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Resumen

La obesidad, condicién caracterizada por la presencia de un estado inflamatorio
cronico, esta estrechamente relacionada al desarrollo de diabetes tipo 2 (DM2),
patologia de alta prevalencia en individuos sedentarios. Se sabe que la actividad
fisica regular es una de las medidas mas eficaces para evitar los efectos deletéreos
asociados a la obesidad y DM2, ya que ademas de reducir la actividad

proinflamatoria, induce un ambiente antiinflamatorio.

Proponemos en nuestra investigacion que el entrenamiento de fortalecimiento
muscular generara una disminucion de la respuesta inflamatoria en la que participa el
receptor de respuesta inmune TLR9, en un modelo de ratas obesas y DM2. Para
tales efectos 8 ratas Wistar, macho, adultas, obesas y diabéticas fueron sometidas a
un programa de entrenamiento de fortalecimiento muscular por 12 semanas (grupo
entrenado (GE)), mediante el agarre, en sentido vertical, a una rejilla, por un tiempo
predeterminado y con una carga externa sujeta a sus colas. 7 ratas de iguales

caracteristicas, no sometidas al entrenamiento, sirvieron como grupo control (GC).

Al término del programa, se evalud la fuerza muscular (tiempo méaximo de agarre
(segundos) sin carga externa) en todas las ratas. Luego, estas fueron sometidas a
eutanasia y se cuantificé en el bazo la expresion del mRNA de genes implicados en
la cascada de sefializacion de TLR9 y en la induccion de citokinas pro y
antiinflamatorias. En el suero sanguineo, se valoro la actividad inflamatoria sistémica
por medio de la cuantificacion de citokinas pro y antiinflamatorias y ademas, se midié
la presencia de cfDNA (DNA de doble cadena, libre), ligando enddégeno de TLRO.
Adicionalmente, se midi6 masa corporal y grasa, parametros de control glicémico y
lipidico.

En relacion al GC, el GE mostré mayor fuerza muscular (47[16-139] segundos v/s 18
[10-22] segundos; p=0,01). Del total de ratas del GE, aquella mitad con valores de
fuerza por sobre la mediana del grupo, las denominamos "respondedoras” (GR) al

entrenamiento, mientras que al resto, las denominamos "subrespondedoras”(GSR).



El GR mostr6 mayor fuerza respecto del GC y del GSR, presentando también una
disminucion significativa de su masa corporal respecto a los otros grupos. Ademas, el
GR presentd menores valores en la expresion del mRNA de las citokinas
proinflamatorias, TNF-a e IL-6, y de la proteina TNF-a valorada en el suero
sanguineo. No observamos modificaciones en la expresion del mRNA y proteina de
la citokina antiinflamatoria IL-10. Por otra parte, se encontr6 en el GR una
disminucién significativa de la expresion de mRNA de las moléculas implicadas en la
via de sefializacién del receptor TLR9, asi como menores concentraciones de cfDNA.
Asociado a estos hallazgos, se observé en este grupo, menores valores en los

pardmetros metabdlicos de control glicémico y mejoras en su perfil lipidico.

En resumen, ratas obesas y diabéticas tratadas con un programa de entrenamiento
de fortalecimiento muscular y que logran un aumento significativo en su fuerza
muscular, presentan cambios también significativos en su composicién corporal,
marcadores metabdlicos y de inflamacion sistémica, asi como una regulacion
negativa de la via de sefalizacion del receptor TLR9. Esto sugiere la necesidad de
considerar las diferencias individuales en la capacidad de respuesta al entrenamiento
de fortalecimiento muscular, al momento de su prescripcion en pacientes obesos y

diabéticos.



Abstract

Obesity, a condition characterized by the presence of a chronic inflammatory state, is
closely related to the development of type 2 diabetes (T2D), a pathology of high
prevalence in sedentary individuals. It is known that regular physical activity is one of
the most effective measures to avoid the deleterious effects associated with obesity
and T2D, since in addition to reducing proinflammatory activity, it induces an anti-

inflammatory environment.

We propose in our research that muscle strengthening training will generate a
decrease in the inflammatory response in which the immune response receptor TLR9

participates, in a model of obese rats and T2D.

For this purpose 8 Wistar rats, male, adult, obese and diabetic rats were subjected to
a muscle strengthening training program for 12 weeks (trained group (GE)), by
gripping vertically to a grid, for a predetermined time and with an external load
attached to their tails. 7 rats with the same characteristics, not subjected to training,

served as a control group (CG).

At the end of the program, muscle strength (maximum holding time (seconds) without
external load) was evaluated in all rats. Then, they were euthanized and quantified in
spleen the mRNA expression of genes involved in the TLR9 signaling cascade and
induction of pro and anti-inflammatory cytokines. In the blood serum, the systemic
inflammatory activity was assessed by means of the quantification of pro and anti-
inflammatory cytokines and, in addition, the presence of cfDNA (free double-stranded
DNA), endogenous ligand of TLR9, was measured. Additionally, body mass and fat,

glycemic and lipid control parameters were measured.

In relation to GC, the GE showed greater muscle strength (47 [16-139] seconds v/ s
18 [10-22] seconds, p = 0.006). Of all the GE rats, which half with force values above
the group median, we call them “responders” (GR) to training, while the rest, we call

them "subresponders” (GSR).



The GR showed greater strength with respect to the GC and the GSR, also
presenting a significant decrease in their body mass with respect to the other groups.
In addition, the GR presented lower values in the mRNA expression of the
proinflammatory cytokines, TNF-aand IL-6, and TNF-a protein valued in the blood
serum. We did not observe modifications in the mRNA and protein expression of the
anti-inflammatory cytokine IL-10. On the other hand, a significant decrease in the
MRNA expression of the molecules involved in the TLR9 signaling pathway was
found in the GR, as well as lower concentrations of cfDNA. Associated with these
findings, we observed in this group, lower values in the metabolic parameters of

glycemic control and improvements in their lipid profile.

In summary, obese and diabetic rats treated with a muscular strengthening training
program that achieve a significant increase in their muscular strength, present also
significant changes in their body composition, metabolic markers and systemic
inflammation, as well as a negative regulation of the signaling path of the TLR9
receiver. This suggests the need to consider individual differences in the capacity to
respond to muscle strengthening training, at the time of prescription in obese and

diabetic patients.



INTRODUCCION.

. Obesidad y Diabetes Mellitus 2 (DM2)

La regulacion normal del metabolismo de la glucosa esta dada por un circuito de
retroalimentacion que involucra a las células B pancreaticas y a los tejidos sensibles
a la insulina, situacién en la cual esta sensibilidad determinara la magnitud de la
respuesta de las células B (Kahn et al., 2014). Sin embargo, cuando existe
resistencia a la accion de esta hormona, las células B aumentan la produccién de
insulina para mantener el ingreso de glucosa al tejido en forma normal, y por tanto,
s6lo cuando la célula B es incapaz de liberar insulina de acuerdo a su demanda, los

niveles de glucosa aumentan anormalmente (Cantley et al, 2015; Kahn et al, 2014).

