL (r2 = 0,079; p = 0,026). Los niveles de ARNm de IL-1B disminuyeron en los grupos MOD y
HI después del entrenamiento (p<0,05), aunque las asociaciones entre este marcador y los cambios en el grosor del VL no
fueron significativas (r2 = 0,0002, p = 0,919). En conclusion, los individuos con valores mas bajos en el grosor del VL pre-
entrenamiento y mayores incrementos en los niveles totales de ARN muscular después de 12 semanas de entrenamiento de
la fuerza experimentaron un mayor crecimiento muscular del VL, aunque estos biomarcadores explicaron individualmente
sélo el ~8-11% de la varianza en la hipertrofia.



INTRODUCCION

El entrenamiento de la fuerza es un potente estimulo para la hipertrofia de las fibras musculares esqueléticas. Los
mecanismos bien conocidos asociados con esta respuesta adaptativa incluyen incrementos repetitivos post-ejercicio en la
sintesis de proteinas musculares (MPS) [1], asi como aumentos en la proliferacion de células satélite y en la acumulacion
mionuclear [2]. Datos recientes [3,4] y comentarios [5,6] también han sugerido que la biogénesis de ribosoma es critica
para la hipertrofia muscular dado que los ribosomas catalizan la MPS. La biogénesis de ribosoma implica la accién
coordinada de factores de transcripcion y co-activadores transcripcionales [por ejemplo, v-Myc Mielocitomatosis aviar Viral
Oncogen Homolog (c-Myc), Upstream Binding Factor (UBF), y otros] que reclutan ARN polimerasa I (Pol I) a regiones
promotoras repetitivas de ADNr para facilitar la transcripcion de pre-ARNr 47S [6,7]. Ademas, la transcripcion de ADNr es
aparentemente limitante en el proceso de biogénesis de ribosoma [8]. Existen pruebas que sugieren que el crecimiento de
miofibras se suprime con la inhibicién in vitro de Pol I [4], lo que subraya la importancia de la actividad de la Pol I para
facilitar el crecimiento muscular. El proceso de biogénesis de ribosoma es también muy complejo, ya que implica la
remodelacion de la cromatina a través de complejos que contienen proteinas como la proteina de la region cromosémica 10
del sindrome de Williams-Beuren (WSTF, por sus siglas en inglés) y las proteinas de los miembros de la familia SWI/SNF
[9]. Sin embargo, aparte de los estudios mencionados anteriormente, existe evidencia limitada que examine si varios
marcadores de la biogénesis de ribosoma coinciden con la hipertrofia del musculo esquelético después del entrenamiento
de la fuerza en humanos.

Estudios anteriores del grupo de Bamman han utilizado el Analisis Cluster k-medias para delinear las caracteristicas
moleculares entre respondedores hipertréficos bajos/no, moderados y altos al entrenamiento de la fuerza [4,10,11]. En
particular, este enfoque estadistico ha sido ampliamente utilizado en los tltimos 50 afios y posee una gran utilidad dado
que implementa un algoritmo sistematico e imparcial para clasificar los grupos de respuesta basados en una variable de
criterio [12]. Usando este enfoque, Petrella et al. [10] informaron que los aumentos en los recuentos de células satélite
inducidos por el entrenamiento de la fuerza fueron mayores en los individuos que experimentaban un incremento
“extremo” en el area de seccion transversal de la fibra muscular (fCSA, por sus siglas en inglés) al entrenamiento de la
fuerza (llamados respondedores XTR) en comparacion con los individuos que experimentaban una respuesta hipertroéfica
minima al entrenamiento de la fuerza (denominados NO respondedores). Los analisis de seguimiento indicaron que los
respondedores XTR experimentaron fuertes aumentos en la expresion ARNm de los genes relacionados con la sefializacion
del factor de crecimiento y la actividad de las células satélite después de 16 semanas de entrenamiento de la fuerza (por
ejemplo, diferentes variantes unidas del Factor de Crecimiento Semejante a la Insulina-1 y la Miogenina) [13]. Ademads, un
interrogatorio a nivel del transcriptoma de estos mismos sujetos revel6é que los ARNm relacionados con la biogénesis de
ribosoma estaban regulados al alza mientras que los ARNm relacionados con la inflamacién estaban regulados a la baja en
los respondedores XTR versus los NO respondedores [11]. Dado que la inflamacién intensificada puede aumentar la
protedlisis muscular [14,15], la incapacidad de los respondedores bajos o no-hipertréficos para regular a la baja la
inflamacion durante el entrenamiento de la fuerza puede conducir a un estancamiento del crecimiento muscular. Mas alla
de estos datos del grupo de Bamman, Mitchell et al. [16] informaron que los aumentos en los niveles de proteina del
receptor de androgenos del musculo esquelético se correlacionaron con la hipertrofia de la fibra muscular después de 12
semanas de entrenamiento de la fuerza en humanos.

