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l. INTRODUCCION

La actividad fisica, la practica sistemética y los programas del ejercicio
confieren efectos positivos en la salud y en la funcionalidad del organismo en
cualquier etapa de la vida. Estas representan una estrategia efectiva de salud
publica para apoyar en la prevencion de enfermedades  cronico-
degenerativas (Després 2012). A nivel molecular, metabdlico y fisioldégico
muchos de los beneficios del ejercicio pueden ser explicados por la alteracion
en la secreciobn de miocinas y citocinas que libera la: masa muscular
esquelética (MME) directa o indirectamente al ejercitarse. La miostatina
(MSTN) es una de las principales miocinas producidas por el MME. Elinterés
por la miostatina provino de los casos donde el polimorfismo de MSTN
K153R (rs1805086) que se ha relacionado con hipertrofia muscular en
animales (Szabo et al., 1998) y humanos (Schuelke et al., 2004). A pesar de
que la proteina funcional MSTN es altamente conservada (Allen et al., 2011),
se ha demostrado una fuerte asociacion en la respuesta al entrenamiento de
resistencia en los individuos heterocigotos Africo-Americanos (Kostek et al.,
2009) y con potencia en-hombres deportistas jovenes (Santiago et al., 2011).
Si bien la presencia del polimorfismo rs1805086 de la miostatina se ha usado
en biotest (Metric®, MyDNA®) como marcador de potencia, falta por hacer

analisis mas profundos en hispanos y mas aln en mexicanos.

En los inicios de su descubrimiento y hasta hace algunos afios, las
investigaciones sobre miostatina sérica giraban en torno a su funcion como
regulador negativo de la masa muscular (Lee, 1997). A partir del 2010
incremento la evidencia cientifica de su potencial como agente terapéutico
en trastornos genéticos (inhibidores de miostatina) (Malik et al., 2012) y en
problemas crénico-degenerativos (Zhoe et al., 2010) que afectan la masa
muscular, asi como en el envejecimiento (White& LeBrasseur, 2014) y en la
modificacion de la masa muscular en fisiconstructivistas (Sharp et al., 2014).

Actualmente se ha empezado a explorar su influencia en el metabolismo



energeético, la diabetes mellitus y la obesidad (Chen et al., 2012), lo que hace
pensar que la miostatina tiene una gran relevancia en la homeostasis
energética y que su actividad también puede afectar la fisiologia hepatica,
adiposa e incluso del tejido éseo (Dong et al., 2016). En atletas master 'y de
élite hay aspectos por explorar que pudieran evidenciar el uso de miostatina
y otros marcadores bioldgicos de respuesta al ejercicio como indicadores del
control biologico en el area del metabolismo, el ejercicio e incluso el dopaje.
Aunque hay publicaciones sobre las concentraciones en sangre de
miostatina en ciertas poblaciones deportistas y no deportistas, no existen
valores de referencia de la miostatina sérica validados, ni datos publicados
en mexicanos, mucho menos para atletas. Considerando la variabilidad
biologica y las diferencias genéticas es fundamental generar datos para

distintas poblaciones y grupos como deportistas (Lakshman et al., 2009).

Por lo que este estudio se basé en investigar primero la prevalencia del
polimorfismo rs1805086 de la miostatina en poblacién Mexicana, y ver las
asociaciones de la parte genética y metabdlica del ejercicio y la composicion
corporal y en su ultima parte también se evaluoé el efecto de la miostatina con

marcadores del sistema inmune y el impacto que tuvieron en nadadores

El objetivo general del proyecto fue analizar posibles marcadores genéticos
y metabdlicos asociados a la masa muscular y al ejercicio en mexicanos con
diferente nivel de condicion fisica. El proyecto fue dividido en dos fases, en
la primera fase se analizaron aspectos genéticos relacionados con
polimorfismos de nuclétido simples (SNPs) asociados con la masa muscular,
para lo cual se generd una revision bibliografica exhaustiva, la cual permitid
plantear la investigacion para evaluar la asociacion del polimorfismo
rs1805086 de la MSTN y marcadores antropométricos y de compaosicion
corporal de poblacion joven mexicana.. En la segunda fase se realizd

investigacion para evaluar la asociacion de marcadores enddcrinos y del



sistema inmune asociados a la masa muscular y el ejercicio personas

entrenadas (nadadores) y no entrenadas.



Il. ANTECEDENTES

2.1El rol de la masa muscular en la salud.

Habitualmente se habla de la masa muscular esqueletia (MME) desde la
perspectiva del rendimiento deportivo, sin considerar y en. ocasiones
minimizar su rol en la salud de jovenes y adultos mayores (Wolfe, 2006).
Entre las funciones mas importantes de la MME se destacan que ayuda a
mantener la masa proteica vital de todos los 6rganos del cuerpo, proveer del
nitrégeno necesario para el sistema inmune y durante la recuperacion de
enfermedades, ademas de ayudar a que el gasto de energia y uso de
nutrimentos sea mas eficiente tanto en.reposo como en actividad (Volpi et
al., 2004). La MME cobra mayor importancia y se hace mas evidente en
situaciones de enfermedad y envejecimiento. Por ejemplo: la pérdida de
MME es un determinante de la sobrevivencia de una persona con cancer o
de la prognosis en una persona con enfermedades cardiovasculares (Leod
et al., 2016; Shrikantan et al., 2016). Por otro lado, el deterioro musculo-
esquelético en adultos mayores tiene consecuencias severas, tales como la
sarcopenia, la osteopenia y el incremento de osteoartritis y de caidas,
disminuyendo la calidad de vida de las personas(Cruz-Jentoft et al., 2010;
Siparsky ‘et al, 2014).La correcta funcionalidad de la MME incluso se
considera como un predictor independiente de la longevidad y el riesgo de
enfermedades incluyendo Diabetes Tipo 2 (Shrikantan y Karlamangla, 2014;
McGregor et al., 2014; Guerrero et al., 2016).



2.2Aspectos genéticos asociados a la composicion corporal y la masa

muscular.

Algunas propiedades musculares como la anatomia estructural y las
conexiones musculares con tejidos especificos estan determinadas desde el
desarrollo embrionario mientras que otras varian con condiciones fisiolégicas
(entrenamiento fisico) o fisiopatoldgicas (sarcopenia y miopenia) (Blaauw et
al., 2013). Las caracteristicas funcionales de la MME no so6lo estan asociados
a la diferencia entre etnias y razas (Silva AM et al., 2010), sino también a la
variabilidad individual, la edad y al sexo (Ahtiainen et al., 2016). Se ha
reportado una asociacion entre 0.58 y 0.78 de la MME con indicadores natos
en pruebas de fuerza en Suecos (Silventoinen et al., 2008) y un significativo
grado de herencia del tejido magro en familias con antecedentes Africanos
(Prior et al., 2007). Si bien es cierto que el fenotipo muscular es poligénico,
se sabe que hay genes con mayor asociacion a la variabilidad individual de
la MME y al ejercicio. De todos los genes involucrados el gen de la miostatina
(MSTN) o factor de diferenciacion del crecimiento-8 (GDF-8) es el que mas
se pudiera relacionar con la masa y tipo de fibra muscular (Beunen, 2006;
Kostek, et al., 2009; Wang et al., 2012; Ferreira et al., 2015).

2.2.1 Polimorfismo SNPs K153R de MSTN y otros SNPs asociados a la

masa-muscular esqueléticay el ejercicio.

La MSTN o factor diferenciador del crecimiento-8 (GDF-8) es un miembro de
la superfamilia de proteinas que actiian como factores transformadores del
crecimiento (TGF) que en modelos animales (Szabo et al., 1998) y humanos
(Schuelke et al., 2004) ha mostrado ser un fuerte regulador negativo de la
masa muscular (Liu et al., 2003) y puede inducir hipertrofia y posiblemente
hiperplasia en las células musculares esqueléticas. Los niveles de miostatina
en sangre aumentan con la edad y esto se relaciona con el decremento de

MME (Scharf y Heineke, 2012) con cambios en hormonas anabdlicas,



principalmente testosterona, hormona del crecimiento y el factor de
crecimiento parecido a insulina (Marcell et al., 2001). A nivel clinico se han
desarrollado inhibidores de miostatina para tratar distintos tipos de distrofias
musculares o para incrementar la masa muscular en fisiconstructivistas
(estética), con resultados variables (Chien et al., 2013). Las mutaciones en
MSTN estan asociadas con el incremento de la MME en humanos y otros
mamiferos. En humanos no esta claro si la expresion de la MSTNexpresion
influye en las diferencias interindividuales de la masa muscular en respuesta
al entrenamiento o en decremento muscular al envejecer. Se ha mostrado
gue la deficiencia del gen de MSTN resulta tanto en incremento de la MME
en ratones como con el predominio de las fibras tipo IIb (Amthor et al., 2007).
En un estudio de un nifio con el polimorfismo K153R e hipertrofia muscularal
gue se le dio seguimientodesde su nacimiento hasta los 4.5 afios no se
encontraron problemas cardiovasculares o alteraciones funcionales de la MM
(Schuelke et al 2004).Otras - investigaciones han detectado hasta 5
polimorfismos humanos en-el gene MSTN (Ferrell et al.,1999) y han reportado
gue aunque no hubo significancia en la respuesta al entrenamiento entre los
grupos étnicos, el polimorfismo R153X fue excesivamente representado en
los no-respondedores sugiriendo que ese alelo puede jugar un rol en ciertos
fenotipos .musculares y en respuesta al entrenamiento de fuerza
especialmente en Africo-Americanos (Santiago et al.,2011; Kostek et al.,
2009).

2.3 Miostatina como regulador de la composicion corporal.

La masa muscular es un tejido que responde altamente a factores heredables
gue directamente afectan también sus caracteristicas funcionales (Thomas
et al., 2000). Algunas propiedades musculares como la anatomia estructural
y las conexiones musculares con tejidos especificos estan determinadas

desde el desarrollo embrionario mientras que otras varian con condiciones



fisiologicas (entrenamiento fisico) o fisiopatoldgicas (sarcopenia y miopenia)
(Blaauw et al., 2013).Debidoa la secrecion de miocinas(entre otros factores),
el musculo esquelético es considerado como un 6rgano enddcrino. El papel
funcional de las miocinas todavia no queda muy claro. Una de estas miocina
es la miostatina (MSTN) también conocida como factor diferenciador. del
crecimiento-8 (GDF-8). Esta es un miembro de la superfamilia de proteinas
gue son factores transformadores del crecimiento (TGF) que en modelos
animales (Szaboet al., 1998) y humanos (Schuelke et al., 2004) ha mostrado
ser un fuerte regulador negativo de la masa muscular (Liu et al., 2003) y
puede inducir hipertrofia y posiblemente hiperplasia en las células
musculares esqueléticas. Los niveles de miostatina en sangre aumentan con
la edad y esto se relaciona con el decremento de masa muscular (Scharf y
Heineke, 2012) que ocurre al envejecer e incluso con la sarcopenia (Elkina
et al., 2011) y con el riesgo de infarto (Furihata et al., 2016). Ademas es
consistente con cambios en . hormonas anabdlicas, principalmente
testosterona, hormona del-crecimiento y el factor de crecimiento parecido a

insulina (Marcell et al., 2001).