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es una enfermedad que comprende una serie de
trastornos caracterizados principalmente por la presencia de hiperglicemia cronica,
resultante del deterioro de la secrecion de insulina y / o de alteraciones de su
actividad en los tejidos diana (Muniyappa et al., 2008; Kahn et al., 2014; American
Diabetes Association, 2016). Los pacientes diabéticos estdn predispuestos a la
disfuncién y falla de varios 6rganos a largo plazo, en especial 0jos, riflones, corazén

y vasos sanguineos (Forbes et al., 2013)

La resistencia a la insulina junto con la hiperinsulinemia compensatoria, es
considerada la etapa previa a la DM2 (Stancakova et al., 2009). La progresion de
resistencia a la insulina hacia DM2 esté& relacionada con alteraciones de la secrecion
de esta hormona, conduciendo primero a hiperglicemias en ayunas y postprandiales,
dada una disfuncion de las células B pancreaticas para secretar insulina (Stancakova
et al., 2009; Kahn et al.,, 2014), afectando en especial la sefalizacion de esta

hormona en el tejido adiposo, musculo esquelético e higado (Guo et al., 2014)

La DM2 esta fuertemente asociada a la presencia de obesidad (Menegazzo et al.,
2015),la cual es definida por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como una

acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud.
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Una persona con un indice de masa corporal igual o superior a 30 kg/m? es
considerada obesa (OMS, 2018). Existe amplia evidencia que indica que el tejido
adiposo y los adipocitos que lo conforman, son piezas claves en instaurar y/o
perpetuar las caracteristicas de la resistencia a la insulina(Chawla et al., 2011).

El crecimiento del tejido adiposo, en especial el visceral (TAV) - como consecuencia
de un estilo de vida sedentario y una elevada ingesta energética- se asocia con
inflamacion persistente de éste, lo que conduce a la disfuncién del tejido adiposo y a
la infiltracion de células inmunes, tales como macréfagos (Masoodi et al.,, 2015).
Estas células perpetuan la inflamacion e inducen incrementos locales y sistémicos
de citokinas y adipokinas proinflamatorias tales como TNF-a e IL-6, las cuales estan

relacionadas a la disminucion de la sensibilidad a la insulina (Sell et al., 2012)

Se sabe que la regulacién positiva del factor de transcripcion NF-kB, conduce a la
induccion de factores proinflamatorios (Wada et al., 2016), siendo la activacion de la
cascada de sefializacion de los receptores tipo Toll (Toll like receptors (TLR)- a
través de la proteina adaptadora MyD88- un mecanismo conocido de activacién de
NF-kB (Kawasaki et al., 2014). Modelos de ratones WT (wild type) para MyD88 a los
cuales se les induce disminuciones de la captacidon de glucosa y de la sensibilidad a
la insulina a través de inactividad fisica (Kwon et al., 2015) o de una dieta alta en
grasas (HFD) (Yu et al., 2014), muestran aumentos de marcadores proinflamatorios,
situacion que no ocurria en sus homoélogos KO (knock out) para MyD88 en células
musculares (Kwon et al., 2015) o en células mieloides (Yu et al., 2014). Esto sugiere
que la sefalizacion mediada por TLR y MyD88 seria necesaria para el desarrollo y
amplificacion de la respuesta proinflamatoria, lo que contribuye a las alteraciones del
metabolismo de la glucosa que acompafian a la inactividad fisica y a la HFD
(Kawasaki et al., 2014; Kwon et al., 2015; Yu et al., 2014)

11



. Receptores tipo Toll (Toll like receptors o TLR)

El sistema inmune innato tiene la capacidad de reconocer los distintos patrones
moleculares asociados a patdogenos (PAMPS) y patrones moleculares derivados de
células dafiadas (DAMPs) a través de receptores de reconocimiento de estos
patrones (PRR) (Kawai et al., 2010). La deteccion de agentes extrafios y de sefales
de dafo celular, activan cascadas de sefalizacion intracelular que conducen a la
activacion de las células inmunes con la consecuente transcripcion de genes que
participan en la amplificacion y funcion efectora de éstas, tales como la produccion
de citokinas proinflamatorias (Kumar et al, 2011; Kawasaki et al., 2014).

Los mamiferos poseen distintos tipos de PRR, siendo los receptores tipo Toll (Toll-
like receptors, TLRs) los mejor caracterizados. Estos comprenden 10 tipos (TLR1-10)
en humanos y 12 (TLR1-9 y TLR11-13) en roedores (Kawai et al., 2011). Los TLRs
estan expresados en células inmunes, tales como las células mononucleares de
sangre periférica (PBMC, por sus siglas en inglés, peripheral blood mononuclear
cells) (Karlsen et al., 2017; Wang et al., 2010), como también en células no inmunes,
como fibroblastos, células epiteliales y endoteliales (Takeuchi et al., 2010). Los TLRs
siempre estan asociados a membranas y de acuerdo a su localizacion, se clasifican

en dos subfamilias:

a) TLRs de supefficie celular asociados a la membrana plasmatica (TLR 1, 2, 4,

5, 6 y 10): reconocen principalmente componentes de membrana microbiana tales

como lipidos, lipoproteinas y proteinas (Kawai et al., 2010).

b) TLRs intracelulares asociados a organelos con membrana (TLR 3, 7, 8, 9, 11,

12 y 13): reconocen acidos nucleicos derivados de bacterias y virus, y también
acidos nucleicos propios derivados de condiciones patolégicas como la

autoinmunidad (Kawai et al., 2010).

TLR9 reconoce DNA bacteriano y viral rico en moléculas CpG-DNA no metiladas
(Kawai et al., 2010; Kawai et al., 2011; Kumar et al., 2011). Existe evidencia de que
TLR9 es expresado en las principales células que componen la fraccion PBMC, es

decir, linfocitos B (Mortezagholi et al., 2016; Hornung et al.,, 2002),linfocitos T
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(Mortezagholi et al., 2016), células asesinas naturales (natural killers, NK) (Hornung
et al., 2002) y monocitos (Huang et al., 2014). Ademas, se expresan en macrofagos
(Shi et al., 2011; Hornung et al., 2002) y células dendriticas (Hubert et al., 2006;
Lester et al., 2014), las cuales son células diferenciadas a partir del ingreso de los

monocitos a tejidos diana (Auffray et al., 2009).

En general, cada TLR se compone de un dominio extracelular con secuencias ricas
en leucina que median el reconocimiento de los PAMP/DAMPs, un dominio
transmembrana y un dominio citoplasmético denominado Toll / IL-1 (TIR) que inicia la
cascada de sefalizacion (Kumar et al., 2011; Kawai et al.,, 2010). Tras el
reconocimiento de PAMPs y DAMPs, los diferentes tipos de TLRs reclutan a su
dominio intracelular, en forma diferencial, proteinas adaptadoras que contienen
dominios TIR, tales como MyD88 (Kumar et al., 2011). Estas vias de sefializacion
conducen a la activacion de factores de transcripcion tales como NF-kB (Wada et al.,
2016) y STAT-1 (Liang et al. 2017), los cuales una vez activados, se translocan al
ndcleo para unirse a dominios especificos del DNA iniciando la transcripcion de
genes relevantes para la respuesta inmune tales como citokinas y quimiokinas
(Wada et al., 2016; Kawasaki et al., 2014). Se sabe que SOCS-1 (suppressor of
cytokine signaling 1) previene la activacién de STAT-1, inhibiendo asi la expresion de
MyD88 (Ferreira et al. 2014) y, por tanto, reprimiendo la expresion de moléculas

proinflamatorias.