Recientemente publicamos una investigaciéon con hombres en edad universitaria, no entrenados que probo los efectos
anabdlicos potenciales de la L-leucina o de la suplementacion proteica durante 12 semanas de entrenamiento de la fuerza
[17]. En este caso, adoptamos el enfoque Cluster K-medias similar al del laboratorio de Bamman [10], pero en lugar de
grupos basados en cambios en la fCSA media, generamos tres grupos basados en cambios en el grosor del vasto lateral
(VL) evaluado mediante ecografia e identificamos a los respondedores bajos (LOW), moderados (MOD) y altos (HI). En
particular, el grosor de la ecografia del VL se utiliz6 como nuestra variable de criterio para la hipertrofia muscular, dado
que el seguimiento de los cambios en el grosor muscular mediante ecografia puede ser mas sensible que la absorciometria
de rayos X de doble energia (DXA) para el seguimiento de los cambios en la masa corporal magra [18]. Ademas, mientras
se deliberaba si usar los cambios en la fCSA como variable de grupo, el trabajo clésico de Lexell sugiere que el nimero de
fibras musculares dentro del VL puede diferir apreciablemente sobre una base individual en hombres mas jovenes
(intervalo de confianza de 95% calculado = 433.191 a 522.809 fibras) [19]. Como ejemplo conceptual, si dos individuos
experimentan aumentos similares en el grosor del VL después del entrenamiento de la fuerza, se plantea que el individuo
con mas fibras musculares dentro del VL probablemente no experimente mayores aumentos absolutos en la fCSA en
relacion con el individuo con menos fibras a pesar del hecho de que el musculo VL se hipertrofié en un grado similar.
Siguiendo nuestra agrupacion de espesores de VL, buscamos examinar si los niveles de pre-entrenamiento o los cambios
inducidos por el entrenamiento en las medidas de composicién corporal junto con los recuentos totales de células satélite,
los marcadores de biogénesis de ribosoma, los marcadores de sefializacién androgénica, o los marcadores inflamatorios y
proteoliticos diferian entre los grupos. Se hipotetizé que los recuentos de células satélite, los marcadores de biogénesis de
ribosoma y/o los marcadores de sefalizacién androgénica serian mayores al comienzo o después del entrenamiento en los



respondedores HI, en comparaciéon con otros grupos, mientras que estas variables serian menores en el comienzo o
estarian menos impactadas por el entrenamiento de la fuerza en los respondedores LOW o MOD. Ademads, se hipotetizd
que los marcadores inflamatorios y de protedlisis serian mayores al comienzo o después del entrenamiento de la fuerza en
los respondedores LOW en relacion con los otros grupos.

MATERIALES Y METODOS

Protocolo de estudio

Antes de iniciar este estudio, el protocolo fue revisado y aprobado por la Junta de Revision Institucional de la Universidad
de Auburn (IRB), y cumplié con la Declaracion de Helsinki (protocolo aprobado #: 15-320 MR 1508; contacto del IRB:
irbadmin@auburn.edu). Los participantes dieron su consentimiento por escrito y completaron un cuestionario de historia
clinica para detectar factores de riesgo potenciales que podrian agravarse con actividad fisica extenuante o biopsias de
musculo esquelético.

Los hombres sin entrenamiento (es decir, al menos 6 meses sin entrenamiento estructurado de fuerza), en edad
universitaria (n = 67) de nuestro estudio previamente publicado [17] se clasificaron para los andlisis en el estudio actual.
Los participantes realizaron sesiones de entrenamiento de la fuerza de cuerpo entero tres dias a la semana durante 12
semanas. Cada sesion de entrenamiento consistia en ejercicios con pesos libres (es decir, sentadilla con barra, press de
banca con barra, peso muerto con barra y remo con barra) y crunch abdominal. Se emple6 un modelo de periodizacion
ondulante de ejercicios de fuerza que resulté en una hipertrofia muscular significativa y una mejora de la fuerza en
hombres de edad universitaria [20]. El primer periodo de entrenamiento de cada semana consistié en que cada movimiento
de barra se realizara durante 4 series de 10 repeticiones, el segundo periodo consistié en que cada movimiento se realizara
durante 6 series de 4 repeticiones, y el tercero consistié en que cada movimiento se realizara durante 5 series de 6
repeticiones. Las cargas levantadas por cada movimiento de barra se incrementaron gradualmente por participante
durante el transcurso del estudio, donde se empled el ~50% de una repeticion méxima estimada (1RM) para cada
movimiento durante la semana 1 del estudio, con cargas que aumentaron a ~110% de las 1RM iniciales estimadas para el
final del entrenamiento. En el caso de que una carga no pudiera ejecutarse con una técnica competente para un ejercicio
en un periodo de entrenamiento dado, el peso se reducia por participante, por lo tanto, para que se pudiera ejecutar la
siguiente serie. Los volimenes de entrenamiento para todos los participantes se registraron a lo largo de todo el estudio.

Se tomaron muestras de sangre y de biopsia muscular de la vena antecubital y del musculo VL, respectivamente, y estas
muestras se obtuvieron una semana antes del entrenamiento (PRE) y 72 horas después del ultimo periodo de
entrenamiento (POST) aproximadamente a la misma hora del dia (+ 2 horas) al menos 4 horas después de una comida.
Durante estas sesiones de prueba, se tomaron medidas del grosor del VL mediante ecografia y se evalud la masa corporal
magra utilizando la absorciometria de rayos X de doble energia (DXA). También se realizaron pruebas de fuerza de 3RM
de sentadilla PRE y POST de acuerdo con las recomendaciones de la Asociacién Nacional de Acondicionamiento y Fuerza
[21]. Los participantes completaron registros de alimentos de cuatro dias antes de las visitas PRE y POST, y se analiz6 la
ingesta de calorias y macronutrientes mediante un software de coédigo abierto (https://www.myfitnesspal.com), que ha sido
validado por investigaciones anteriores [22] y ha sido utilizado por otros que realizaron intervenciones de entrenamiento
de la fuerza [23,24]. Los lectores se dirigen a Mobley et al. [17] para obtener descripciones mas detalladas de las baterias
de pruebas PRE y POST, asi como del protocolo de entrenamiento. Ademas, todos los métodos relacionados con la
composicion corporal, anélisis de suero y de tejidos se encuentran en la informacion de apoyo (S1 Archivo 1. Métodos
analiticos).