La MSTN es una de las principales miocinas que secreta el MME y afecta la
composicién corporal (masa grasa y masa magra) asi como la fisiologia

muscular.y muy probablemente también la de otros érganos.

Debido al papel de la MSTN como regulador negativo de la masa muscular,
en ratones knockout, animales y humanos se han usado farmacos inhibidores
de miostatina para evaluar el efecto de su inhibicion y la relacion con la masa
muscular. En la mayoria de estos estudios en los que se ha visto el efecto de
la inhibicion MSTN, se ha observado que han habido efectos positivos en la
cantidad de masa muscular y parametros como la fuerza especifica; sin
embargo, se ha encontrado también que se promueve la disminucion del
ADN mitocondrial y por lo tanto, de las mitocondrias por unidad de volumen

y tuvo un efeco negativo en la densidad capilar. Una de las posibles



explicaciones es que la miostatina ejerce efectos sobre las cadenas pesadas
de miosina (Girgenrath et al., 2005) que a su vez regulan el tipo de fibra
muscular. Asi la inhibicién o disminucion de los niveles de miostatina provoca
el incremento de las fibras glucoliticas tipo IIB reduciendo el contenido
mitocondrial; lo cualtambién puede afectar negativamente el estado de oxido-
reduccion (redox)de la célula muscular (Ploquin et al., 2012).Acorde con
estos datos, funcionalmente hablando, usar inhibidores de esta proteina para
tratar enfermedades no es la via. Lo interesante es que, al menos en ratones
knockout hacer el ejercicio correcto podria provocar la retencion de la
plasticidad muscular y con ello evitar que ocurran-los cambios negativos
funcionales inducidos en condiciones de no entrenamiento (Matsakas et al.,
2012). Si bien se ha mostrado que, los hombres universitarios activos
tratados con un inhibidor de miostatina mejoraron significativamente la masa
magra comparado con los controles, aunque ambos grupos mejoraron su
fuerza (Sharp et al.,2014). Esto puede ser conveniente para alguien que se
entrena por motivos estéticos, como los fisicoconstructivistas, pero no seria
beneficioso para mejorar las capacidades funcionales de alguien que se
entrena por salud o competicion.

La miostatina también posee efectos sobre el tejido adiposo en personas
sedentarias. Y se ha encontrado que al estudiar a personas con indice de
masa corporal adecuado y personas con obesidad, los mayores niveles de
MSTN se encontraron en personas con obesidad y estuvieron asociados con
sindrome metabdlico, resistencia a la insulina, niveles elevados de TNF-aq,
mayor grasa corporal y baja masa muscular (Segun Pinheiro et al.,2017),. y
en conjunto con la relacion leptina/adiponectina, la MSTN fue eficaz para
identificar el fenotipo obeso. También han reportado que las concentraciones
circulantes elevadas de MSTN se han encontrado en personas con obesidad

extrema y presencia de resistencia a la insulina (Hittel et al., 2000).



Si bien en modelos animales usando ratones sedentarios se propone que la
mejora metabdlica (sensibilidad a la insulina disminucién de masa grasas,
etc) puede deberse a un efecto directo en la inhibicion de la MSTN, se

desconoce si en humanos hay algun efecto distinto (Izumiya et al., 2008).
2.4 Miostatina: potencial indicador metabdlico y del rendimiento fisico.

Si bien se ha demostrado a través de estudios transversales y longitudinales
gue los niveles de MSTN son diferentes con la edad, con ciertas condiciones
de ejercicio y en respuesta a ciertos tratamientos. Al momento no existen
valores de referencia de MSTN validados para hacer un diagndstico, tampoco
se sabe si la etnia o la raza la afectan y si la misma MSTN puede influenciar
los valores de hormonas como la testosterona que incluso pueden afectar
su prescripcion farmacologica o los valores corte para efectos dopaje en
atletas competitivos (Ellis y Nyborgt, 1992; Hue et al., 2014 y Saudan et al.,
2006).

Ademas, existen discrepancias en los métodos de medicién de miostatina en
sangre que pudiera afectar las variaciones de los hallazgos (Lakshman et al.,
2008).

2.5.Marcadores endocrinos de la masa muscular y ejercicio.

2.5.1Hormonas y proteinas que regulan la actividad muscular y el

ejercicio.

Varias proteinas y hormonas tienen un impacto regulador en la fisiologia
muscular. La miostatina (MSTN) es una de las principales miocinas que
secreta el musculo esquelético y afecta la compaosicion corporal (masa grasa
y masa magra) como la fisiologia muscular (y muy probablemente de otros
organos).La MSTN o factor diferenciador del crecimiento-8 (GDF-8) es un

miembro de la superfamilia de proteinas factores transformadores del



crecimiento (TGF) que en modelos animales (Szabo et al., 1998) y humanos
(Schuelke et al., 2004) ha mostrado ser un fuerte regulador negativo de la
masa muscular (Liu et al., 2003) y puede inducir hipertrofia y posiblemente
hiperplasia en las células musculares esqueléticas. Los niveles de miostatina
en sangre aumentan con la edad y esto se relaciona con el decremento de
masa muscular (Scharf y Heineke, 2012) que ocurre al envejecer e incluso
con la sarcopenia (Elkina et al., 2011) y con el riesgo de infarto (Furihata et
al., 2016). La accion de la MSTN es altamente regulada por la Folistatina
(FST). FST previene la union de la MSTN con el receptor tipo 1IB, con la
consecuente induccién de mecanismos de sintesis de proteinas musculares
mediados por las SMAD y mTOR vy la neutralizacion de la actividad de la
MSTN circulante (Lee et al., 2010). En roedores la FST induce hipertrofia de
la MME (Hansen et al.,, 2011). Aunque la liberacibn de ambas proteinas
cambian con la edad, la liberacion de MSTN y FST parecen estar mas
influenciadas por factores del estilo de vida, principalmente el ejercicio
(Ratkevicius et al., 2011). Hay evidencia en ratones que el efecto de la Irisina
(IRI) tiene acciones sobre la hipertrofia masa muscular (Reza et al., 2017) por
mecanismos que pudieran ser sinérgicos al ejercicio. Un estudio en hombres
sometidos a una actividad en altura se encontrd que miostatina tiene relacion
con la IRI (Sliwicka et al., 2017).Es crucial estudiar la relacion de IRI con otras
hormonas ' andbolicas y catabdlicas en humanos que no realizan

entrenamiento dirigido a la hipertrofia.

EI'lGF-1 es una hormona que regula la accion de la MSTN y al parecer tiene
accion sinérgica con FST sobre la masa muscular. En etapas del desarrollo
y crecimiento efecto del IGF-1 en la MME parecen ser interdependiente de la
hormona del crecimiento (Velloso 2008). A partir de la etapa adulta el IGF-1
hay otros factores que tienen mayor influencia en la MME. El IGF-1 tiene un
rol principal en la reparacion del tejido muscular inducido por lesion o

entrenamiento intenso (Song et al.,, 2013). Se conoce el impacto de la

10



testosterona (TEST) en la masa muscular. Hombres con hipogonadismo
tienen menor masa libre de grasa y mayor cantidad de masa grasa. Y los
niveles bajos de TEST en hombres mayores se asocian con pérdida de fuerza
en extremidades inferiores y mayor cantidad de grasa visceral en hombres
con diversos origenes genéticos (Melton et al., 2000; Roy et al., 2002)..No
obstante se ha demostrado que la regulacion de la masa muscular y la
composicién corporal implica otros reguladores adicionales a testosterona
(Bashin et al., 2001).

MSTN, FST, IGF-1 y TEST coinciden en un mismo mecanismo molecular
para estimular la expresion de genes mediado por SMADs, mTOR, AKT y
FOXO, que regulan la masa muscular esquelética (White et al., 2013).
Ademas, cada una puede ser considerada como potencial biomarcadores en
la salud-enfermedad y como moduladores de la composicion corporal (Lee et
al., 2010; Nindl BC, et al. 2011; Chienet al., 2013). Falta por conocer la
interaccién de estos metabolitos en personas sometidas a entrenamientos
fisicos agresivos como el de resistencia lactacida durante el proceso de

envejecimiento.

2.5.2Impacto del ejercicio en la regulacién de la masa muscular

esquelética.

Algunas propiedades musculares como la anatomia estructural y las
conexiones musculares con tejidos especificos estan determinadas desde el
desarrollo embrionario mientras que otras varian con condiciones
fisiopatoldgicas -sarcopenia, miopenia-0 fisiologicas -entrenamiento fisico-
(Blaauw et al., 2013). La inhibicion de la miostatina no ha mostrado efectos
positivos funcionales en casos de distrofia muscular (Amthor et al., 2007) sin
intervencién de ejercicio fisico. Por el contrario, el ejercicio correcto parece

provocar la retencion de la plasticidad muscular y con ello evitar que los

11



cambios negativos funcionales inducidos en condiciones de no
entrenamiento ocurran (Matsakas et al., 2012). En hombres jovenes
saludables sometidos a un entrenamiento de resistencia, el efecto en la
fuerza inducido por la inhibicion de la miostatina no fue mejor que el del
ejercicio (Sharp et al., 2014). El entrenamiento aerobico en personas-con
obesidad indujo disminucién en los niveles e miostatina. La relacion de la FST
con capacidades funcionales del MME es contradictoria’ con distintos
programas de ejercicio (Hittel et al., 2010). Parece que el ejercicio de
resistencia ha mostrado ser el mas benéfico para incrementar los niveles de

esta proteina en mujeres mayores (Hofmann et al;, 2016).

El tipo de ejercicio también afecta los niveles de IGF-1 y testosterona. Al
parecer el ejercicio aerobico de ligera a moderada intensidad no tiene efecto
sobre los niveles de testosterona y afecta negativamente los de IGF-1
(Nishida et al., 2010). En contraparte, el entrenamiento intenso no dirigido a
la hipertrofia muscular es capaz de mejorar los niveles de testosterona aun
en adultos mayores -que eran sedentarios (Hayes et al., 2017). El
entrenamiento de fuerza es capaz de modular los niveles de IGF-1 y
testosterona, asi como el catabolismo tanto en hombres con obesidad y con
peso normal (Mangine et al., 2015; Sheikholeslami-Vatani, 2017) Por lo
anterior, parece que en humanos jovenes y mayores, el ejercicio de
resistencia y entrenamiento de fuerza regular positivamente FST, IGF-1 y
TEST y negativamente a la MSTN.