. TLR9, inflamacidn v alteraciones metabdlicas

En el tejido adiposo, la hipertrofia y proliferacién de los adipocitos, la angiogénesis y
la contribucién de las células inmunes estan altamente coordinadas (Nishimoto et al.,
2016). Sin embargo, la obesidad interrumpe este equilibrio generando cambios
estructurales y funcionales que favorecen el desarrollo de la respuesta inflamatoria
en el tejido adiposo. Al respecto, se sabe que el aumento de la produccién de
citokinas inflamatorias, tales como TNF-e IL-6 puede inducir directamente resistencia

a la insulina (Dou, 2013). Se ha visto, por otra parte, que en animales obesos
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resistentes a la insulina, la supresion de la activacion del receptor de insulina (InsR) y
su asociacion con los sustratos de este receptor (IRS), inhibe la via de sefalizacion
de esta hormona, explicando el desarrollo de insulinorresistencia (Chawla et al.,
2011) y de DM2 (Menegazzo et al., 2015).

El incremento de la inflamacion del tejido adiposo, en conjunto con otras condiciones
relacionadas a la obesidad - alto grado de estrés oxidativo (Furukawa et al., 2004) y
menor presion de oxigeno tisular (Sung et al., 2013), entre otras- pueden inducir
liberacion de diversos productos de degeneracion celular asociada a la inflamacién
(Nishimoto et al., 2016). Se ha descrito, entre estos elementos, a los &cidos grasos
libres, los que al actuar como ligandos enddgenos de TLR2 y TLR4, pueden
contribuir a incrementar y perpetuar la inflamacion del tejido adiposo (Suganami et
al., 2005)

Adicionalmente, se ha descrito la participacion de otros receptores TLR en
enfermedades metabdlicas, incluida la obesidad, entre ellos TLR9 (Nishimoto et al.,
2016). Este receptor requiere de la uniébn de DNA para su activacion, describiéndose

multiples fuentes de DNA responsables de la activacion de TLRO:

a) DNA mitocondrial circulante: tiene un origen hepatico y se encuentra elevado

en modelos de ratones y pacientes con esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA). Por
ello se ha propuesto que este DNA puede promover el desarrollo de esta patologia
mediante la activacion de TLR9 (Garcia-Martinez et al., 2016).

b) DNA exégeno: se sabe que la obesidad esta asociada con una composicion

alterada de la microbiota intestinal (Tremaroli et al., 2012). Es posible que los motivos
CpG no metilados encontrados en el DNA bacteriano puedan promover inflamacion e
insulinorresistencia inducida por la obesidad (Revelo et al., 2016). Estudios
experimentales en ratones han demostrado que los niveles de DNA bacteriano de
origen intestinal estan aumentados en la sangre y en el TAV después de una semana
de alimentacién con una HFD (Amar et al., 2011), los cuales podrian tener efectos
sistémicos y locales en el TAV y en el higado (Henao-Mejia et al., 2012). Por lo tanto,

los cambios inducidos por la obesidad en la microbiota intestinal podrian
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potencialmente promover resistencia a la insulina a través del reconocimiento de
estos CpG DNA por TLR9 (Revelo et al., 2016).

C) DNA constituyente de trampas extracelulares (extracellular traps, ET): durante

un tipo especial de muerte celular programada llamada NETosis (Brinkmann et al.,
2004; Menegazzo et al., 2015; Revelo et al., 2016), en la que ocurre desintegracion
de las membranas intracelulares de los neutrofilos, seguida por la descondensacion
de la cromatina, existe extrusion del material nuclear. Este DNA - ahora extracelular-
forma complejos con histonas y enzimas granulares, formando redes o trampas
(lamada NETs por neutrophil extracellular traps), las cuales pueden atrapar
particulas y moléculas enddgenas y exdgenas, proporcionando un mecanismo de
defensa contra la inflamacion (Menegazzo et al., 2015). También se han descrito
estructuras liberadas por los macréfagos llamadas METs (macrophage extracellular
traps), con un rol similar a las NETs, presentes en el tejido adiposo subcutaneo
(Mohanan et al., 2013) y visceral (Revelo, 2016) de ratones. Se ha propuesto que
estados de hiperglicemia pueden estimular el proceso de NETosis (Menegazzo et al.,
2015; Revelo et al., 2016). En humanos, se ha descrito que en pacientes con DM2
existe un aumento de la formacion de NETs plasméticos (Menegazzo et al., 2015).
Por otra parte, un estudio en el que se utilizé un modelo de ratones con una dieta alta
en grasas y DM2 inducida por obesidad (DIO/HFD), demostré incrementos de las
liberacion de NETs y METs tanto en el TAV como en el plasma asociado a liberacion
de IL-1B y TNF-a por parte de macréfagos y a inflamacién del TAV (Revelo et al.,
2016). Este estudio demostré que la inhibicion de la formacion de ETs en el TAV,
determinaba una mejora en la tolerancia a la glucosa y a la insulina. Sin embargo,
este efecto no se observo en los ratones KO para TLR9 alimentados con HFD, lo que
sugiere que los efectos las ETs en el metabolismo de la glucosa estarian mediados,

al menos en parte, por TLR9 (Revelo et al., 2016).

d) DNA libre en el plasma (cell free DNA, cfDNA) asociado a la degeneracion de

adipocitos: Nishimoto (Nishimoto et al., 2016) trabajé con un modelo de ratones
C57BL/6 obesos, alimentados con una HFD y observé degeneracion de adipocitos

en el TAV, consistentes con aumentos del numero de estructuras del tipo
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coronas(crown like structures) en el tejido adiposo (Nishimoto et al., 2016). Estos
hallazgos se correlacionaron con mayores niveles plasmaticos de DNA
monocatenario (ssDNA), bicatenario (dsDNA) y de nucleosomas, lo que es
interpretado como cfDNA originado de adipocitos muertos. Ademas, este mismo
autor constaté acumulaciones de ssDNA en el citoplasma de los macrofagos
reclutados hacia el TAV y un aumento de la expresion de TLR9 en esta poblacion
celular (Nishimoto et al., 2016). Adicionalmente, demostraron que en un cultivo de
macréfagos peritoneales tratados con cfDNA incremento la expresion de la proteina
guimioatractante de monocitos-1 (MCP-1), efecto que fue mediado por TLR9
(Nishimoto et al., 2016). Estos resultados sugieren que la activacion de TLR9 por
cfDNA liberado desde los adipocitos degenerados, induce la expresion de citokinas
proinflamatorias y acumulacién de macréfagos, promoviéndose la respuesta
inflamatoria y participando en la patogénesis de la insulinorresistencia. Datos
adicionales de este mismo estudio, indican que también en humanos el nivel
plasmético de ssDNA se asocia con obesidad visceral y resistencia a la insulina
(Nishimoto et al., 2016).