ESTADISTICAS

Se utilizé el Analisis Cluster k-medias (SPSS v 22.0; IBM Corp.; Armonk, NY, USA) basado en los cambios en el grosor del
VL tras el entrenamiento de la fuerza para identificar tres grupos, similar a los métodos de Stec et al. [4]. Después de la
agrupacion de k-medias, se realiz6 la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk para todas las variables dependientes. Todas
las variables para las cuales se observo la significacién fueron transformadas de raiz cuadrada para las pruebas
estadisticas subsiguientes (anotadas en los resultados). Dado que el grupo MOD tuvo mas respondedores en relacién con el
grupo LOW y HI, la homogeneidad de las pruebas de varianza entre los grupos en PRE y POST se llevo a cabo en todas las
variables dependientes utilizando las pruebas de Levene. En particular, todas las variables excepto la proteina Pol I en
POST tenian valores p >0,05 del test de Levene. Por lo tanto, no se realizaron ajustes post hoc, dado que las varianzas



entre los grupos eran estadisticamente similares en todas las variables menos en una. Se analizaron algunas variables
dependientes al comienzo entre grupos utilizando el ANOVAs unidireccional con las pruebas post hoc de Tukey. Se
analizaron las comparaciones de variables dependientes a lo largo del tiempo entre los grupos utilizando medidas
repetidas factoriales mixtas ANOVAs de 3x2 (grupoxtiempo). Si se observaba un efecto de grupo significativo, se
realizaban las pruebas post hoc de Tukey para determinar qué grupos diferian. Si se observaba una interaccién
grupoxtiempo significativa, se realizaban pruebas t de muestras dependientes de PRE a POST (corregidas para multiples
comparaciones) dentro de cada grupo, y se realizaban ANOVAs unidireccionales con pruebas post hoc de Tukey en los
puntos de tiempo PRE y POST para determinar las diferencias entre grupos. También se realizaron correlaciones
bivariadas en variables seleccionadas que diferian entre los grupos para establecer mejor el grado de asociaciéon que
existia entre los biomarcadores y el cambio en el grosor del VL. Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando
SPSS v22.0 (IBM Corp) y la significacion se establecié en p<0,05, aunque también se discutieron los valores p de
"significacion aproximada" (es decir, 0,050PRE, p<0,001).

Tabla 2. Ingesta de macronutrientes autoinformada.

Variable PRE POST Statistics

Energy intake (keal/d)

LOW 17224426 24404521 Cluster p = 0.327
MOD 2033604 2595+703 Time p<0.001 (POST=PRE)
HI 1924492 2569+493 CxTp=0758
Protein intake (g/d)

LOW 8420 14244 Cluster p = 0.848
MOD 90+27 137440 Time p<0.001 (POST=PRE)
HI 86424 133436 CxTp = 0.617
Carbohydrate intake (g/d)

LOW 185453 251462 Cluster p = 0.140
MOD 230+80 283+86 Time p<0.001 (POST=PRE)
HI 217470 2964105 CxTp=0.537

Fat intake (g/d)

LOW 6817 99:28 Cluster p = 0.792
MOD 77123 100+43 Time p=<0.001 (POST=PRE)
HI 78421 95+45 CxTp = 0616

Significant main time effects were observed for calorie and macronutrient intakes in all clusters (p<0.001). All data

are presented as mean £ standard deviation values,

https2doi.orgM0.1371/journal pone 01952031002

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0195203.t002

Cambios pre- a post-entrenamiento en el grosor del VL y en la masa corporal magra de DXA

Se observo un efecto de tiempo significativo (POST>PRE, p<0,001) y una interaccién grupoxtiempo (p<0,001) para el
cambio en el espesor del VL (Fig. 2A). Todos los grupos experimentaron aumentos en el grosor del VL (p<0,05). Los
valores PRE del espesor del VL fueron mayores en LOW versus HI (p = 0,014), mientras que los valores POST fueron
mayores en HI versus LOW (p = 0,006). Sin embargo, sélo hubo una correlacién débil entre las puntuaciones iniciales del
espesor del VL y el cambio en los valores del espesor del VL (r2 = 0,114; p = 0,005). Se observé un efecto de tiempo
significativo (POST>PRE, p<0,001) para los cambios de masa corporal magra de DXA (Fig. 2B), pero no existié ningun
efecto de grupo o interaccioén de grupoxtiempo.


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0195203.t002
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Figura 2. Grosor del VL pre- y post- entrenamiento y valores de masa corporal magra de DXA entre grupos.