En general, las investigaciones evaltan el efecto de dos tipos de: aerébico y
anaerobico. Poco se sabe el efecto del entrenamiento mixto con alto
componente intenso en la modulacion de los metabolitos de interés. El
entrenamiento fisico programado incluye trabajo de tolerancia lactacida
(Deminice et al., 2007). El entrenamiento de esas capacidades fisicas es
agresivo para el organismo de quien se entrena, y esa agresion también

puede traer efectos benéficos (Ghosh 2004; Radak et al., 2017). Por su
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impacto en la salud diversas asociaciones como la Asociacion Americana del
Corazon, el Grupo de Trabajo Internacional sobre Obesidad y la Agencia
Internacional de Investigacion sobre el Cancer recomiendan ampliamente el
entrenamiento intenso como parte de la promocién de la salud y la prevencion
de algunas enfermedades (FAO/WHO, 2002). Por lo anterior y considerando
gue la MME disminuye en cantidad y calidad disminuye paulatinamente en la
etapa adulta, es fundamental conocer el impacto del entrenamiento con un
componente intenso y no asociado a la hipertrofia muscular sobre el perfil
hormonal muscular. Esto permitird encontrar mejores parametros sobre
salud, adaptacion y control biolégico del entrenamiento durante el proceso de

envejecimiento, asi como mejora de las herramientas terapéuticas.
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I1l. JUSTIFICACION

La adecuada cantidad y funcionalidad de la MME es un factor protector del
desarrollo de ciertas enfermedades, incluso disminuye el riesgo- de
mortalidad en personas con enfermedades cardiovasculares y es elemento
predictor de longevidad. Tanto la genética como el ejercicio impactan
negativa o positivamente en la MME por fines de salud o -rendimiento fisico.
SNPs de la MME como el MSTN K1523R han mostrado ser una ventaja en
el rendimiento fisico en poblaciones africanas y en.composicion corporal de
algunas etnias de China como los Han. Por-otro lado, ciertos marcadores
endaocrinos de actividad muscular como MSTN, FST modulan el anabolismo
y catabolismo de la MME en humanos. Ambas son influenciadas por el IGF-
1, que afecta el incremento y reparacion de las fibras musculares. El rol
reparador de IRl sobre la MME ha sido descrito en ratones, pero falta
esclarecer su efecto en humanos. Se sabe que programas controlados de
ejercicio modulan la respuesta endocrina de marcadores conocidos como
IGF-1 y TEST en.obesos o atletas de élite jovenes, pero se desconoce el
efecto sumado de todos los marcadores, asi como su influencia en la masa
muscular de adultos y mayores. Ademas de MSTN otras citocinas como IL-
6, CPR, IL-10, ST2, E-Selectina, Fas y FASL de respuesta inmune juegan un
rol fundamental en la MME, salud y rendimiento fisico. El objetivo de este
proyecto fue explorar la asociaciéon de posibles marcadores genéticos y
metabdlicos en poblacibn mexicana adulta que puedar representar nuevos
marcadores biologicos del control del ejercicio y posiblemente blancos
terapéuticos.
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IV . OBJETIVO GENERAL.

Analizar la asociacion de miostatina y otros indicadores de la masa muscular desde una
perspectiva genética y metabodlica en personas mexicanos con diferente grado.de

actividad fisica.

4.10bjetivos especificos.

FASE 1
1. Determinar la frecuencia del SNP MSTN K153R en poblacién mexicana.

2. Analizar la asociacion de la composicién corporal con el SNP MSTN K153R.

FASE 2

1. Determinar los niveles basales de miostatina sérica y otros indicadores de la masa

muscular en adultos mexicanos con-distinto nivel de entrenamiento.

2. ldentificar los marcadores endoécrinos que permiten mantener un balance

anabolico mediado por el entrenamiento al envejecer.
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FASE 1 EVALUACION DE LA FRECUENCIA ALELICA DEL
POLIMORFISMO DE MSTN Ki153R Y SU ASOCIACION CON
COMPOSICION CORPORAL

V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Poblacion, tipo de estudio y aspectos éticos FASE 1.

En este estudio trasnversal descriptivo y de asociacion, participaron 1200
jovenes, pero al final solo se incluyeron 1024 que cumplian los criterios de
inclusion. A los participantes que cumplieron con los criterios de inclusion de
este estudio se les realiz6 una evaluacion nutricia integral que contemplo la
recoleccion de datos antropométricos, composicion corporal, marcadores
bioquimicos, actividad fisica y palimorfismo del gen de MSTN rs1805086 (Figura

1). Todos los participantes dieron su consentimiento en forma escrita.

Los sujetos incluidos firmaron consentimiento informado. Este proyecto fue
aprobado por el comité de ética de la FCN- UAQ con numero 85FCN2017 y fue
llevado a cabo en dos poblaciones. En la FASE 1 la muestra se utiliz6 para
determinar la _asociacion del SNP MSTN K153R con la composicién corporal a

través de un-estudio de casos y controles,

5.2 Criterios de inclusion y exclusién

En la primera fase las muestras de los participantes fueron obtenidas tanto del
proyecto SU SALUD de la UAQ como del SPORT CITY, S.A de C.V. de acuerdo a

los siguientes criterios de inclusién y exclusion:
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Incluidos (n=1080)

Posibles participantes del
estudio (N=1200)

Nivel de actividad fisica sedentario o ligero <
18 -55 aios,
Ancestria México-Mestizo
Sin parentesco con otros participantes del estudio

Excluidos (n=36)

IMC=40kg/m?
Entrenamiento competitivo
Uso de anabolicos esteroides, tratamiento
de reemplazo hormonal 6 pildoras para
bajar de peso.
Hipertension
Datos incompletos

Elegibles =1044
Con obesidad (n=158)
Sin obesidad (n=880)

ID SNP no exitosa (n=20)

Genotipificacionen 1024
Con obesidad (n=153)
Sin obesidad (n=865)

l

i

l

Genotipo AA (n=965)
Con obesidad (n=137)
Sin obesidad (n=826)

Genotipo GA (n=59)
Conobesidad (n=16) Sin
obesidad (N=43)

Genotipo GG (n=0)

Figura 1. Diagrama de flujo de los participantes.
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CRITERIOS DE SELECCION FASE 1.
Inclusion 1. Sedentarios y no-atletas
2. Edad entre 18 y 50 afios con la misma ancestria

3. Hombres y Mujeres.

Exclusion 1. Historia de farmacos anabolizantes, . medicacion
paraperder peso.

2. Sujetos que ingieran terapia de reemplazo hormonal
con testosterona y derivados 0 uso habitual
glucocorticoides.

3. Historia familiar o personal con alguna enfermedad
genética que afecte a la masa muscular.

4. Nivel de actividad fisica mayor a 1.6.

SIInIEECII Los que no cumplieron al llamado de mediciones.

Los que iniciaron algun tipo de suplementacion o farmacos

gue afectan la.composicion corporal.
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5.3 Parametros evaluados en la FASE 1.

a. Andlisis de antropométricay composicion corporal.
Las variables antropométricas que se determinaron en los participantes
incluyeron a la estatura, peso y cintura, Las cuales se recolectaron siguiendo
los métodos estandarizados de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).
El andlisis composicién corporal se llevd a cabo mediante un equipo de
bioimpedancia eléctrica SECA modelo mBCA 525, y los datos que se
consideraron en este estudio fueron grasa corporal, masa muscular

esquelética y agua corporal total.

b. Pardmetros bioquimicos: a los participantes se le tomé una muestra de
sangre de aproximadamente 5mL.par venopuntura del brazo derecho en
tubo vacutainer con anticoagulante. NaEDTA para llevar a cabo una
biometria hematica y evaluar los parametros de anemia y cistologicos de
sangre. Los analisis se llevaron a cabo en un equipo automatizado Sysmex
Mod XP300 (Sysmex: corporation, Chuo-ku, Kobe, Japan). Se recolecto
también otra muestra sanguinea de 5mL en tubo vacutainer sin
anticoagulante para el analisis enzimatico de las concentraciones séricas de
glucosa y perfil de lipidos (colesterol total (Col), triglicéridos (TG), colesterol
HDL y LDL), éstas determinaciones se hicieron en un equipo automatizado
Mindray BS120 (medical International Limited, Shenzhen, China)Se
determind también la concentracion de insulinas por medio de una
determinacién ELISA utilizando un kit comercial para insulina (ALPCO

Diagnostics, Salem, NH).

c. Determinacion del nivel de actividad fisica.
Se determind el Nivel de Actividad Fisica segun criterios de la American
Diabetes Association seleccionando para este estudio a solo aquellos que
tuvieron un nivel de actividad fisica (NAF) <1.6 (ADA, 2009).
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d. Evaluacién del polimorfismo SNP MSTN KI153R (rs180586). el
polimorfismo de nucledtido simples (SNP) de MSTN rs1805086 fue
identificado usando sondas de hibridacion TagMan® en un microarreglo
abierto (Applied Biosystems, Foster City, CA). La reaccién de polimerasa
(PCR) se llevé a cabo con el Kit Quant Studio System K12, con un volumen
de muestra final de 5 uL y 15 ng de DNA gendmico en Master Mix. Los
productos de la PCR fueron analizados usado un el StepOne Software
(Applied Biosystems, Whaltham, MA). La confirmacion de las muestras se
llevé a cabo en el 10% del total de muestras en forma aleatoria y llevando a

cabo la genotipificacion por duplicado.

5.4 Andlisis estadistico

Se llevaron a cabo los anélisis de Mann Whitney y pruebas de Kruskal-Wallisn para
evaluar las diferencias entre las medias de las variables continuas antropométricas
y de composicién corporal de los participantes con obesidad y sin obesidad. La
diferencia entre las variables de prevalencias se analizaron con pruebas de Chi
cuadrada. Fueron obtenidos los percentiles 85, 90 y 95 de las variables de
antropometria y composicion corporal y se volvié a realizar un analisis de su
distribucion por genotipo. Diferencias en las caracteristicas generales acorde con
el IMC fueron-analizadas con el test KrusKal-Wallis, mediana y chi square. Test de
Fisher fue usado para evaluarel equilibrio de Hardy Weinberg. Frecuencias alélicas
y genotipicas se compararon entre sujetos con obesidad y sin obesidad utilizadondo
el test de Chi-X2. Para estimar la asociacion entre los genotipos y los pardmetros
obesidad, se utilice el Odd Ratio (OR) crudo y ajustado al 95% del intervalo de
confianza. Para el ajuste de homogeneidad se hizo como el Mantel-Haenzel test. El
poder estadistico se desarrolld usando la prevalencia reportada en la Encuesta
Nacional de Nutricion ENSANUT 2016 (Shamah et al. 2016) usando el software

Quanto. Los célculos fueron desarrollados usando el modelo aditivo con la
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frecuencia del SNP observada en el estudio (0.03). Nuestro estudio tuvo un 80%de
poder estadistico para detector un OR=2.0. Valor de p <0.05 fue considerado como

estadisticamente significativo. Para los analisis se utilice el software SPSS (v.23.0).
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VI. RESULTADOS

6.1 FASE 1: FRECUENCIA DEL rs1805086 DE MSTN Y SU ASOCIACION CON
LA COMPOSICION CORPORAL

Parametros clinicos de la poblacion

El cuadro 1 resume los parametros clinicos de todos los participantes. Como era de
esperar, la mayoria de las caracteristicas eran diferentes entre los grupos de IMC.
En general, en comparacion con los no obesos (18,0-29,99 kg/m?2), el grupo obeso
tenia niveles mas altos de masa grasa total y regional, glucosa, insulina, HOMA-IR,
TG, Col, LDL pero niveles mas bajos de HDL.