. Actividad fisica y entrenamiento fisico

Existe consenso en que la realizacion de actividad fisica en forma regular genera
beneficios para la salud (American Diabetes Association, 2016). Sin embargo, es
necesario aclarar el significado de los diversos términos asociados con la actividad

fisica.

La actividad fisica se define como cualquier movimiento corporal producido por la

contraccion musculoesquelética, que conlleve un aumento del gasto energético
(Balducci et al., 2014). Cuando la actividad fisica se convierte en un proceso
sistematico, con una planificacion, progresion y estructura definida, con el objetivo de
mejorar o mantener uno o mas de los componentes de la condiciéon fisica de un
individuo -como por ejemplo la condicién cardiorrespiratoria y/o la fuerza muscular-

hablamos entonces de entrenamiento fisico (Balducci et al., 2014)
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A modo general se distinguen dos tipos principales de entrenamiento:

a) entrenamiento cardiorrespiratorio: el que involucra a un amplio grupo de

muasculos en una actividad dinamica, resultando en mejoras de la funcion
cardiovascular y musculoesquelética para la extraccion y utilizacion del oxigeno por
parte de los tejidos en contraccion (Balducci et al., 2014). Este tipo de entrenamiento
determinara principalmente un fenotipo caracterizado por poseer una alta capacidad
para realizar episodios prolongados de actividad fisica, retrasando la aparicion de la

fatiga y con una recuperacion rapida posterior al ejercicio (Krlger et al., 2013)

b) entrenamiento de fortalecimiento muscular: el que involucra la actividad de un

grupo o grupos de musculos en una actividad dinamica o isométrica, a través de la
variacion de la resistencia externa, el nUmero de veces en que esta resistencia es
movida y/o el intervalo de descanso entre ellas. (Balducci et al., 2014). Este tipo de
entrenamiento tiende a generar hipertrofia muscular y un mayor desarrollo de fuerza
méaxima (Krlger et al., 2013). Otorga una alta capacidad de realizar programas de
ejercicio de alta intensidad a corto plazo, pero con poca resistencia a la fatiga (Kruger
et al., 2013)

. Entrenamiento fisico como tratamiento para la obesidad y la DM?2

El tratamiento de la DM2 esta orientado a corregir la hiperglicemia, aumentando la
secrecion de insulina y/o su sensibilidad, siendo el entrenamiento de la condicién
fisica un elemento primordial en el tratamiento de los pacientes diabéticos, asociado
al conjunto de cambios o modificaciones en los patrones de alimentacion, y a la

terapia farmacoldgica (American Diabetes Association, 2016).

Aunque las adaptaciones de los distintos tejidos asociadas al entrenamiento fisico,
son especificas respecto al tipo de ejercicio (fortalecimiento muscular versus
cardiorrespiratorio), frecuencia, intensidad y duracién de éste (Balducci et al., 2014),
tanto el entrenamiento cardiorrespiratorio como el de fortalecimiento muscular

mejoran la accion de la insulina y el control de la glucosa (Umpierre et al., 2011). Sin
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embargo, este Ultimo tiene la ventaja de aumentar la masa muscular esquelética
optimizando y prolongando las respuestas beneficiosas (Mounier et al., 2015). La
contraccion del masculo esquelético aumenta la captacion de glucosa de una manera
dependiente de la intensidad del ejercicio, para sostener la demanda de energia
causada por el aumento del gasto de ATP. En este efecto participan, tanto el
aumento de la perfusion sanguinea, como la translocacién del transportador de
glucosa tipo 4 (GLUT4) a la membrana plasmética de la célula muscular (Mounier et
al., 2015).

Por otra parte, el entrenamiento de fortalecimiento muscular, desde un punto de vista
mecanico, puede ser de tipo dinamico, si la contraccion muscular genera movimiento
del segmento en actividad, o isométrico, si la contraccibn muscular no genera

movimiento del segmento (Balducci et al., 2014).

En particular, los efectos del entrenamiento de fortalecimiento muscular de tipo
isométrico, sobre parametros funcionales y musculo esqueléticos, demostrados tanto
en modelos humanos como en modelos murinos, incluyen mejoras en fuerza
muscular e hipertrofia de las fibras tipo Il (Farup et al.,2012; Kruger et al., 2013), sin
cambios en el fenotipo de las fibras musculares (Kriger et al., 2013) y también,
aumento de la translocacion de GLUT4 en las membranas musculares (Holten et al.,
2004) lo que se asocia a mejoras en la regulacion de la glicemia.

En comparacion a otros modelos de entrenamiento de fortalecimiento muscular, el
entrenamiento de tipo isométrico tiene como ventaja no requerir una etapa de
aprendizaje previo a su ejecucion (Kriger et al., 2013). Ademas, permite controlar
eficazmente las variables de carga, tiempo, repeticiones e intervalo de descanso
(Kriger, 2013). Otra ventaja del entrenamiento de tipo isométrico es que las
adaptaciones especificas inducidas por éste, no generan ningun tipo de interferencia
o superposicion funcional con el entrenamiento de resistencia, afectando los
pardmetros de evaluacion de la capacidad cardiorrespiratoria sélo marginalmente
(Karavirta et al., 2011).
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. Actividad fisica e inflamacién

La prevalencia de la obesidad sigue incrementandose en todo el mundo, asociado a
un aumento proporcional de la incidencia de DM2 y enfermedades cardiovasculares
(American Diabetes Association, 2016), condiciones caracterizadas por la presencia
de un estado de inflamacion sistémica crénica de bajo grado (Ouchi et al., 2011).
Ademas, el sedentarismo aumenta el riesgo de desarrollar este tipo de afecciones
(American Diabetes Association, 2016), en la que una mayor acumulacion de grasa,
principalmente visceral, estd acompafiada de una mayor infiltracion de células
proinflamatorias y liberacion de adipokinas en el tejido adiposo, incrementando o
perpetuando este estado inflamatorio (Ouchi et al., 2011; Osborn et al., 2012), el cual
esta asociado al desarrollo de resistencia a la insulina (Gleeson et al., 2011; Chawla
et al., 2011).