Leyenda: Todos los grupos presentaron aumentos en el grosor del VL después del entrenamiento de la fuerza (*, p<0,05)
(panel a), aunque los niveles PRE fueron mayores en LOW versus HI (p = 0,014) y los niveles POST fueron mayores en HI
versus LOW (#, p = 0,006). El panel b muestra los cambios en la masa corporal magra (LBM) de DXA PRE- a POST-
entrenamiento, donde sdlo se observd un efecto de tiempo (p<0,001). Los datos se presentan como valores individuales de
los respondedores, los valores del grafico de barras indican valores medios de grupo, y los valores medios *+ desviacion
estandar se presentan debajo de cada barra.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0195203.g002
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https://doi.org/10.1371/journal.pone.0195203.g002

Cambios en el area de seccion transversal de la fibra muscular, el nimero de miontucleos y el nimero de células
satélite entre grupos

Se observo un efecto de tiempo significativo (POST>PRE, p<0,001) y una interaccién grupoxtiempo (p = 0,002) para el
cambio en la fCSA tipo I (Fig. 3A). Los grupos LOW y HI experimentaron aumentos en la fCSA tipo I (p<0,05), aunque no
hubo diferencias en los valores PRE o POST entre los grupos. También se observé un efecto de tiempo significativo
(POST>PRE, p<0,001) y una interaccién grupoxtiempo (p = 0,006) para el cambio en la fCSA tipo II (Fig. 3B). Los grupos
LOW y HI experimentaron aumentos en la fCSA tipo II (p<0,05) y los aumentos en el grupo MOD se aproximaron a la
significacion (p = 0,086). Sin embargo, no hubo PRE o POST diferencias en los valores de la f{CSA tipo II entre los grupos.
Sélo se observaron efectos de tiempo significativos (POST>PRE, p<0,001) para el cambio en el numero de mionudcleos de
la fibra tipo I (Fig 3C), el numero de mionucleos de la fibra tipo II (Fig 3D) y el numero de células satélite (datos
transformados antes del analisis debido a una distribuciéon no normal; Fig 3E).
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Figura 3. Cambios en el drea de seccion transversal de la fibra muscular, el niimero de mionticleos y el niimero de células satélite
entre grupos

Leyenda: Los principales efectos de tiempo existieron para los cambios de la fCSA tipo I (POST>PRE, p<0,001) (panel a),
de la fCSA tipo II (POST>PRE, p<0,001) (panel b), nimero de miontucleos por fibra tipo I (POST>PRE, p<0,001) (panel c),
numero de miontucleos por fibra tipo II (POST>PRE, p<0,001) (panel d), y nimero de células satélite (POST>PRE,
p<0,001) (panel e). Sin embargo, no existieron efectos de grupo o interacciones grupoxtiempo. Los datos se presentan
como valores individuales de los respondedores, los valores del grafico de barras indican valores medios de grupo, y los
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valores medios + desviacién estandar se presentan debajo de cada barra.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0195203.g003

Cambios en los marcadores de biogénesis de ribosoma entre grupos

No existieron efectos principales ni interacciones grupoxtiempo para la proteina c-Myc (datos transformados antes del
analisis debido a una distribuciéon no normal), la proteina WSTF o los niveles de proteina ARN pol-I (Fig. 4A-4C). Los
principales efectos de tiempo existieron para los niveles de ARNr 45S (datos transformados antes del analisis debido a una
distribucién no normal; PRE>POST, p = 0,002; Fig. 4D) y los niveles totales de ARN (datos transformados antes del
analisis debido a una distribucién no normal; POST>PRE, p<0,001; Fig. 4E), pero no existieron efectos principales de
grupo ni interacciones de grupoxtiempo. Hubo una correlacion débil pero significativa entre el cambio en el ARN total del
musculo y el grosor del VL (r2 = 0,079; p = 0,026).
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Figura 4. Alteraciones en los biomarcadores de biogénesis de ribosoma entre grupos.

Leyenda: No existieron efectos principales o interacciones grupoxtiempo para los niveles de proteina c-Myc (panel a),
proteina WSTF (panel b), o proteina ARN pol-I (panel c). Los principales efectos de tiempo existieron para los niveles de
ARNr 45S (PRE>POST, p = 0,004) (panel d) y los niveles totales de ARN (POST>PRE, p<0,001) (panel e), pero no
existieron efectos principales de grupos o interacciones grupoxtiempo. Los datos se presentan como valores individuales
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de los respondedores, los valores del grafico de barras indican valores medios de grupo, y los valores medios + desviacion
estandar se presentan debajo de cada barra.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0195203.g004

Biomarcadores de seiializacion androgénica entre grupos

No existieron efectos principales significativos ni interaccién grupoxtiempo para la testosterona total en suero (datos
transformados antes del andlisis debido a una distribucién no normal; Fig. 5A). Existi6é un efecto de tiempo significativo
para los niveles de proteina AR (datos transformados antes del analisis debido a una distribucién no normal; PRE>POST,
p<0,001), pero no existié ningun efecto principal de grupo o interacciéon grupoxtiempo.
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Figura 5. Alteraciones en los biomarcadores de sefializacion androgénica entre grupos.