Cuadro 1. Caracteristicas generales de los participantes
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Variable Todos Sin obesidad* Con obesidad*
(n=1024) (n=865) (n=159)
Cintura, cm 81.8 (56.6-144.0) | 79.0 (56.6-111.1) 101.0 (79-144.0)*
ICE 0.49 (0.35-0.88) 0.47 (0.35-0.66) 0.6 (0.48-0.86)*
MG (%) 23.9(6-48.0) 24.9(6-48.0) 31.4(20.6-47.8)t
IMG (kg/m?) 6.2(1.1-24.9) 5.7(1.1-14.1) 10.4(3.4-18.4)!

Glucosa (mg/dL)

85.4(48.6-172)

84.7(48.6-172.0)

91.0(52-143)t

Insulina (mmol)

6.9(1.01-59.6)

6.6(1.01-59.5)

12.8(1.9-39.4)!

HOMA-IR

1.4(1.1-11.9)

1.3(0.2-11.9)

2.8(0.4-8.6)t

Triglicéridos (mg/dL)

102.4(25.7-600.0)

97.0(25.7-590.0)

151.2(45.3-600.0)"

LDL (mg/dL)

83.0(16.0-192.9)

82.2(21.8-98.5)

92.6(52.0-192.9)t

Colesterol (mg/dL)

160.3(83.7-315.0)

159.4(83.7-315.0)

166.0(94.7-301.0)!

HDL (mg/dL)

49.5(21.8-100.9)

50.8(21.8-98.5)

43.0(23.8-82.1)!

Se aplicaron los analisis de Mann-Whitney, mediana y Chi-X2. ICE: indice

cintura/estatura; MG%: Porcentaje de masa grasa; HOMA-IR: Modelo homeostético de

evaluacion de la Resistencia a la insulina:LDL: Lipoproteinas de baja densidad; HDL:

Liporoteinas de alta densidad.

*Sin obesidad (BMI 18.0-29.9kg/m?) Con obesidad (BMI 30.0-40.0kg/m?)

lvalor de p<0.001 para mostrar diferencias entre grupos.

Genotipo rs1805086

La frecuencia rs1805086 para el alelo ancestral (A) fue del 97% y para el alelo raro
(G) fue del 3%, mientras que la frecuencia heterocigotiga (AG) fue del 5,4% (Cuadro
2). El genotipo homocigégico del alelo raro (GG) estaba ausente en nuestra
poblacion. Se observé que las frecuencias genotipicas rs1805086 estaban en
equilibrio de Hardy-Weinberg (p>0.05) y que las tasas de genotipado estaban por

encima del 99% con una tasa de concordancia de genotipado >99%.
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Asociacion entre rs1805086 y obesidad.

El genotipo de heterocigoto rs1805086 se encontré que estaba significativamente
relacionado con la obesidad (Cuadro 3). En general, los sujetos heterocigoéticos eran
mas pesados y gordos. Por el contrario, los genotipos rs1805086 no se asociaron a
alteraciones metabdlicas como TG elevado y Col elevado o bajo HDL-C, intolerancia
a la glucosa o alteraciones de insulina (datos no mostrados).

Los heterocigotos mostraron el doble de riesgo de tener obesidad en comparacion
con los homocigoticos (Cuadro 4). En consecuencia, los sujetos heterocigotos
presentaron un mayor riesgo de obesidad general y central, en comparacién con los
participantes homocigotos para el alelo ancestral. -Estos valores se mantuvieron y
no cambiaron significativamente después del ajuste para el sexo, edad, triglicéridos,
colesterol, LDL-C, HDL-C, glucosa e insulina (Figura 2).
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Cuadro 2. Frecuencias alélicas y genotipicas del rs1805086.

Todos x? IMC>30kg/ IMC<30kg/m  x? ICE>0.5 ICE<0.5 X2 MGE MGN x2  IMG>p85 IMG<p85 x?
m?2 (n=159) 2 (n=865)
(n=1024) (n=471)  (n=548) (n=471) (n=548) (n=471)  (=548)
Alelo
A 0.97 0.9 0.95 0.98 04 0.96 0.98 0.4 0.96 0.96 0. 0.96 0.97 0.2
7 4 5 9
G 0.03 0.05 0.02 0.04 0.02 0.04 0.04 0.04 0.03
Genotipos

AA 0.95(965) 0.89(137) 0.95(826) 0.93(436)  0.96(524) 0.92(262)  0.93(502) 0.95 (145)  0.97(796)
AG 0.05(59) 0.11(16) 0.05(43) 0.07(35) 0.04(24) 0.08(23) 0.07(38) 0.05(13)  0.03(46)
GG ND - - - - - - -

Para frecuencias alélicas se aplicé el test de Herdy-Weinberg. IMC: indice de masa corporal; MGE: Porcentaje de Masa grasa elevada; MGN: Porcentaje de masa
grasa normal; IMG: indice de Masa Grasa. ND: No detectado.
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Cuadro 3. Asociacion de los genotipos del rs1805086 con los parametros de

obesidad.
Genotipo
Todos, n=1024 AA, n=965 AG, n=59 p
Variable X (95%Cl) X (95%Cl) X (95%Cl)
Peso (kg) 67.0 (38.0-146.0) | 67.0 (38.0-146.0) | 70.4 (42.0-106.0) | 0.202
Cintura (cm) 81.8(56.6-144.0) | 81.5 (56.6-144.0) | 85.4 (59.2-110.0) | 0.118
IMC (kg/m2) 24.4(15.2-51.2) | 24.4(15.2-51.2) | 26.3(17.1-35.4) | 0.027
ICE 0.49(0.35-0.88) 0.49 (0.38-0.88) | 0.52 (0.35-0.68) 0.044
MG% 26.4(6.0-47.8) 26.4 (6.0-47.8) 27.5 (8.5-42.8) 0.093
IMG (kg/m?) 6.5 (1.1-18.4) 6.1 (1.1-18.4) 6.6 (1.4-16.3) 0.087

IMC: indice de masa corporal; ICE: indice cintura/estatura; MG%: Porcentaje de masa grasa;

IMG: indice de masa grasa. Valor de p significativa fue considerado al 0.05. Para analizar

diferencias entre genotipos se aplico el test de Kruskall-Wallis; se reporta mediana e IC al 95%.
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Cuadro 4. Asociacién de los genotipos del rs1805086 con los parametros de obesidad.

Genotipo Con Sin .
_ OR crudo p- OR ajustado* p-
Variable obesidad obesidad _ .
(IC 95%) crudo (IC 95%) ajustado
n(%) n(%)

AA 47 (4.9) 918 (95.1)

IMC(kg/m?) 2.35(1.29-4.29) | 0.006 | 2.3(1.301-4.39) 0.012
AG 6 (10.1) 53 (89.9)
AA 41 (4.3) 924 (95.7)

ICE 2.03(1.19-3.45) | 0.012 | 2.07 (1.20-3.55) 0.011
AG 6 (10.3) 53 (89.7)
AA 46 (4.8) 919 (95.2)

MG% 1.72 (1.01-2.92) | 0.033 1.9 (1.04-3.21) 0.043
AG 7(11.1) 52 (88.9)
AA 45 (5.2) 915 (94.8)

IMG(kg/m?) 1.96 (1.05-3.68) | 0.030 | 2.03(1.06-3.91) 0.049
AG 14 (9.7) 53 (90.3)

IMC: indice de masa corporal; ICE: indice cintura/estatura; MG%: Porcentaje de masa grasa; IMG%: indice de masa grasa. Para

el OR ajustado se aplicaron los test de homogeneidad y Mantel-Haenzel. *OR fue ajustado por sexo, edad, LDL, triglicéridos,

HDL y colesterol. p<0.05 fue considerado como significativo.
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Figura 2. ODDS-RATIO multi-ajustado (edad, sexo, TG, Colesterol, LDL, HDL, Insulina)
e intervalos de confianza al 95% para la asociacion de la del rs1805086 del gen MSTN

en individuos con obesidad, considerando el grupo sin obesidad como control.

ICE: indice cintura/estatura; MG: Masa Magra; IMG: indice de Masa Grasa.

A sin-obesidad @ con obesidad
I
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Figura 3. Modelo hipotético propuesta para la interaccién entre el rs1805086 con el
tejido adiposo. Esta figura muestra el modelo hipotético donde el rs1805086 puede
influenciar positivamente el incremento del tejido adiposo en adultos no atletas. Los
nameros indican las posibilidades para inducir el incremento de la forma activa de MSTN.
El incremento dela forma madura de la MSTN puede afectar los mecanismos de
diferenciacion del tejido adiposo blanco. En consecuencia, los individuos con el rs1805086
pueden ser propensos a desarrollar exceso de tejido adiposo.

Efecto modesto en la actividad de MSTN
n}adu.ra Roablemente incrementando la actividad de la
disociacion de los fragmentos del MSTN madura

rs1805086 prodominio.
Efecto indirecto en la actividad de
MSTN por la escision de furina . @

a. MSTN promueve la adipogénesis al
inducir la diferenciacién de las
o B E SI D AD? <::| células mesenquimales en linajes
= adipogénicos.
b. Inhibe la diferenciacion de
adipocitos pardos.
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VII. DISCUSIONES

La frecuencia del polimorfismo rs1805086 fue baja (5%) en nuestra poblacion adulta
de estudio y no habia sujetos homocigotos para el alelo raro (GG). Sin embargo,
esta variante esta muy presente en los africanos (>30%), mientras que en los no
africanos est4 ausente o apenas por encima del 5% (Kostek et al., 2009). Ademas,
la frecuencia del genotipo GG es muy baja en poblaciones no africanas (Fernandez-
Santander et al., 2012). Esto también se observo en algunas muestras de japoneses
(Fuku et al., 2016). Aunque hay indicios debidos a la seleccion en la poblacion
africana ancestral, alguna forma de seleccidn reciente podria haber jugado un papel
significativo en la conformacion de patrones de variacién en el gen MSTN que
podrian influir en la frecuencia de algunos. SNP, como rs1805086 en otras

poblaciones (Saunders, 2006).