En este contexto, la actividad fisica constituye una herramienta terapéutica y de
prevencion con efectos a corto y largo plazo, que no solo se remiten a la reduccién
de los factores proinflamatorios, sino también a la inducciébn de un ambiente
antiinflamatorio (Strasser et al., 2013; Gleeson et al., 2011). Se han descrito los

siguientes mecanismos asociados a los efectos del ejercicio en la inflamacion:

a) Reduccion de la masa grasa visceral, lo cual se asocia a la disminucion de las
citokinas proinflamatorias IL-6 y TNF-a liberadas desde ésta (Gleeson et al., 2011,
Peake et al., 2015)

b) Liberacion de IL-6 desde los musculos esqueléticos en contraccion, la cual, en
este contexto, tienen un rol antiinflamatorio (Pedersen et al., 2012), protegiendo al
musculo esquelético de la infiltracion de macrofagos y del aumento de citokinas
proinflamatorias (Hong et al., 2009). Se ha visto que, ademas, es responsable del
aumento de las citokinas antiinflamatorias IL-10 e IL-1RA (Gleeson et al., 2011;
Peake et al., 2015).
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C) El ejercicio estimula la liberacidon de cortisol (Pedersen et al., 2007), hormona
gue posee potentes efectos antiinflamatorios sistémicos. El aumento de los niveles
circulantes de cortisol, media, entre otras funciones, la inhibicion de la induccién de

citokinas proinflamatorias (Gleeson et al., 2011).

d) Inhibicion de la infiltracion en el tejido adiposo por macréfagos Ml
proinflamatorios, los cuales liberan TNF-a, IL-6 y O6xido nitrico a nivel tisular,
favoreciendo por tanto el desarrollo de estados proinflamatorios (Gleeson et al.,
2011; Kawanishi et al., 2010). Se ha observado que el ejercicio tiende a reducir la
expresion de moléculas de adhesion celular, tales como ICAM-1 y también
guimiokinas, tales como MCP-1, las cuales reclutan este tipo celular al tejido adiposo
(Kawanishi et al., 2010).

e) Polarizacion de los macréfagos desde el fenotipo M1 proinflamatorio hacia el
fenotipo antiinflamatorio M2, el cual produce citokinas antiinflamatorias y arginasa,
controlando asi la inflamacion en el tejido adiposo (Kawanishi et al., 2010). Estudios
han demostrado que los glucocorticoides interfieren con el reclutamiento de
macrofagos al tejido adiposo (Patsouris et al., 2009) y ademas, favorecen la
diferenciacion de macrofagos a un fenotipo antiinflamatorio (Coutinho et al., 2011). Al
respecto, Kawanishi (Kawanishi et al.,, 2010) demostré que en ejercicio, ratones
obesos presentaron un cambio en la predominancia del subtipo de macréfagos en el
tejido adiposo, de M1 a M2, proponiendo que el cortisol secretado durante el

ejercicio, pudiera ser responsable de esta observacion.

f) Reduccion del niumero de monocitos proinflamatorios en la sangre, los cuales
estan asociados a la patogénesis de la DM2 (Giulietti et al., 2007). Timmerman
(Timmerman et al., 2008) demostr0 que el ejercicio disminuye los monocitos
proinflamatorios circulantes y plantea que los incrementos transientes de cortisol

durante el ejercicio pudieran jugar un rol en esta observacion.

s)] Aumento del numero circulante de células T reguladoras, cuya funcion es
disminuir la expresion de citokinas proinflamatorias y aumentar las antiinflamatorias
(Wang et al., 2011)
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h) Modulacioén de la funcién y expresion de los receptores TLR: existe evidencia
gque demuestra que los PBMC de sujetos fisicamente activos, presentan una menor
expresion de los receptores TLR2 (Durrer et al.,, 2017) y TLR4 (Lancaster et al.,
2005) y que frente al estimulo con LPS in vitro, estas células liberan menor cantidad

de citokinas proinflamatorias (Lancaster et al., 2005; Durrer, 2017)

Nos planteamos si esta situacion ocurre con otros receptores involucrados en la
respuesta inmune, tales como TLR9. No hay antecedentes en relacion a si el
ejercicio modifica de alguna manera la respuesta inflamatoria mediada por TLRO.
Ademas, la evidencia en torno al efecto antiinflamatorio del ejercicio de
fortalecimiento muscular esta limitada a ejercicios que implican contraccion muscular
de tipo dinamica, por lo que nos parece interesante evaluar el rol del entrenamiento
de fortalecimiento muscular de tipo isométrico en la modulacion de la respuesta

inflamatoria.

. Efecto del entrenamiento fisico en el cfDNA

Los mecanismos de liberacion del cfDNA hacia la circulacion son una materia de
discusion (Snyder et al., 2016; Raymond et al., 2017). Al respecto, algunos autores
sugieren que en sujetos sanos su aparicion se debe principalmente a la apoptosis de
células hematopoyéticas normales, con una minima contribucion de otros tejidos
(Snyder et al., 2016; Diehl et al., 2011) y en una menor proporcion a la liberacion
espontdnea de DNA recién sintetizado desde células vivas, como parte de un
mecanismo homeostéatico de regulacién de los fragmentos de DNA circulantes
(Tamkovich et al., 2006; Qin et al., 2016; Stroun et al., 2001)

El ejercicio, como inductor de injuria, genera dafo celular en forma aguda, el cual
trae consigo la liberacion de moléculas tales como el cfDNA, elevando por tanto, las
concentraciones plasmaticas de ésta (Breitbach et al., 2012). El tiempo en que los
niveles de cfDNA circulantes se mantienen por sobre sus niveles basales parece
depender de la severidad del dafio celular (Fatouros et al. 2010). La interaccién entre

la duracion e intensidad del ejercicio pareciera afectar los niveles de cfDNA, ya que

21



ambos parametros generan diferentes formas de estrés mecanico, oxidativo y
metabdlico en leucocitos y tejido muscular (Fehrenbach et al., 2006; Shockett et al.,
2016).

La evidencia muestra que en individuos sanos las concentraciones plasmaticas de
cfDNA tienen incrementos casi inmediatos luego de iniciado el ejercicio y se
mantienen elevados respecto a su basal, en un rango de tiempo que va desde 30
minutos posteriores a un ejercicio cardiorrespiratorio de mediana duracion y alta
intensidad (Velders et al. 2014; Fatouros et al., 2010), 2 horas post ejercicios
cardiorrespiratorios de larga duracién y mediana intensidad (Atamaniuk et al., 2004) y
48 horas luego de realizar ejercicios cardiorrespiratorios de muy larga duracién
(Margeli et al., 2006).