Leyenda: No hubo efectos principales significativos ni interaccién grupoxtiempo para la testosterona total en suero (panel
a). Un efecto de tiempo significativo existid para los niveles de proteina AR (PRE>POST, p<0,001) (panel b), pero no
existié ningun efecto principal de grupo o interaccién grupoxtiempo. Los datos se presentan como valores individuales de
los respondedores, los valores del gréafico de barras indican valores medios de grupo, y los valores medios + desviacién
estandar se presentan debajo de cada barra.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0195203.g005

Biomarcadores catabdlicos entre grupos

No existiéo ningtn efecto principal significativo o interaccion grupoxtiempo para el cortisol en suero (Fig. 6A). Existi6é un
efecto de tiempo significativo para los niveles de miostatina en suero (PRE>POST, p = 0,006) (Fig. 6B), pero no existi6
ningdn efecto principal de grupo o interacciéon grupoxtiempo. No existieron efectos principales significativos o
interacciones grupoxtiempo para los niveles de proteina NF-kB fosforilada (Fig 6C), o niveles de proteina MuRF-1 (Fig
6D). Curiosamente, una interaccion grupoxtiempo se aproximo a la significancia de la actividad del proteasoma 20S (p =
0,058; Fig 6E). Dado que la interaccion se aproximo a la significacién estadistica, se realizaron pruebas post hoc forzadas
que sugirieron que la actividad del proteasoma 20S fue: a) en el punto de tiempo PRE, mayor en MOD versus LOW (p =
0,020) y mayor en HI versus LOW (p = 0,068), b) tendencia mas alta en el punto de tiempo POST en comparacion con PRE
dentro del grupo LOW (p = 0,061; el umbral de significacion es p<0,017 debido a multiples pruebas t), y c) tendencia mas
baja en el punto de tiempo POST en comparacion con PRE dentro del grupo MOD (p = 0,077; el umbral de significancia es
p<0,017 debido a multiples pruebas t). Existié una asociaciéon negativa débil entre el cambio en la actividad del
proteasoma 20S y el cambio en el grosor del VL (r2 = 0,057; p = 0,083). En particular, todos los datos incluidos en la
Figura 6 fueron transformados antes del andlisis debido a que estas variables no estén distribuidas normalmente.
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Figura 6. Alteraciones en los biomarcadores catabdlicos entre grupos.

Leyenda: No existiéo ningtin efecto principal significativo o interacciéon grupoxtiempo para el cortisol en suero (panel a).
Existi6 un efecto de tiempo significativo para los niveles de miostatina en suero (PRE>POST, p = 0,006), pero no existi6
ningun efecto principal de grupo o interacciéon grupoxtiempo (panel b). No existieron efectos principales significativos o
interacciones grupoxtiempo para los niveles de proteina NF-kB fosforilada (panel c), o niveles de proteina MuRF-1 (panel
d). Una interaccion grupoXxtiempo se aproximé a la significacién para la actividad del proteasoma 20S (p = 0,058) (panel
e), y las pruebas post hoc forzadas revelaron que: a) los niveles PRE fueron mayores en MOD versus LOW (#; p = 0,020),
b) los niveles mas altos POST versus PRE en el grupo LOW se aproximaron a la significacion (p = 0,061), y c) los niveles
mas altos PRE versus POST en el grupo MOD se aproximaron a la significacion (p = 0,077). Los datos se presentan como
valores individuales de los respondedores, los valores del gréafico de barras indican valores medios de grupo, y los valores
medios + desviacion estdndar se presentan debajo de cada barra.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0195203.g006

Niveles de ARNm inflamatorio y catabdlico entre grupos

No existieron efectos principales significativos o interaccién grupoxtiempo para los niveles de IL-6 ARNm de musculo
esquelético (Fig. 7A). Existi6 una interaccion significativa grupoxtiempo para el ARNm de IL-1B (p = 0,029; Fig. 7B), pero
no existieron efectos principales. Las pruebas post hoc revelaron que: a) los niveles PRE de ARNm IL-1p fueron mayores en
MOD versus LOW (p = 0,050), y b) los niveles disminuyeron en el grupo MOD (p = 0,006; el umbral de significacion es
p<0,017 debido a multiples pruebas t) y tendieron a disminuir en el grupo LOW (p = 0,019; el umbral de significacion es
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p<0,017 debido a multiples pruebas t) después del entrenamiento. Sin embargo, no hubo una asociacién significativa entre
los cambios de grosor del VL y los cambios de ARNm IL-1p entre los grupos (r2 = 0,0002, p = 0,919). Existié un efecto de
tiempo significativo para el ARNm TNF-a (PRE>POST, p = 0,029; Fig 7C), pero no existié ningun efecto principal de grupo
o interaccion gripoxtiempo. No existié ningtn efecto principal significativo o interaccién grupoxtiempo para los niveles de
ARNm MSTN del musculo esquelético (Fig. 7D). En particular, todos los datos de la Figura 7 fueron transformados antes
del analisis debido a que estas variables no estan distribuidas normalmente.
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Figura 7. Alteraciones en los niveles de ARNm inflamatorio y catabdlico entre grupos.

Leyenda: No existieron efectos principales significativos o interaccién grupoxtiempo para los niveles de IL-6 ARNm del
musculo esquelético (panel a). Existi6 una interaccién significativa de grupoxtiempo para el ARNm IL-1f (p = 0,029 (panel
b), y las pruebas post hoc revelaron que: a) los niveles PRE de ARNm IL-1B fueron mayores en MOD versus LOW (#; p =
0,050), y b) los niveles disminuyeron en el grupo MOD (¥, p = 0,006) y LOW (*, p = 0,019) después del entrenamiento.
Existio un efecto de tiempo significativo para el ARNm TNF-a (PRE>POST, p = 0,029) (panel c), pero no existié ningun
efecto principal de grupo o interaccion grupoxtiempo. No existié ningun efecto principal significativo o interacciéon
grupoXxtiempo para los niveles de ARNm MSTN del musculo esquelético (panel d). Los datos se presentan como valores
individuales de los respondedores, los valores del grafico de barras indican valores medios de grupo, y los valores medios
+ desviacion esténdar se presentan debajo de cada barra.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0195203.g007