En este estudio rs1805086 se asocid con la obesidad. Debido al papel de MSTN en
la masa muscular, este SNP es un marcador candidato para el mapa genético
humano del rendimiento y fenotipos de fitness relacionados con la salud. En los
jovenes no atletas caucésicos (espafioles), la heterocigosidad se asoci6
positivamente a la potencia maxima (Santiago et al., 2011). En los jovenes chinos
no entrenados, los heterocigo6ticos eran mas pesados, pero no mas gordos antes y
después de unaintervencion de entrenamiento de fuerza (Li et al., 2014). Hubo una
posible asociacion negativa entre el alelo G y una menor fuerza especifica en
mujeres. mayores sanas Yy funcionales (Seibert et al., 2001). En un estudio
multiétnico en adultos jévenes no entrenados, los portadores de alelo G tenian
mayor tamafio muscular y respuesta al entrenamiento de resistencia solo en
afroamericanos (Kostek et al., 2009). No obstante, la baja presencia del alelo G y
especialmente de la frecuencia del genotipo GG en poblaciones no africanas podria
limitar el poder estadistico y, por lo tanto, estos hallazgos deben tomarse con

precaucion.
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Por otro lado, el SNP rs1805086 no se ha reportado previamente relacionado
con la obesidad en hispanos o en una poblacion mexicana. En nuestro estudio,
encontramos una asociacion positiva entre este SNP y todos los parametros de
obesidad estudiados. Hasta donde se sabe, la relacidon positiva entre rs1805086 y
el indice de masa corporal (IMC) se ha reportado s6lo en un estudio realizado en
asiético-indios (Bhatt et al., 2012). Por lo tanto, rs1805086 puede estar relacionado
con el peso, la grasa corporal y la respuesta al ejercicio y podria ser dependiente

de la etnia.

El percentil 85 del indice de masa grasa (IMG) con un valor de 9.4 kg/m? fue
superior a los valores de corte de obesidad empleados para determinar la obesidad
en adultos mexicano-estadounidenses (8 kg/m?) (Peltz et al., 2010). El valor del 85%
para el IMG también fue superior al valor propuesto para la obesidad proporcional
en adultos coreanos (8.8 kg/m?) (Kim et al., 2011). Considerando la predisposicién
a la obesidad abdominal en los mexicanos, la relacion cintura-estatura (ICE) fue
incluido como un indicador de la-adiposidad central. Del mismo modo, la relacién
entre el ICE asociada con rs1805086 fue menor (=0.5 frente a 20.58) que otras
utiizadas para probar -la asociacibn entre parametros antropométricos y
alteraciones metabolicas en adultos colombianos (Mora-Garcia et al., 2014).

En este estudio, la presencia de heterocigosidad se asocid con la obesidad.
Es bien sabido que la inhibicién de la MSTN induce hipertrofia e hiperplasia en las
células musculares esqueléticas. Su papel en la regulaciébn de la masa grasa
corporal es menos estudiado y comprendido. Clasicamente, los mecanismos
moleculares que explican el papel de la MSTN en la masa muscular se centran en
las consecuencias metabdlicas y fisiologicas de su inhibicion, tales como: un
aumento de la masa muscular y una disminucion de la grasa corporal (Lee, 2004).
Sin embargo, el papel estructural de los polimorfismos MSTN, al igual que
rs1805086, en la predisposicion a la gordura u obesidad probablemente podria estar

relacionado con la actividad de la MSTN madura de una manera indirecta (Figura

31



3). A este respecto, las pruebas actuales sugieren dos posibles mecanismos. La
primera es que la promiostatina es uno de los reguladores negativos de la miostatina
(Lee & Mc Pherron, 2001). LA variante rs1805086 de MSTN parece hacer
promiostatina mas susceptible al ataque en furina. Este atague aumenta la
liberacién de miostatina madura en su forma latente por la proteina morfogenética
Osea 1/proteasas toloides (Szlama et al., 2014). Si aumenta la actividad de la MSTN
madura, su union al receptor ActliIB podria permitirse con.la consiguiente
disminucién en no expresion de genes relacionados con la masa muscular (Babcock
et al., 2015).

El segundo mecanismo propuesto es el papel de laMSTN en la adipogénesis.
Dado que el musculo y el tejido adiposo (TA) se desarrollan a partir de las mismas
células madre mesenquimales (Di Rocco et al., 2006), la investigacion también se
ha centrado en su papel en TA. La-MSTN parece inhibir la adipogénesis en
preadipocitos, mientras que promueve la adipogénesis en células madre humanas
pluripotentes (Deng et al., 2017). De hecho, la inhibicion de la MSTN puede modular
la diferenciacién y el aumento de los adipocitos sensibles a la insulina (Feldman et
al., 2006; Li et al., 2016). Aunque los niveles de MSTN que indican en TA son
normalmente bajos, la expresion génica de MSTN es mayor en el adipocito maduro
(Mc Pherron, 2010). Ademas, la MSTN induce el aumento de TA marrén a expensas
del TA blanco, probablemente a través de un mecanismo mediado por el masculo
esquelético (Yang et al., 2014). Por lo tanto, parece que las funciones de la MSTN
son « diferentes durante las etapas de determinacion y diferenciacion de la

adipogénesis (Huang et al., 2011).

Con respecto al efecto de la MSTN sobre alteraciones metabdlicas, se ha
demostrado que los miocitos en ratones con MSTN-null muestran una mayor
sensibilidad a la insulina (Guo et al., 2008). Ciertamente, uno de los mecanismos
por los cuales los niveles de MSTN pueden inducir resistencia a la insulina es

inhibiendo la expresion GLUT4 y la accion de insulina en los miocitos esqueléticos
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(Liu et al., 2018). Por otro lado, estudios en animales y humanos muestran que los
sujetos obesos muestran niveles mas altos de mRNA y proteina MSTN sérica en
comparacion con los sujetos magros. Ademas, después de un programa de pérdida
de peso, los niveles de MSTN disminuyeron (Ryan et al.,2013). En sujetos obesos
los niveles de MSTN se asocian a la obesidad, resistencia a la insulina y marcadores
de inflamacion (Hittel et al., 2009) y la sobreproduccion de MSTN parece generarse
en musculo esquelético a partir de sujetos obesos por mecanismos que requieren
una investigacion adicional (Amor et al., 2019). En nuestra muestra la
heterocigosidad estaba relacionada con la obesidad y no se encontré asociacion
con alteraciones metabdlicas como hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia,
hiperglucemia o hiperinsulinemia. Para dos variantes de la MSTN (polimorfismos
A55T y K153R), una poblacion del norte de la India mostré un mayor riesgo de
obesidad y grasa abdominal, pero los niveles de insulina y HOMA-IR no fueron
diferentes (Bhatt et al., 2012). Mientras que SNP de rs1805086 parece aumentar el
riesgo de obesidad mediante el aumento de la actividad de la MSTN madura, los
efectos netos de MSTN en el desarrollo de la obesidad y su asociacion con
alteraciones metabdlicas como la resistencia a la insulina, pueden ser modulados
por la energia y el estado metabdlico de los miocitos esqueléticos y adipocitos.
Estos resultados probablemente sugieren que los niveles de MSTN podrian ser
utilizados como un parametro biolégico de los cambios metabdlicos y de
composicién-corporal o de estado fisioldgico (es decir, musculo vs. masa grasa),
en lugar de una causa directa de alteraciones metabdlicas. Se deben realizar mas
investigaciones en obesidad extrema y obesidad sarcopénica con diferentes

genotipos MSTN.
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VIIl. CONCLUSIONES FASE 1.

En conclusion, se necesitan mas pruebas para comprender el papel del
polimorfismo de la MSTN rs1805086 en la predisposicion a la obesidad. Ademas,
se requieren mas estudios sobre las vias moleculares y las diferencias entre las
poblaciones para mostrar los efectos MSTN sobre la regulacién de la grasa y la
masa muscular. Dado que otros SNPS de MSTN se han encontrado relacionados
con la obesidad (Yue et al.,, 2012), la investigacion sobre estos SNPs y sus
interacciones con otros genes, asi como el entorno genético (estilo de vida) también
deben realizarse en diferentes poblaciones. Teniendo en cuenta la baja frecuencia
rs1805086 en poblaciones no africanas, incluidos los mexicanos, este estudio
podria ser Gtil para facilitar la identificacién de sujetos con esta variante de MSTN

con fines epidemiolégicos o de investigacion de intervencion.
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FASE 2: EL ENTRENAMIENTO SISTEMATICO Y NO SISTEMATICO, Y SU
EFECTO EN MARCADORES ENDOCRINOS Y MUSCULARES

V. MATERIALES Y METODOS FASE 2

6.5 Participantes y disefio experimental

Este estudio transversal descriptivo y de asociaciones se realizé en 62 adultos
de entre 30 y 60 afios (27 + 2.8 afos) divididos en dos grupos: el grupo con
entrenamiento sisteméatico (ES) y el grupo sin entrenamiento sistematico (ENS). Los
criterios de exclusion fueron antecedentes familiares de distrofia muscular,
enfermedades neuromusculares, Diabetes tipo 2, uso de esteroides anabdlicos,
IMC=30m?/kg y presentar sarcopenia (cuadro 5). El grupo de ES tenia un nivel de
actividad fisica (NAF) 21.6, con un total 2450 min/semana de ejercicio, eran
nadadores master que se entrenaban bajo un sistema de tolerancia lactica dos
veces por semana y practicando esta actividad al menos durante 5 afios previos..
El grupo de Entrenamiento No Sistematico (ENS) tenia un NAF<1.5 e hizo ejercicio
aerdbico <180min/semana. Este estudio fue aprobado por el comité de ética del
Departamento de Ciencias Naturales de la Universidad Autbnoma de Querétaro.
Antes de su inclusion en el estudio, todos los participantes proporcionaron su
consentimiento informado por escrito. Para esta FASE 2 la muestra de participantes
fue obtenida de dos fuentes: trabajadores de la UAQ y nadadores master
pertenecientes a la Asociacion Queretana de Natacion y a la Federacion Mexicana

de Natacion que cumplieron como los criterios de exclusion (Figura 4).
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CRITERIOS DE SELECCION FASE 2.

Inclusion

Exclusion

Eliminacioén

Personas activas entre 25 y 50 afios
entrenamiento sistematico de al menos 8hs de actividad
moderada-intensa (ADA, 2016)

Personas inactivas

Historia de farmacos anabolizantes o .suplementos
deportivos con sustancias consideradas como
prohormonas o estimulantes prohibidos segun la WADA
0 estén en la lista de suplementos milagros que emite la
COFEPRIS en los 2 afios anteriores al estudio.

Antecedentes de participacion en fisicoconstructivismo.

3. Sujetos que ingieran terapia de reemplazo hormonal

con testosterona. 'y derivados o0 uso habitual

glucocorticoides.

4. Historia familiar o personal con alguna enfermedad
genética que afecte a la masa muscular.

5. Obesidad, diabetes 6 hiperlipidemias

6. Insuficiencia proteica o energética.

1. Los que no cumplieron el llamado de mediciones.

2. Los que iniciaron algun tipo de suplementacién o

ayudas ergogénicas no permitida o farmacos que

afecten la composicion corporal.
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Figura 2. Diagrama de flujo de los participantes de estudio fase dos.