Fatouros (Fatouros et al. 2006), ademas, estudié el efecto de un programa de
sobreentrenamiento muscular (definido como una acumulacion de excesivo
entrenamiento a lo largo del tiempo, el cual determina una disminuciébn en su
rendimiento y eventual dafio muscular (Fatouros et al. 2006)) de 12 semanas de
duracion, con mediciones de cfDNA cada 4 semanas. Este autor demostréo aumentos
significativos de hasta 96 horas en la concentracion de cfDNA. Ademas, observo
rapidos aumentos y descensos en las concentraciones plasméaticas de cfDNA, las
que fueron acompafiados de incrementos tardios en los niveles de proteina C
reactiva, marcador de respuesta inflamatoria de fase aguda, incluso 48 horas
posteriores al término del ejercicio (Fatouros et al, 2010; Margeli et al., 2006),
sugiriendo que los mecanismos de liberacién de cfDNA son independientes a los
procesos que dan pie a los marcadores inflamatorios clasicos inducidos por el
ejercicio (Breitbach et al., 2012; Fatouros et al., 2010)

Hacemos notar que la cinética de los niveles plasmaticos de cfDNA inducidos por el
ejercicio, ha sido valorada en sujetos sanos sometidos a sobreentrenamiento de
fortalecimiento muscular o a ejercicios cardiorrespiratorios de alta intensidad y/o
larga duracion. Hasta la fecha, no existe evidencia de los efectos del entrenamiento
de fortalecimiento muscular en los niveles circulantes de cfDNA en patologias

metabdlico -inflamatorios, tales como obesidad y DM2.
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Es por esto, que nos parece interesante preguntarnos si un programa de ejercicio de
fortalecimiento muscular genera cambios en las concentraciones plasmaticas de
cfDNA en sujetos obesos y DM2, modificando la respuesta inflamatoria mediada por
TLRO9.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La prevalencia de obesidad y sedentarismo, y de las condiciones asociadas a ellas,
tales como la DM2, estan en permanente incremento en todo el mundo (American
Diabetes Association, 2016). Un rasgo distintivo de la obesidad es la presencia de un
estado inflamatorio crénico de bajo grado, tanto a nivel sistémico como en el tejido
adiposo (Ouchi et al., 2011), condicién relacionada, entre otras, con la liberacién de
diversos productos de degeneracion celular desde los adipocitos, tales como el
cfDNA, el cual ha sido identificado como ligando enddégeno del receptor TLR9
(Nishimoto et al., 2016).Por lo tanto, la mayor disponibilidad de cfDNA podria
favorecer la activacion de TRL9y su participacion en la mantencién del estado
proinflamatorio asociado a la obesidad (Nishimoto et al., 2016; Revelo et al., 2016).

La actividad fisica aparece como una herramienta 0til para la prevencion y
tratamiento de las condiciones deletéreas asociadas a la obesidad, disminuyendo la
respuesta proinflamatoria y favoreciendo un ambiente antiinflamatorio (Gleeson et al.,
2011). Se sabe que los PBMC de sujetos sanos fisicamente activos tienen una
menor expresion de receptores TLR2 (Durrer et al., 2017), y TLR4 (Lancaster et al.,
2005) y wuna capacidad significativamente inferior para producir citokinas
proinflamatorias mediadas por ellos, en comparacion a sujetos sanos inactivos
(Lancaster et al., 2005; Durrer, 2017). Por esta razon, nos parece interesante
preguntarnos si este efecto ocurre también en otros receptores involucrados en la

activacion inmune.

Ademas, la evidencia disponible sefiala que existen aumentos en las
concentraciones plasmaticas de cfDNA, en forma constante, en sujetos sanos

sobreentrenados (Fatouros, 2006), o en forma aguda, en individuos sometidos a
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entrenamientos de alta intensidad y/o larga duracion (Velders et al. 2014; Fatouros et
al., 2010; Margeli et al., 2006; Atamaniuk et al., 2004) sin que esto impliqgue una
mayor actividad proinflamatoria sistémica mediada por su receptor, TLRO.

Por otra parte, en obesidad e insulinorresistencia, condiciones caracterizados por un
estado proinflamatorio sistémico, se ha observado aumento de las concentraciones
plasmaticas de cfDNA (Nishimoto, 2016). Se desconoce si el entrenamiento de
fortalecimiento muscular genera cambios en los niveles circulantes de cfDNA en

patologias metabdlico - inflamatorias, tales como obesidad y DM2.

Por lo tanto, nos parece interesante evaluar si un programa de entrenamiento de
fortalecimiento muscular de tipo isométrico podria inducir modificaciones en la
respuesta inflamatoria mediada por TLR9.Estudiar el efecto del entrenamiento
isométrico permitiria ampliar la evidencia acerca del rol antiinflamatorio del
entrenamiento de fortalecimiento muscular y adicionarlo a la serie de indicaciones no

farmacoldgicas para este tipo de pacientes.

Por estas razones, hipotetizamos que "un programa de fortalecimiento muscular de

tipo isométrico de 12 semanas de duracion, inducira una disminucion de la respuesta

proinflamatoria mediada por TLR9, en un modelo de ratas obesas/ DM2".

Para ello proponemos aplicar un programa de entrenamiento de fortalecimiento
muscular de tipo isométrico de 12 semanas de duracion, a un modelo de ratas Wistar
adultas obesas/DM2, alimentadas con una dieta alta en grasas (HFD). Una vez
terminado el periodo de entrenamiento, compararemos la respuesta inflamatoria en
este grupo respecto a otro grupo de ratas con las mismas caracteristicas, pero no

sometidas al programa de entrenamiento.

Esperamos demostrar que el ejercicio de fortalecimiento muscular induce una
disminucién de la respuesta proinflamatoria en este modelo, valorada como una
modificacion del perfil inflamatorio de los mediadores humorales dependientes de la
via de TLRO9.
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OBJETIVOS DE INVESTIGACION.

. Obijetivo General:

"Evaluar el efecto de un programa de fortalecimiento muscular de tipo isométrico de
12 semanas de duracion, en un modelo de ratas obesas y diabéticas (DM2), sobre la

respuesta inflamatoria mediada por TLR9"

. Objetivos especificos:

1. Comparar la expresion de citokinas proinflamatorias y antiinflamatorias entre el

grupo de ratas obesas/DM2 entrenadas y el de ratas obesas/DM2 no entrenadas

2. Comparar los niveles plasmaticos de cfDNA entre el grupo de ratas obesas/DM2

entrenadas y el de ratas obesas/DM2 no entrenadas

3. Determinar si el programa de entrenamiento de fortalecimiento muscular de tipo

isométrico modifica la expresion del receptor TLRO.

4. Determinar si el programa de entrenamiento de fortalecimiento muscular de tipo
isométrico induce cambios en la expresién de la proteina adaptadora de TLR9,
MyD88 y de su supresor SOCS1
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METODOS EXPERIMENTALES.

. Contexto del desarrollo de la investigacion

La presente investigacion esta enmarcada dentro del proyecto Fondecyt n°1160792,
titulado "Interaction between supplemental zinc and muscle strength training as a key
element to improve type-2 diabetes therapy" desarrollado en el Departamento de
Nutricion de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. Una parte de dicho
proyecto contemplé trabajar con un modelo de ratas Wistar a las que se les indujo en
forma acelerada el desarrollo de DM2 y que posteriormente fueron asignadas
aleatoriamente en grupos experimentales, constituidos por el mismo numero de
animales cada uno (ver célculo del tamafio muestral en seccién "analisis
estadistico"). De los grupos experimentales definidos en el proyecto primario, nos
enfocamos en el grupo control (sin intervenciones adicionales) y el grupo sometido
al programa de fortalecimiento muscular. Nuestro estudio, por tanto, tiene las
caracteristicas de un disefio cuasiexperimental con andlisis post test y grupo control,

en el cual los grupos experimentales son definidos antes del experimento.