Cambios en la fuerza de miembros inferiores entre grupos

Existié un efecto de tiempo (PRE>POST, p<0,001) y un efecto de grupo significativo (LOW>HI, p = 0,045) para la fuerza
de 3RM de sentadilla (Fig. 8B), pero no hubo interaccion grupoxtiempo.
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Figura 8. Cambios en la fuerza de miembros inferiores entre grupos

Leyenda: Hubo un efecto de tiempo (PRE>POST, p<0,001) y un efecto de grupo significativo (LOW>HI, p = 0,045) para la
fuerza de 3-RM de sentadilla, pero no existid interaccion grupoxtiempo. Los datos se presentan como valores individuales
de los respondedores, los valores del grafico de barras indican valores medios de grupo, y los valores medios + desviacion
estdndar se presentan debajo de cada barra.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0195203.g008

DISCUSION

El estudio actual contintia ampliando los informes anteriores que han identificado biomarcadores que delinean las
respuestas hipertréficas individuales al entrenamiento de la fuerza. Aqui, los recuentos de células satélite aumentaron en
respuesta al entrenamiento, pero no se observé interaccion grupoxtiempo. Nuestros hallazgos difieren de los datos
publicados por el laboratorio de Bamman que informan un aumento en los recuentos de células satélite después de 16
semanas de entrenamiento de fuerza en XTR versus otros grupos [10]. Sin embargo, debe notarse que las diferencias en el
disefio de los estudios (es decir, la poblacion participante, el programa de entrenamiento, la suplementacion y la duracion
del estudio) son potencialmente importantes para los hallazgos discrepantes. En particular, los hombres y mujeres jovenes
y mayores fueron incluidos en el estudio de Petrella et al., y una publicacion anterior de este grupo que utilizé a muchos de
estos mismos participantes informé que sélo los hombres mas jovenes (no los hombres o mujeres mayores) experimentaron
aumentos en los recuentos de células satélite después de 16 semanas de entrenamiento de la fuerza [25]. Colectivamente,
estos datos sugieren que los hombres jovenes, sin entrenamiento, experimentan hipertrofia con aumentos concomitantes
en el nimero de células satélite en respuesta al entrenamiento de la fuerza. Sin embargo, nuestros datos sugieren que los
aumentos de células satélite en esta poblacién no estan relacionados con el grado de hipertrofia del musculo esquelético
evaluado a través del grosor del VL.

Stec et al. [4] informaron que los respondedores del XTR presentaron aumentos rapidos en la hipertrofia de tipo II
acompanada de aumentos en la densidad de ribosoma (es decir, el ARN total por peso del musculo evaluado) en respuesta
a sdlo 4 semanas de entrenamiento de la fuerza. Aunque so6lo observamos un efecto significativo de tiempo para los niveles
totales de ARN, realizamos un analisis post hoc forzado dado que habia una puntuaciéon de cambio de alta magnitud en el
grupo HI (+32% después del entrenamiento) versus el grupo LOW (+8%). Este anélisis post hoc forzado indicé lo siguiente
(note que la significacion no fue indicada en la Fig. 4E debido a la falta de una interaccion significativa): a) los niveles de
ARN total del musculo no aumentaron significativamente en el grupo LOW (p = 0,253), sino que aumentaron en el grupo
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MOD (p = 0,009; el umbral para la significacion es p<0,017 debido a las multiples pruebas t) y en el grupo HI (p<0,001), y
b) los niveles de ARN post-entrenamiento fueron mas altos en el grupo HI versus el grupo LOW (p = 0,013). Por lo tanto,
postulamos que un mayor aumento en la biogénesis de ribosoma puede delinear las respuestas hipertroficas al
entrenamiento de la fuerza, tal como Stec et al. y otros han informado en humanos [3,4]. Sin embargo, nuestro hallazgo de
que el cambio en el ARN total del musculo sélo explica el ~8% de la varianza en los cambios de grosor del VL (r2 = 0,079)
implica que este marcador puede no ser un fuerte predictor de la hipertrofia del misculo esquelético.

A pesar de que la densidad de ribosoma aumenta con el entrenamiento, los niveles de expresién de pre-ARNr 45S fueron
regulados a la baja con el entrenamiento de la fuerza sin importar el grupo. De hecho, estos resultados difieren de los de
Stec et al. [4] y Figueiredo et al. [3] quienes informaron que 4 y 8 semanas de entrenamiento de la fuerza,
respectivamente, incrementan los niveles de pre-ARNr 45S. Sin embargo, nuestros hallazgos sugieren que la biogénesis de
ribosoma probablemente opera a través de un mecanismo de retroalimentacién negativa por el cual el aumento de la
densidad de ribosoma inducido por el entrenamiento aqui promovié potencialmente una regulaciéon a la baja de la
transcripcion de ADNr. Esta hipétesis no es infundada dado que las respuestas transcriptémicas y de la MPS al
entrenamiento de la fuerza operan de manera similar, por lo que un nuevo estimulo de ejercicio provoca alteraciones
fuertes en estas variables en relacion con los periodos de ejercicio posteriores [26]. Sin embargo, una sola serie de 45S
situada hacia el final de los 5' de la transcripcion se utiliz6 como sustituta de la biogénesis ribosomal, lo que limita nuestra
capacidad para sacar conclusiones definitivas sobre como el entrenamiento afect6 los niveles de expresion.