. Enfermedad/riesgo
96 sujetos 18 su]letos Datos incompletos
Nadadores (n=64) No nadadores c/entrenamiento (n=32) excluidos Condicién fisica inadecuada

Inasistencia

78 sujetos cumplen criterios

Sujetos ligeramente activos (32) Nadadores Master Elite (n=30) Nadadores Master Activos (n=16)

l )

Antropometria y composicion corporal: grasa, masa Antropometria y composicién corporal: grasa, masa
muscular, agua, cintura, estatura, peso muscular, agua, cintura, estatura, peso

Marcadores endocrinos: Miostatina, testosterona, Marcadores inmunes: CD14, CD163, PCR,
insulina, cortisol, folistatina, irisina 1L1-alpha, E-Selectina, IL10, IL6, IL2, FAS FASL,
Osteopontin, Procalcitonina, ST2.

l !

Artlculo tres: El_entrenamiento sistematico en ne?de_idores _mé_!ster Articulo cuatro: El entrenamiento sistematico en nadadores master incrementa
incrementa los niveles séricos del Factor de Crecimiento Similar a

. at ; i © los niveles séricos del Factor de Crecimiento Similar a Insulina y disminuyen los
Insulina y disminuyen los de Miostatina e Irisina de Miostatina e Irisina
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6.7 Pardmetros evaluados en la FASE 2.

a. Evaluacién antropométrica'y de composicion corporal

Todas las mediciones antropométricas se tomaron en condiciones de ayuno,
mientras que los sujetos llevaban ropa ligera y no tenian zapatos. La estatura se
midio hasta los 0.1 cm mas cercano con un estadiometro independiente SECA. El
peso fue llevado a los 100g mas cercanos con escalas digitales. La circunferencia
de la cintura (CC) se midié colocando una cinta de medicion alrededor de la cintura
justo por encima del borde lateral mas alto de la cresta iliaca durante la respiracion
minima normal. Los paradmetros de composicion corporal como el indice de masa
grasa (IMG), el indice de masa libre de grasa (IMLG) y el indice de masa muscular
esquelética (IMMS) fueron medidos en ‘un equipo de bioimpedancia con
multifrecuencias SECA modelo mBCA525, usando la version de software: 1.0
(SECA, Alemania). Las mediciones de compaosicion corporal se tomaron en posicion
supina utilizando ocho electrodos-en ambos lados mientras el sujeto esta acostado
en una superficie no conductora. Se utilizaron electrodos de gel con adhesivo
(Kendall, H59P, Covidien-lle, Mansfield, MA, EE.UU.), los cuales se colocaron en
sitios anatémicos definidos en las superficies dorsales de la mano, mufieca, tobillo
y pie de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La duracion de cada medicion
de impedancia bioeléctrica fue de 75 segundos. Las mediciones en la posicién
supina se tomaron en un lapso no mayor a 10 minutos una vez que el participante
ya se _encontraba recostado. A los participantes se les pidi6 que no realizaran
ejercicio durante las 12 h previas a us evaluacion y que no bebieran alcohol dentro
de las 24 h antes de la medicion de impedancia. Se utilizaron valores de resistencia
(R) y reactancia (Xc) obtenidos a frecuencias de 50 kHz para las ecuaciones de
prediccion para estimar los parametros de composicion corporal. La masa grasa y
la masa libre de grasa se normalizaron por la estatura en metros al cuadrado
(kilogramos/altura?) para calcular el indice de masa grasa (IMG) y el indice de masa

libre de grasa (IMLG), respectivamente. La sarcopenia se definio como <6.42kg/m?
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y <8.87kg/m? de masa muscular esquelética en mujeres y hombres,

respectivamente.

b. Analisis bioquimicos

e. Paralas determinaciones de marcadores bioquimicos se obtuvieron 5 mL de
sangre por venopuncion del brazo de todos los participantes en tubos
vacutainer con y sin anticoagulante. Las muestras de sangre fueron
separadas por centrifugacion a 500g por 10 minutos. Para andlisis
posteriores, el suero fue alicuotado en crioviales de 1.5 ml, etiquetados y
almacenados a -70°C. Las muestras de suero de los participantes se
utilizaron para cuantificar las concentraciones de glucosa (Glc), triglicéridos
(TG), colesterol total (Chol), colesterol-LDL (LDL-C), colesterol-HDL (HDL-C)
y VLDL (VLDL-C). Niveles séricos-de parametros enddcrinos catabdlicos de
la masa muscular como miostatina, cortisol, asi como anabdlicos tales como
folistatina, IGF-1, irisina, testosterona e insulina que se determinaron por
ELISA.

Todas las determinaciones bioquimicas se realizaron por duplicado en un
analizador Mindray BS 120 automatizado (Medical International Limited;
Shenzhen, China), mediante pruebas colorimétricas enzimaticas de punto final.
Ademas, se determinaron también las concentraciones séricas de insulina
mediante el kit ELISA de insulina humana de plasma e inmunoensayos EDTA

(ALPCO Diagnostics; New Hampshire, Estados Unidos).

Los niveles de miostatina sérica (MSTN) se midieron utilizando kits de
inmunoensayos de 4 horas (ALPCO; Salem, NH, EE.UU.) segun el protocolo
incluido por el fabricante. Las muestras de suero se diluyeron 1:10 antes del
ensayo. Las muestras se analizaron por duplicado. Se preparé una curva de

calibracion de ocho puntos mediante diluciones triples, comenzando con una
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muestra estandar preparada y dos controles con rangos de concentracion
conocidos de 0.7-6.9 ng/mL y 7.0-17.0 ng/mL, respectivamente. La sensibilidad
del ensayo fue de 0.37 ng/ml con el coeficiente intra e inter-ensayo de
variabilidad (CV) inferior al 11%. La absorbancia se leyé mediante el uso de un
lector de microplacas GloMax®-Multi Detection System (Promega Corporation,
Madison, WI, EE.UU.) a 450 nm contra 620 nm como referencia. Los niveles
séricos de folistatina (FSTN) se midieron mediante el kit Quantikine ELISA (R&D
Systems, Minneapolis, MN, EE.UU.) de 6 horas, siguiendo las indicaciones del
protocolo de andlisis del fabricante. Las muestras se analizaron por duplicado.
También se prepar6é una curva de calibracion de ocho puntos mediante
diluciones triples, comenzando con una muestra estandar preparada de 16.00
pg/ml. La dosis detectable oscil6 entre 10 y. 83 pg/mL con un valor promedio de
29 pg/mL. Las variaciones intra e inter-ensayo fueron inferiores al 3% y al 10%,
respectivamente. La absorcion fue -leida usando un lector de microplacas
glomax®-multi detection system (Promega Corporation, Madison, WI, EE.UU.) a
450 nm contra 560 nm como. referencia. El kit del factor de crecimiento de
insulina sérica-1 (IGF-1). (Quantikine® Minneapolis, MN, EE.UU.) en su
procedimiento incorpora un pretratamiento de muestra para evitar interferencias
de proteinas de union. El limite minimo de deteccion y la variabilidad intra e inter-
ensayo para el kit ELISA IGF-1 fueron de 90 pg/mL, asi como 6.7% y 6.8%,
respectivamente. La medicion de los niveles de cortisol sérico (COR) y
testosterona (TEST) se llevaron a cabo utilizando el kit ELISA proporcionado por
ALPCO; Salem, NH, Estados Unidos. La sensibilidad de los ensayos para
cortisol y testosterona fueron 1.5 ng / mL y 0.07 ng / mL, respectivamente. La
variacion inter y la variacion intra-ensayo para el cortisol y el testoster fueron de
< 15%, <% 8 y 10.5%, 5.8%, respectivamente. El IGF- 1 fue medido por un
ensayo monoclonal inmunoenzimatico (18). La sensibilidad del ensayo fue de
3.1 pg/L. Los valores de CV inter y intra-ensayo para IGF-1 fueron del 6.5% vy

del 7.2%, respectivamente.
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Determinacion del nivel de actividad fisica y entrenamiento.

Los participantes en ES fueron nadadores master bien entrenados con al
menos 5 afios previos de entrenamiento sistematico. Antes de las
mediciones, este grupo emprendié un periodo de entrenamiento de. 20
semanas, que consistia en sesiones aerdbicas y anaerdbicas mixtas de 450
minutos por semana, incluidas sesiones de tolerancia al acido lactico dos
veces por semana. Los estimulos acidos lacticos (280% VO2max)
representaron entre el 15 y el 30% del entrenamiento de sesion. Este
entrenamiento lactico fue monitoreado a través de mediciones de latidos
cardiacos. El grupo ENS tenia un NAF <1.4 incluyendo 30 minutos no
programados de ejercicio aerobico 3 veces ala semana. EI NAF se determiné

utilizando los criterios American Diabetes Association ( ADA; 2009).

Para determinar la condicién fisica en el caso de los nadadores, se
determinaron los tiempos en estilo libre realizados en 50 y 400m, asi mismo

se determind el nivel de actividad fisica y la asistencia a entrenamiento.

6.8 Andlisis estadistico FASE 2.

Todos los parametros se muestran como las medias + error estandar (SE).
Modelo lineal general Multivariado se realizé para analizar las diferencias en la
composicién corporal, parametros bioquimicos y endocrinos ajustados por
covariables. Se utilizaron correlaciones parciales para el andlisis de la correlacion
entre la composicion corporal y los marcadores endocrinos ajustados por sexo y

edad. El limite de significancia se establecié en p=0.05 para todos los analisis.

Para el analisis de todos los datos se determiné la normalidad de los datos y pruebas

de homocedasticidad. Para analizar las diferencias entre la composicion corporal,

46



parametros bioguimicos y marcadores enddcrinos se hizo un anélisis con modelos
univariados y multivariados ajustados por covariables, asi como correlaciones
parciales entre la composicion corporal y marcadores endoécrinos. El poder
estadistico fue considerado mayor al 80%. En cualquier caso, un valor de<0.05 fue
considerado como significativo. Los analisis fueron hechos mediante el programa
SPSS version 23.0.
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VI. RESULTADOS FASE 2

Caracteristicas de los particpantes

Los cuadros 6 y 7 resumen los parametros clinicos de todos los sujetos que
participaron en esta fase. Como era de esperar, la mayoria de las caracteristicas
generales fueron diferentes entre los grupos. Después de ajustar por sexo y edad
el grupo ES tenia niveles mas bajos de indicadores de grasa como ICE, Grasa
viseral%, MG% e IMG, asi como glucosa, HOMA-IR y TG, pero mayores niveles de
HOMA-S y parametros de magrez como MLG%, FEMI, MME e IMME en

comparacion con el grupo ENS.

Parametros musculares por grupo

Marcadores anabodlicos como la testosterona (TEST) y el factor de crecimiento de
insulina (IGF-1) fueron mas altos en el grupo ES, mientras que los parametros
catabdlicos como miostatina (MSTN) y cortisol (COR) fueron mas bajos en el grupo
ES (p<0.001) (Cuadro 8). Curiosamente, después de ajustar por edad, sexo y
composicion corporal, no hubo diferencias en los niveles insulina y folistatina (FST).
Ademas, a pesar.de los niveles de COR, el indice de equilibrio anabélico-catabdlico
y estrés fisiolégico fueron diferentes, lo que indica un estado anabdlico
predominante en el grupo ES (p<0.01).