. Protocolo de alimentacién e induccién de DM2/obesidad

Se utilizaron ratas Wistar machos, adultas de cuatro meses de edad, a las cuales se
les indujo en forma acelerada el desarrollo de DM2 de acuerdo a los procedimientos
sugeridos por Skovso (Skovso et al.,, 2014) y Holmes (Holmes et al., 2015)
alimentandolos desde los dos meses de edad con una dieta alta en grasas (HFD:
high fat diet), descrita por Garcia-Diaz (Garcia- Diaz et al., 2009), lo cual produce
resistencia a la insulina en un periodo de dos meses. De acuerdo al protocolo, dicha
dieta fue preparada en el Departamento de Nutricion de la Facultad de Medicina de
la Universidad de Chile, utilizando paté de cerdo, chocolate blanco, papas fritas,
galletas, tocino, pellet estdndar en una proporcién 2:1:1:1:1:1. Su composicion en

términos de macronutrientes fue de 16,93% proteina, 62,91%, grasa y 20,15%
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carbohidratos, a diferencia del pellet estandar, el que estd compuesto por 59,42 %
proteina, 26,09 % grasa y 14,49 % carbohidratos (expresados en % de kilocalorias

totales).

Al cabo de dos meses con esta dieta HFD, se evaluo a las ratas de acuerdo con los
criterios diagnésticos de DM2 propuestos: se fijé un valor de 126 mg/dl de glicemia
en ayuno o de 250 mg/dl de glicemia a los 120 minutos durante un test de tolerancia
a la glucosa intraperitoneal (inyeccion intraperitoneal de 1mg de glucosa por
kilogramo de masa corporal). Si las ratas no cumplian con esta condicion, se
procedi6 a realizar una inyeccion lenta (durante 10 minutos) de una cantidad
pequefia de estreptozotocina (15 mg / kg de peso corporal) por via intraperitoneal y
se reevaluo el desarrollo de DM2 al cabo de 96 horas si cumplian con los mismos

criterios antes sefialados.

Las ratas que cumplieron con los criterios diagnésticos de DM2, fueron distribuidos
aleatoriamente en los grupos experimentales antes descritos, y se mantuvieron en
sus jaulas (compartidas con otras 2 o 3 ratas)por un periodo de 12 semanas,
recibiendo la dieta descrita y agua "ad libitum", con temperatura (22 £ 2,5 ° C) y luz
(12:12 horas de ciclo luz-oscuridad)ambiental controlada, lo cual cumplié plenamente
con las instrucciones del Comité Etico de Cuidado de Animales de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Chile (ver “certificacién del comité de bioética” en
anexos). Las instalaciones para el cuidado, alimentacion y entrenamiento de las
ratas, fueron otorgadas por el Bioterio del Departamento de Nutricion de la Facultad
de Medicina de la Universidad de Chile, y los costos involucrados en este proceso
estuvieron contemplados en el financiamiento del proyecto Fondecyt numero
1160792.

. Programa de entrenamiento de fortalecimiento muscular

Se implementd un programa de entrenamiento de fortalecimiento muscular a través
de contracciones isométricas, similar al propuesto por Kruger (Kriger et al., 2013), el

cual consistio en un sistema de agarre activo del animal a una rejilla, utilizando tanto
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sus patas delanteras como traseras, en sentido vertical y cabeza arriba. La rejilla,
confeccionada de plastico, tenia un tamafio de 1cm xlcm de separacion entre las
celdas y 1 mm de didmetro para facilitar el maximo agarre posible, y estaba
dispuesto en forma vertical sobre una plataforma de madera, de 15 cm de ancho y 30

cm de largo.

El protocolo de entrenamiento, contemplé medir la masa de los animales (balanza
digital Radwag modelo WTB 2000 (2000g x 0,01 g)) en forma previa al inicio de cada
sesion, para calcular la carga externa de trabajo que se afiadio a la cola, la cual esta
basada en cierto porcentaje de la masa corporal medida en cada sesion de
entrenamiento. En cada sesion se realizaron 3 6 4 series de 2 repeticiones cada una
en la cual cada repeticion tenia una duracion de 45 segundos, permitiéndoles
descansar 30 segundos entre cada repeticion y 2 minutos entre cada serie (ver pauta
de entrenamiento en anexos) . La carga externa, asegurada a la base de la cola a
través de cinta adhesiva, no generd lesiones en su cuerpo y tampoco intolerancias ni

limitaciones del movimiento.

El programa de entrenamiento tuvo una duracion de 12 semanas, con una frecuencia
de sesiones de 3 veces a la semana, contemplando al menos un descanso de 48
horas entre cada una de ellas. Durante los periodos inter entrenamientos, las ratas

se mantenian en sus jaulas, sin realizar actividad fisica en forma planificada.

Para valorar la progresion en la capacidad de desarrollar fuerza isométrica, se
adapt6 el protocolo utilizado por Kriger (Kruger et al., 2013), el cual esta definido por
el tiempo maximo de agarre (maximum holding time (MHT)), en segundos, que
pueda realizar el animal, consistente en posicionar a las ratas cabeza arriba en
posicion vertical en la malla, tanto con sus patas traseras como con las delanteras.
Se midio el tiempo, en segundos, hasta que retiraron sus patas traseras de la malla,
considerando el mejor de tres intentos, con un periodo de descanso de 3 minutos
entre cada intento. Este test fue aplicado al inicio y al final del periodo de

entrenamiento de 12 semanas.
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. Eutanasia de los animales v aislacién de tejidos

Finalizado el periodo de protocolo de 12 semanas, tanto las ratas entrenadas como
las no entrenadas fueron mantenidas en ayuno, con acceso libre al agua, por 8
horas, antes de la realizacion de una prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal
(IPGTT)(inyeccion intraperitoneal de 1mg de glucosa por kilogramo de masa
corporal). Posterior a esta medicidon, se someti0 a eutanasia a todos los animales
,por apertura de su caja toracica, previa sedacion con ketamina (90 mg/kg) y xilacina
(10 mg/kg) administrada por via intraperitoneal. Bajo la supervision del médico
veterinario a cargo del Bioterio del Departamento de Nutricibn de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Chile, se procedié a la extraccibn de sangre por
puncion cardiaca y a la aislacion del bazo y grasas parda, subcutanea,

retroperitoneal, mesentérica y epididimal, de todos los animales.