Las citoquinas pro-inflamatorias (por ejemplo, TNF-a e IL-1B) aumentan la actividad proteolitica en el mudsculo esquelético
[15,27,28]. Ademas, mientras que la IL-6 tiene varias funciones pleiotropicas en el musculo esquelético [29], los datos
sobre roedores [14] y humanos [30] sugieren que la IL-6 aumentada incrementa la proteélisis de la proteina muscular
esquelética. La protedlisis muscular estd regulada en gran medida por la induccién del atrogeno [31], y la MuRF-1 es una
ligasa E3 especifica del misculo que ubiquiniza las proteinas miofibrilares (por ejemplo, las cadenas pesadas de miosina, la
troponina I y otras proteinas relacionadas con la miosina). Después de la poli-ubiquinacidn catalizada por E3, las proteinas
musculares son degradadas por el proteasoma 26S que estd compuesto por la particula del nicleo enzimatico 20S y la
particula reguladora 19S [32]. Observamos un efecto del entrenamiento con respecto a una regulacion a la baja en los
niveles de ARNm de TNF-qa, y esto estd de acuerdo con estudios anteriores de entrenamiento de la fuerza [33,34].
Interesantemente, los niveles de ARNm IL-1B disminuyeron significativamente en el grupo MOD y tendieron a bajar en el
grupo HI, pero no fueron alterados en el grupo LOW después del entrenamiento. Ademas, una interaccion grupoxtiempo
para la actividad del proteasoma 20S se aproxim¢ a la significacion (p = 0,058), y un anélisis post-hoc forzado sugirié que
la actividad tendia al alza en el grupo LOW después de 12 semanas de entrenamiento de la fuerza. Aunque son
especulativos, estos datos podrian indicar que la incapacidad para regular a la baja determinados ARNm pro-inflamatorios
y/o una induccion en los niveles de actividad del proteasoma en los respondedores de LOW puede haber sido parcialmente
responsable de la menor magnitud de la hipertrofia en este grupo en relacién con otros grupos. Sin embargo, la falta de
asociaciones moderadas o grandes entre los cambios en los niveles de ARNm IL-1B o en los niveles de proteasoma 20S y
los cambios en el grosor del VL, sugiere que estos marcadores fueron minimamente predictivos de la hipertrofia del VL, lo
que limita la probabilidad de la hipdtesis antes mencionada.

La testosterona es una hormona sexual anabdlica que se une como un ligando a los receptores de andrégenos y ha sido
ampliamente estudiada con respecto a su capacidad para aumentar la masa muscular esquelética mediante la estimulacion
de la proliferacion de células satélite [35,36] y MPS [37, 38]. Mientras que otros han informado aumentos en el contenido
de proteina AR muscular correlacionados con la hipertrofia muscular [16], observamos que 12 semanas de entrenamiento
de la fuerza redujeron el contenido de AR independientemente del grupo. Por lo tanto, al igual que con el ARNr 45S, esta
observacion probablemente sugiere que los periodos de entrenamiento repetidos provocan un bucle de retroalimentacion
negativa con respecto a la expresion de la proteina AR. Ademas, no hubo ningun efecto de entrenamiento o interaccion o
efecto entre grupos con respecto a los niveles de testosterona en suero, lo que parece coincidir con otra bibliografia que
sugiere que los cambios en la testosterona total o libre en suero con el entrenamiento de la fuerza no estan relacionados
con la hipertrofia del musculo esquelético [39].

La MSTN es miembro de la superfamilia de factor de crecimiento transformante-p que suprime la proliferacion y
diferenciacion celulas satélite [40] asi como la MPS en fibras musculares maduras [41]. En particular, el ARNm de la
MSTN del musculo esquelético esta regulado a la baja en respuesta al ejercicio agudo de la fuerza [42,43], y los niveles de
proteina y ARNm de la MSTN estan regulados a la baja en respuesta al entrenamiento crénico de la fuerza [44,45]. En el
estudio actual, los niveles séricos de la MSTN disminuyeron con el entrenamiento independientemente del grupo, aunque
los niveles de ARNm permanecieron inalterados. Aunque este ultimo hallazgo es dificil de conciliar con bibliografia
anterior, la disminucion en los niveles séricos de MSTN continda sugiriendo que el entrenamiento de la fuerza disminuye
las facetas de la sefializacion de la miostatina.

Este hallazgo podria indicar que los que los respondedores HI no sélo tuvieron una mayor capacidad para la hipertrofia
localizada del VL dado el menor grosor muscular pre-entrenamiento, sino un mayor potencial para la plasticidad muscular.