Los niveles séricos de la relacion TEST, COR y TEST to COR (TEST/COR) fueron
significativamente diferentes entre los grupos. Ambos niveles de TEST y COR
fueron mas altos en el grupo ES, pero la relacion TEST/COR fue menor en este
mismo grupo. FST e IGF-1, dos activadores fisiologicos fuertes de masa muscular,
tenian una asociacion negativa en ambos grupos. En particular, IMLG se asocio
negativamente con la relacion IGF-1 a MSTN en el grupo ENS (Figura 5), mientras
que la relacion FST a MSTN (FST/MSTN) se asocié negativamente con el grupo
IGF-1in ES (Figura 6).
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Cuadro 5. Caracteristicas antropomeétricas y de composicién corporal de los

participantes.

Variable Todos ENS ES Valor
(n=62) (n=32) (n=30) ajustado P
Edad (afios) 42.0 (11.7) 41.7 (10.6) 43.7 (12.9) 0.235
IMC (kg/m?) 24.5 (2.7) 25 (2.7) 24 (2.6) 0.001
Cintura (cm) 87.7 (7.8) 89.6 (7) 85.6 (8.1) 0.0001
ICE 0.52 (0.04) 0.54 (0.42) 0.50 (0.39) 0.0001
GV% 3.4 (0.9) 3.8 (0.7) 3(0.9) 0.001
MG (%) 29.6 (8.4) 33.9 (6.6) 24.2 (7.1) 0.0001
IMG (kg/m?) 7.3 (2.7) 8.8 (2:6) 5.8 (2) 0.0001
MLG (%) 70.3 (8.4) 66.0 (6.6) 75.7 (7.1) 0.0001
IMLG (kg/m?) 17.2 (2.1) 16.:3 (1.4) 18.2 (2.3) 0.0001
MME (%) 33.1(6.2) 30.0 (3.8) 36.5 (6.5) 0.0001
IMME (kg/m?2) 8.1 (1.9) 7.4 (1.1) 8.8 (2.3) 0.0001
TBW (%) 51.9 (6.4) 48.8 (4.6) 55.4 (6.4) 0.0001
ECW (%) 21.7 (2.1) 20.4(1.5) 23.1(1.8) 0.0001
Se presentan los valores de la Media y Desviacion estandar. Andlisis mediante el Modelo
lineal general multivariado. IMC: indice de masa corporal; GV, grasa visceral; ICE: indice
cintura estatura; MG%: Porcentaje de masa grasa; IMG: indice de masa grasa; MLG %:
Porcentaje de masa libre de grasa; IMLG: indice de lasa libre de grasa; MME%:
Porcentaje de masa muscular esquelética; IMME: indice de masa muscular esquelética;;
ACE: Agua corporal extracelular; ACT: Agua corporal total ES: Entrenamiento
sistemético;, ENS: Entrenamiento no sistematico; TBW: Total Body Water; Valores
ajustados de p <0.05 mostraron diferencias significativas entre el grupo ES y ENS.
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Cuadro 6.

Caracteristicas bioquimicas de los participantes

Variable Todos =ENS ES (n=30) Valor de P
(n=62) (n=32) ajustado
Leucocitos (x103/uL) 5.7 (1.5) 5.6 (1.1) 5.7 (1.8) 0.993
Eritrocitos (x106/pL) 4.7 (0.4) 4.8 (0.4) 4.7 (0.4) 0.00001
Hb (g/dL) 14.6 (1) 14.5 (1) 14.6 (1.1) 0.00001
Albumina (mg/dL) 4.5 (0.3) 4.7 (0.2) 4.4 (0.3) 0.00001
Glucosa (mg/dL) 82.4 (12.1) 88.5 (7.6) 76.0 (12.3) 0.00001
TG (mg/dL) 104.6 (48.2) 126.1 (52.8) 81.7 (29.2) 0.00001
LDL-C (mg/dL) 84.3 (25.3) 81.8 (25.7) 87.0.(25.1) 0.006
Col (mg/dL) 153.1 (26.5) 154.7 (23) 151.4 (30) 0.058
HDL-C (mg/dL) 48.5 (11.7) 47.8 (9.8) 49.3 (13.5) 0.00001

Se presentan los valores de la Media y Desviacion estandar. Andlisis mediante el Modelo lineal general

multivariado. Hb: Hemoglobina; TG: Triglicéridos; LDL-C: Colesterol de baja densidad; HDL-C: Colesterol de

alta densidad; Col: Colesterol. ENS: Grupo con entrenamiento no sistematico y ES Grupo con entrenamiento

sistematico Valores ajustados de p <0.05 mostraron diferencias significativas entre el grupo ES y ENS.
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Cuadro 7. Parametros endocrinos de los participantes.

Variable Todos ENS ES Valor P
(n=62) (n=32) (n=30) ajustado
MSTN (ng/mL) 3.9 (1.4) 4.3 (1.5) 3.6 (1.3) 0.00001
FOL (ng/mL) 1.3(0.3) 1.2 (0.2) 1.3 (0.4) 0.641
TEST (ng/dL) 2.6 (2.4) 1.9 (1.6) 3.2(3) 0.00001
IGF-1 (ng/mL) 164.7 (46.5) | 152.8 (33.1) | 176.7 (54.8) 0.008
COR (ug/dL) 18.9 (6.7) 16.0 (4.4) 21.9 (7.4) 0.005
INS (pUl/mL) 4.4 (3.5) 5.2 (3.6) 3.7.(33) 0.769
HOMA-IR 0.9 (0.7) 1.1 (0.8) 0.7 (0.6) 0.022
HOMA-S 200.4 (79) 180.7 (78) | 220.2 (77) 0.014
FST/MSTN (ng/mL) 0.37 (0.2) 0.33(0.2) 0.41 (0.2) 0.08
TEST/ COR (ng/mL) 0.13 (0.007) | 0.14(0.007) | 0.13(0.1) 0.00001
TEST/MSTN (ng/mL) 0.65 (0.6) 0.44 (0.3) 0.86 (0.7) 0.00001
IGF-1/MSTN (ng/mL) 46 (1.7) 3.9 (1.3) 5.3 (1.8) 0.00001
IGF-1/COR (ng/mL) 9.64 (4.0) 10.3 (3.9) 8.9 (4.1) 0.127
IGF-1/INS (ng/mL) 6.1 (0.7) 4.4 (3.2) 7.8(5.1) 0.021

Se presentan los valores de la Media y Desviacién estandar. Andlsis mediante el Modelo lineal

general multivariado. MSTN: Miostatina; FST: Folistatina; TEST: Testosterona; IGF-1: Factor de

crecimiento de insulina-1; COR: Cortisol; HOMA-IR: Homeostatic model assessment of Insulin

Resistance; HOMA-S: Homeostatic model assessment of Insulin Sensitivity; TEST/COR:

Relacidn Testosterone-Cortisol; IGF-1/INS: Relacion del Factor de crecimiento de insulin y la
Insulina; FST/MSTN: Relacién Folistatina /Miostatin TEST/MSTN: Relacién

Testosterona/Miostatina, IGF-1/MSTN: Relacion del Factor de crecimiento de insulina 'y

Miostatina. ENS: Grupo con entrenamiento no sistematico y ES Grupo con entrenamiento

sistematico. Valores ajustados de p <0.05 mostraron diferencias significativas entre el grupo ES

y ENS.
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Figura 5. Regresion lineal entre el IMLG y el indice IGF-1/MSTN en los grupos ENS y ES. El IMLG se asociacion
negativamente con el indice IGF-1/MSTN en el grupo ENS, indicando un posible rol importante de MSTN sobre IGF-1y el
IMLG. IMLG: indice de Masa Libre de Grasa; IGF-1/MSTN: indice Factor de Crecimiento Similar a Insulina/Miostatina. ENS:
Entrenamiento no-sistemético; ES: Entrenamiento Sistematico; Valores de p ajustados: <0.05.
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Figura 5. Regresion lineal entre el IMLG y el indice IGF-1/MSTN en los grupos ENS y ES. El IMLG se asociacion
negativamente con el indice IGF-1/MSTN en el grupo ENS, indicando un posible rol importante de MSTN sobre IGF-1y el
IMLG. IMLG: indice de Masa Libre de Grasa; IGF-1/MSTN: indice Factor de Crecimiento Similar a Insulina/Miostatina. ENS:

Entrenamiento no-sistemético; ES: Entrenamiento Sistematico; Valores de p ajustados: <0.05.
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Fgura 6.. Regresion lineal entre el indice FST/MSTN con el indice IGF-1 en ambos grupos.
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Correlaciones dentro de los parametros musculares y endocrinos

La MSTN fue el Unico parametro asociado positivamente con el IMLG en ambaos
grupos. Mientras que el HOMA-S tuvo una asociacién positiva con FST, TEST y el
IMLG en el grupo ENS, en contraste el IGF-1 y COR fueron positivamente
asociados con el IMLG y TEST en el grupo ES. Por otro lado, la irisina (IRI) tuvo
una asociacion negativa con IGF-1, TEST y MSTN elMLG en el grupo ENS. Por
ultimo, se observaron correlaciones negativas en el grupo ES entre IGF-1y FST y
la IRl con TEST y MSTN (Figura 7).
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Cuadro 8. Coeficientes de correlaciéon de marcadores enddcrinos musculares por

grupo
ENS FFMI FST TEST MSTN IGF- COR(pg/dL) IRI HOMA-S
(kg/m?) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) 1(ng/mL) (ng/mL)
IMLG 1 -0.123 0.107 0.509* -0.031 0.057 -0.280 0.415*
(kg/m?)
IMME -0.048 -0.038 0.450 0.051 0.147 -0.398* 0.329
(kg/im?)
FST 1 -0.141 -0.335 -.224 0.217 0.103 0.416*
(ng/mL)
TEST 1 -0.047 -0.105 -0.127 -0.218 -0.227
(ng/mL)
MSTN 1 0.005 -0.037 -0.258 0.113
(ng/mL)
IGF- 1 -0.037 -0.053 0.350
1(ng/mL)
COR 1 0.036 0.429*
(ng/mL)
IRI (ng/mL) 1 0.051
HOMA-S 1
ES FFMI FST TEST MSTN IGF- COR(pg/dL) IRI HOMA-S
(kg/m?) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) 1(ng/mL) (ng/mL)
IMLG 1 -0.197 0.064 0.490* 0.462* 0.086 -0.122 0.052
(kg/im?)
IMME -0.023 0.001 0.021 0.229 -0.067. -0.202 0.024
(kg/im?)
FST 1 0.287 -0.314 -0.476* 0.317 0.098 -0.197
(ng/mL)
TEST 1 0.271 -0.233 0.498* -0.379* 0.081
(ng/mL)
MSTN 1 0.244 0.065 -0.411* 0.140
(ng/mL)
IGF- 1 -0.157 -0.070 0.310
1(ng/mL)
COR 1 -0.023 0.068
(ng/mL)
IRI (ng/mL) 1 0.262
HOMA-S 1

IMLG: Indice de Masa Libre de Grasa; IMME: indice de Masa Muscular Esquelética; MSTN: Miostatina; TEST:
Testosterona; IGF-1: Factor de Crecimiento Similar a Insulina-1; FST: Folistatina; COR: Cortisol; IRI: Irisina; HOMA-S:
Modelo Homeostatico de Evaluacion de Sensibilidad a la Insulina. ENS: Entrenamiento no-sistematico; ES: Entrenamiento
Sistematico; Valores de p ajustados: <0.05.
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Figura 7. Mecanismos bioquimicos propuestos paralainteraccién delos marcadores
enddcrinos del estado muscular en condiciones de ayuno en los grupos ENS (A) y
ES (B). (A) Los niveles de MSTN son mayores mientras que los de IGF-1 son menores en
este grupo. Es posible que el estimulo anabdlico sobre Akt sea inducido por INS sea
atenuado por la accién de la MSTN. Mas aun, el efecto del COR sobre la degradacion
proteica parece ser bajo. (B) El incremento en la sintesis proteina a través del mecanismo
MTOR parece ser predominantemente inducido por IGF-1 e IRI, con la consecuente
inhibicion de la MSTN. Aunque los niveles de COR pudieran.inducir la degradacion de
proteinas musculares, el estado anabdlico puede permanecer hasta que TEST o el indice
IGF-1/COR se incrementen.