De hecho, mientras que el aumento de la biogénesis de ribosoma o la reduccién de la actividad del proteasoma pueden
estar relacionados con este ultimo, también hipotetizamos que los componentes de la matriz extracelular podrian estar
relacionados con este fendmeno. En este sentido, otros han demostrado hipertrofias rapidas del musculo cardiaco con
extirpacion pericérdica [46], lo que sugiere que el tejido conectivo tiene una gran influencia en el crecimiento del tejido
muscular. Asimismo, la evidencia de roedores seleccionados sugiere que los perfiles de expresion génica relacionados con
la remodelacion de la matriz extracelular estan correlacionados con el crecimiento de las fibras musculares [47]. Por lo
tanto, aunque estos marcadores no fueron evaluados aqui, especulamos que una interesante direccion de investigacion
futura incluiria interrogar si los respondedores LOW més jovenes poseen caracteristicas que sugieren una matriz
extracelular menos maleable (por ejemplo, una mayor expresion de genes relacionados con el coldgeno o componentes de
tejido conectivo mas gruesos a nivel de micro y macroestructura).

Finalmente, aunque hubo respuestas individuales claras con respecto a los cambios en el grosor del VL, el hecho de que
todos los grupos que experimentaron aumentos similares en la masa corporal magra y la fuerza de los miembros inferiores
con el entrenamiento es un hallazgo digno de mencién. Como alternativa, un tema mas amplio de estos datos es que los
respondedores individuales LOW pueden experimentar adaptaciones positivas al entrenamiento cuando se implementa un
riguroso programa diario de entrenamiento de la fuerza de periodizacion ondulante.

Consideraciones experimentales

En el presente estudio deben tenerse en cuenta consideraciones experimentales. En particular, la intencién original de
este estudio fue examinar los efectos de la L-leucina o de diferentes suplementos proteicos sobre la hipertrofia del musculo
esquelético versus un placebo de carbohidratos. Sin embargo, como se informé en una investigacion previa [17] y en la
Tabla 1, todos los grupos con suplemento experimentaron aumentos similares en la hipertrofia de la fibra tipo II y la
distribucién de los participantes que consumieron varios suplementos no fue diferente entre los grupos. Aparte de esta
consideracion, una limitacién metodoldgica critica fue que no se evaluaron las respuestas agudas o cronicas de la MPS al
entrenamiento. Aunque existen datos que sugieren lo contrario [48], investigaciones previas han informado eventos agudos
de transduccién de sefiales post-ejercicio asociados con aumentos de MPS (por ejemplo, aumento de la fosforilacion de
p706sk) o respuestas elevadas de MPS a un periodo inicial de entrenamiento de la fuerza que predice respuestas
hipertroficas a largo plazo [49,50]. Por lo tanto, aunque en el mejor de los casos es especulativo, en el estudio actual
postulamos que los respondedores HI pueden haber experimentado una mayor respuesta MPS después de cada sesion de
entrenamiento en comparacion con los respondedores LOW y MOD. Ademas, aunque nuestro estudio examind los datos de
biopsia y registro de alimentos pre- y post-intervencion, es probable que las respuestas hipertroéficas individuales sean el
resultado de varios factores fisiolégicos, ambientales y psicosoméaticos que no fueron evaluados directamente y que
ocurren en el dia a dia (por ejemplo, habitos de suefio, niveles de estrés, etc.). Por lo tanto, se justifican investigaciones
futuras que implementen disefios de estudios que aborden mejor estos temas. Una limitacidon no resuelta fue que nuestra
POST biopsia estuvo relativamente cerca del tltimo periodo de entrenamiento (72 horas), por lo que esta restricciéon
metodoldgica puede haber confundido ciertos hallazgos en algunos participantes (por ejemplo, patrones de expresion de
proteinas, patrones de expresion de ARNm, actividad de células satélite). Finalmente, una observacion interesante para
exploraciones futuras se not6 aqui en que el menor espesor del VL al comienzo en el grupo HI versus el LOW no se reflej6
en los respectivos valores mas bajos de la fCSA tipo I y II al inicio. Como se indica en la introduccién, esta observaciéon
puede estar relacionada con las diferencias inter-individuales en el nimero de fibras del VL. Por ejemplo, si dos sujetos
tenian 500.000 fibras de VL pero el sujeto #1 tenia un grosor de VL que era un 20% mayor que el sujeto #2 al comienzo,
entonces se esperaria que las fibras musculares en el sujeto #1 fueran un 20% mas grandes. Sin embargo, bajo este mismo
escenario de grosor del VL, si el sujeto #1 tuviera 400.000 fibras musculares y el individuo #2 tuviera un 20% maés de
fibras (480.000 fibras musculares) entonces se esperaria que ambos posean fibras musculares de tamafio similar.
Notablemente, esta magnitud de diferencia de fibras entre los sujetos esta dentro del &mbito de lo posible de acuerdo con
los datos de Lexell [19], y la variacidon potencial inter-individual en el nimero de fibras ilustra por qué el analisis de
imagenologia hipertrofica (por ejemplo, los datos de la ecografia) puede no concordar bien con los datos histolégicos de la
fCSA, y estudios futuros deberian tratar de abordar este asunto.

Conclusiones

Estos datos siguen describiendo los factores que se asocian con las respuestas hipertroéficas individuales al entrenamiento
de la fuerza. Los individuos con menores valores de grosor del VL pre-entrenamiento y mayores incrementos en los niveles
de ARN total muscular después de 12 semanas de entrenamiento de la fuerza experimentaron un mayor crecimiento
muscular del VL, aunque estos biomarcadores explicaron individualmente sélo el ~8-11% de la varianza en la hipertrofia.
Sostenemos que los esfuerzos de investigacidn que contindan identificando predictores significativos de hipertrofia
permitiran determinar si tales variables pueden ser moduladas de forma individual para optimizar las adaptaciones de los
ejercicios.
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