Donde: MME: Masa Muscular Esquelética;; SMADs (2,3,4): familia de factores de
transcripcion; PI3K: fosfatidilinositol cinasa-3; Akt: cinasa de proteia B; mTOR; diana de
rapamicina de células de mamifero; FOXO: factores de transcripcion; Atrogin-1: co-represor
transcripcional asociada a protedlisis; MURF: proteina muscular tipo anillo; KLF5: factor de
transcripcion para gen KLF5.
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DISCUSION FASE 2

En este estudio, los niveles séricos de marcadores endocrinos involucrados en el

control de la masa muscular esquelética fueron diferentes entre los grupos ES y

ENS. Diferentes estudios han demostrado que la MSTN es un regulador negativo

de la masa muscular y el metabolismo energético. De hecho, la MSTN es una via

causal en resistencia a la insulina inducida por la inactividad (Hittel et al.,

2017), y

los niveles de MSTN tienden a ser mas altos en individuos obesos y resistentes a la

insulina (Zhu et al.,

2014). Ademas, después de un programa de ejercicios, los
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niveles de MSTN se asociaron con la aptitud fisica y el menor riesgo de fragilidad
en hombres de edad avanzada (Arrieta et al., 2019). No hubo diferencias en los
niveles de MSTN entre los jovenes sanos y los jugadores universitarios de
baloncesto y levantadores de pesas (Han et al., 2017). En nuestro estudio, después
de ajustarse por sexo y edad, los niveles de esta miocina fueron mas bajos en el
grupo ES. Teniendo en cuenta MSTN es el principal regulador negativo de la
inhibicion de la masa muscular esquelética de la miogenina y la via mTOR, un
regulador crucial de la sintesis de proteinas (Furihata et al., 2016), este resultado

se esperaba.

IGF-1 activa las vias de sefializacidén del control de masa esquelético y se conoce
como un mediador de acciones anabdlicas de la hormona de crecimiento en el
musculo esquelético (Velloso, 2008). Los niveles de IGF-1 fueron significativa a
mente mas altos en atletas jovenes de é€lite y no élite que en sujetos sanos (Sartorio
et al., 2004; Han et al., 2017). Hay evidencia de que los hombres masters atletas
tienen niveles basales mas altos de IGF-1 que sus contrapartes sedentarias
(Herbert et al., 2016). Se ha demostrado que una resistencia mixta y un programa
de alta intensidad aumenta la actividad del eje GH/IGF-1 en sujetos entrenados (Hill,
2008). Los sujetos en el grupo ST de este estudio mostraron niveles mas altos de
IGF-1 que los sujetos NST, probablemente inducidos por los estimulos anabdlicos

cronicos del.entrenamiento de ejercicio de tolerancia al acido lactico.

Los niveles de COR fueron mas altos en el grupo ES. Se sabe que el ejercicio de
entrenamiento de intensidad moderada a alta provocara un aumento significativo en
los niveles séricos de COR (Hills, 2008). COR se conoce como una hormona
catabdlica y ejerce algunos efectos en el musculo esquelético. COR disminuye la
activacion de INS/IGF-1 estimulado activacion de AKT con la consiguiente supresion
de la sintesis de proteinas. Ademas, el COR puede aumentar la degradacion de las

proteinas después del ejercicio. Este proceso es crucial para el proceso de
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remodelacion de MME inducido por el ejercicio (Hckney & Walz 2013; Morgan et al.,
2016). Ademés, durante la crisis energética COR puede inducir el uso de
aminoacidos de cadena ramificada como combustible (31). Aunque el COR induce
efectos catabodlicos sobre el musculo esquelético, esas acciones parecen ser
beneficiosas para el proceso de recuperacion a corto plazo y ejercicio de larga
duracion. Sin embargo, altos niveles a largo plazo de COR en relacion con
marcadores anabdlicos como TEST, puede impactar negativamente en la

recuperacion después del ejercicio y su estado anabdlico.

Encontramos correlaciones positivas entre COR con INS y COR con TEST en los
grupos NST y ST, Respectivamente. Los impactos del COR en el metabolismo de
la glucosa y la insulina, y el COR sérico se han asociado con un aumento en el
ayuno de glucosa y una baja sensibilidad a la insulina en la juventud latina con
sobrepeso (Adam et al., 2010; Kamba et al., 2016). Como niveles mas altos de COR
y niveles mas bajos de IGF-1 en este grupo NST, puede interferir en un posible

desarrollo de resistencia a la insulina.

El ejercicio puede revertir los cambios inducidos por el envejecimiento en las
miocinas y sus consecuencias en MME. El ejercicio puede ejercer un papel
importante en el mantenimiento de MME y miocinas anabolicos como IGF-1 e IRI
parecen desempefiar un papel importante en la promocion de factores miogénicos
durante el envejecimiento (Lee et al., 2017). En nuestro estudio hubo dos hallazgos
interesantes con respecto a IRI. Los niveles méas bajos de IRI se encontraron en el
ES en comparacion con el grupo ENS, que es consistente con otros estudios fueron
sujetos con niveles méas altos de aptitud mostraron niveles mas bajos de IRI (34).
Se ha demostrado que el ejercicio puede afectar tanto a los niveles de MSTN como
a IRI, tanto en atletas de élite expuestos a hipoxia a gran altitud (35) como en
ancianos después de un programa de ejercicios individualizado por resistencia (36).
Curiosamente, en atletas entrenados los niveles de IRl disminuyen y el MSTN

aumenta después de sélo 2 semanas de ejercicio extenuante en altitud, pero con
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una pérdida significativa de MLG y peso total. Por el contrario, después de un
programa de capacitaciéon de 16 semanas, los niveles de IRl aumentaron mientras

gue MSTN y MLG se mantuvieron sin cambios.

A pesar de que fueron més altos los niveles de COR, otros marcadores anabolicos
también fueron mas altos en el grupo ES. La relacion TEST/COR es un marcador
tradicional de supresion de la sintesis de proteinas en atletas (37). Debido a la
accion en direcciones opuestas de las mismas vias musculares esqueléticas (38),
aqui comparamos otro posible indicador del estado muscular anabdlico, la relacién
IGF-1/MSTN. Se sabe que IGF-1 suprime la via de sefializacion MSTN (39) y que
la MSTN puede inhibir el proceso de crecimiento inducido por el eje IGF-1 (40). En
nuestro estudio, la relacion IGF-1/MSTN fue mayor en los nadadores master. En
este estudio se encontré que la MLG podria ser regulado de una manera diferente
entre los 2 grupos de estudio. Probablemente, la MSTN puede regular la masa
magra en ambos grupos, mientras que IGF-1 puede ser un regulador especifico en
el grupo ES. Por lo que, se necesita mas investigacion sobre como IGF-1, MSTN y
IGF-1/MSTN relacion podria modular el equilibrio anabdlico para mantener la masa
corporal magra y el rendimiento del ejercicio en personas altamente activas durante

el envejecimiento.

La relacion TEST/COR es un marcador tradicional de mayor protedlisis y sintesis
de proteinas suprimida en atletas de élite. Los niveles de prueba, la relacion
TEST/COR encontrada en el grupo ES fue menor que en los atletas jovenes de élite
(41) y las mujeres jévenes después de un entrenamiento de ejercicio de resistencia
(42). Encontramos una asociacion negativa entre la relacion FST/MSTN y la relacién
IGF-1/COR solamente en el grupo ES. IGF-1 induce accion anabdlica en las células
musculares esqueléticas en respuesta a ciertos factores dietéticos y estimulos del
ejercicio. Accion anabdlica IGF-1 se mantiene a través de la inhibicion de MSTN y
glucocorticoides como COR, moléculas que inducen la degradacion de proteinas en

MME (43). La asociacion negativa que encontramos en los atletas masters es
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posiblemente debido al hecho de que FST es un inhibidor directo de MSTN, pero su

efecto anabdlico parece depender de IGF-1 y accién de insulina (44).

Teniendo en cuenta las diferencias en los marcadores endocrinos entre grupos, en
la Figura 3, proponemos un modelo integrador del equilibrio anabdlico/catabdlico
del estado muscular en condiciones de ayuno. Bajo este punto de vista hay tres
diferencias principales en esos marcadores entre los grupos estudiados. En primer
lugar, IGF-1, IRl y TEST son los marcadores mas fuertes para inducir el estado
anabdlico en el grupo ST a través de la via AKT y mTOR. Ensegundo lugar, INS es
el principal marcador anabdlico en el grupo NST. En tercer lugar, la relacion COR y
TEST/COR son los principales parametros que parecen inducir un estado catabdlico

en el grupo ST.
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IX. CONCLUSION

En conclusion, el estado anabolico en atletas master con entrenamiento sistematico
(ES) parece ser un factor protector para prevenir la pérdida de MLG y MME. Nuestro
estudio demostré que el entrenamiento sistemético a largo plazo puede tener una
influencia en los niveles de ayuno de algunos marcadores endocrinos musculares
de masa muscular, particularmente COR, IRI, MSTN e IGF-1. Estos hallazgos
subrayan el papel de los programas de ejercicio que incluyen estimulos de
tolerancia a los acidos cardiovasculares y lacticos con fines competitivos. Mas alla
del mantenimiento de la masa muscular, los cambios-en las miocinas inducidas por
el entrenamiento sistematico también ejercen un fuerte impacto en la regulacion del
metabolismo de carbohidratos y lipidos que puede ser beneficioso en la adaptacion
a la salud y el entrenamiento del ejercicio. Se requiere mas investigacion para
identificar como estos marcadores afectan la salud y el rendimiento de la mediana

edad altamente activa y los ancianos.
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