De la sangre extraida, una porcion fue recogida en tubos con anticoagulante EDTA,
de la cual se aislo plasma (centrifugacion de la sangre anticoagulada por 5 minutos a
3000 rpm/RT, rescatando el sobrenadante). Otra porcion de sangre fue incubada en
un tubo de vidrio durante 1 hora a 37°C, de la cual se extrajo posteriormente el suero
sanguineo (se dejo a 4°C overnight, hasta retirar el coagulo al dia siguiente y se
centrifugo, el resto de la sangre por 20 minutos a 4000 rpm y 4°C, rescatando el
sobrenadante). Del suero obtenido, una porcidon se destind para realizar perfiles
glicémicos vy lipidicos, y el resto fue almacenado a -20°C, hasta posteriores analisis
de citokinas a través de la técnica de ELISA y extraccion y cuantificacion de cfDNA.
Los tejidos grasos extraidos fueron pesados en balanza digital (Radwag modelo
AS220C2 (220 g x 0,1 mg)) en forma similar a Leopoldo (Leopoldo et al., 2016). De
los bazos extraidos, 2 trozos de 25 mm? fueron embebidos en 500ul de RNA Later
(RNA Later Stabilization Solution, ThermoFisher) por 24 horas a 4°C. Posteriormente
se elimind la fase liquida y se almacenaron a -80°C hasta la posterior extraccion de
RNA por técnica de Trizol (Invitrogen), deteccion de RNA en gel de agarosa al 2%
(lectura de gel en espectrofotbmetro marca Biotek, 320nm), descontaminacion y

transcripcion reversa para la obtencion del cDNA.
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. Cuantificacion de la abundancia del mMRNA de TLR9, MyD88, SOCS1 vy de las
citokinas TNFa, IL-10 e IL-6 en el bazo, mediante RT-PCR.

Se cuantificé la abundancia del mMRNA de TLR9, MyD88, SOCS-1 y de las citokinas
TNF-a, IL-10 e IL-6, en el bazo, mediante técnica de RT-PCR (Stone One Plus Real-
Time PCR System, Applied Biosystems) y uso de Power SYBR Green PCR Master
Mix, Applied Biosystems), utilizando los siguientes partidores (IDT Inc., EEUU):

GADPH forward: 5'- GCC AGC CTC GTC TCA TAG ACA- 3
GADPH reverse: 5'- TGG TAA CCA GGC GTC CGATA- 3

B- Actina forward: 5°- CTG TCC CTG TAT GCC TCT G -3

B- Actina reverse: 5" - ATG TCA CGC ACG ATT TCC -3

TLR 9 forward: 5°- CTA GAC GTG AGA AGC AAC CCT CTG- &
TLR9reverse: 5°- CAG CTC GTT ATA CAC CCA GTC GGC- 3
MyD88 forward: 5°- GAT AGG CAT GTC AGG GGA GA- 3
MyD88reverse: 5°- GCT GAC TTG GAG CCT GAT TC- 3
SOCS-1 forward: 5" - GAA GGT GCG GAA GTG AGT GT- 3
SOCS1 reverse: 5'- TGG TAG CAC GTA ACC AGG TG- 3
IL-6 forward: 5°-TAG TCC TTC CTACCC CAATTT CC- 3
IL-6 reverse: 5°-TTG GTC CTT AGC CACTCC TTC- 3

TNF- a forward: 5-TAC AGG CTT GTC ACT CGA ATT -3
TNF- a reverse: 5 - ATG AGC ACA GAA AGC ATG ATC- 3
IL-10 forward: 5°- ATT TGA ATT CCC TGG GTG AGA AG-3’
IL-10 reverse: 5°- CAC AGG GGA GAA ATC GAT GAC A-3
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. Analisis de citokinas presentes en el suero sanguineo:

El analisis de los niveles de las citokinas TNF- a e IL-10 presentes en el suero
sanguineo fueron realizados por técnica de ELISA (Enzyme Linked-Immuno-Sorbent
Assay) utilizando los kits comerciales “Quantikine Rat TNF- a” y “Quantikine Rat IL-
10” (R&D Systems, Inc., EEUU). Las concentraciones son obtenidas a través de una
curva de concentraciones, con limites de deteccion de 5 y10 pg/ml para TNF- a e IL-

10, respectivamente.

e Extraccion y cuantificacion de cfDNA

Se purificé el cfDNA presente en el suero sanguineo de acuerdo a las instrucciones
del kit comercial “NucleoSpin Plasma XS para purificacion de dsDNA (DNA de doble
cadena)” (Macherey-Nagel, Alemania)

La determinacion de la concentracion de dsDNA en las muestras fue realizada
mediante medicién de fluorescencia por SYBR Green, con un equipo lector de
multiplaca “Glomax Multi Detection System” (Promega, EEUU). Se realizé una curva
estandar a partir de un producto de PCR o DNA de concentracion conocida y las
diluciones seriadas se hicieron con el mismo Buffer de Elucion del kit y SYBR

Green(8,55: 1) en volumen dependiente de la cantidad de muestras a analizar.

El volumen final por pocillo fue de 200 ul en placa de fluorescencia de 96 pocillos. En
este caso, se utilizo el filtro Azul (Ex: 490 nm — Em 510/570nm) para la deteccién del
SYBR Green y se utilizd el protocolo estandar de fluorescencia del equipo. Los
resultados numéricos fueron analizados en Excel y a través de la ecuacion de la

recta de dicha curva, se calcul6 la concentracion de dsDNA de cada muestra.
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e Andlisis estadistico

Para estimar el tamafio muestral apropiado de los grupos planteados en nuestra
investigacion y por tanto, detectar diferencias estadisticamente significativas entre
estos, requerimos establecer los valores promedio esperados para el grupo control
(Xc) y grupo experimental (Xe), estimar un valor para la varianza de una variable
critica para el estudio (DE), en este caso TNF-a (estimador de inflamacion, segun

nuestra hipétesis de estudio), el error alfa y el error beta, segun la siguiente formula:
N= 2{[(Za+ ZB)* s]/(Xc-Xe)}2 , segun Garcia (Garcia et al.2013) con:

N= tamafio muestral ;

Za = 1,96 (constante asociada al intervalo de confianza del 95%);

ZB = 0,842( constante asociada a la minima potencia estadistica esperable, es decir 80%),
s= varianza que tiene el grupo de referencia para la variable critica del estudio (Xc-Xe)=
diferencia minima esperada entre el grupo control y el grupo experimental para la variable
critica de estudio

Un estudio similar al nuestro, reporté valores de TNF-a del orden de 12,19 + 1,48
(media + varianza) pg/ml, en ratas obesas y diabéticas (Wu et al., 2016). Esperamos
una diferencia de al menos 3 pg/ml entre el grupo control y el grupo experimental. Al
reemplazar los valores en la férmula descrita, obtenemos que un minimo de 4 ratas

por grupo experimental es un valor apropiado para nuestra investigacion.

Se determind la distribuciéon normal de los datos mediante el test de Shapiro- Wilks.
Los parametros sin distribucion normal fueron analizados mediante la prueba de
Kruskall Wallis y las pruebas de diferencias de medianas de Wilcoxon o de U de
Mann Whitney, segun corresponda el caso. Se utiliz6 ademas, el criterio de Pierce
para eliminacion de outliers y datos dudosos. Los datos son presentados como
mediana [minimo -maximo] con un nivel de significancia estadistica de p < 0,05, los
cuales fueron analizados a través del software estadistico IBM SPSS Statistics

version 24.
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RESULTADOS.

1) Caracteristicas de los animales en estudio:

8 Ratas Wistar macho, de 4 meses de edad (adultos) alimentadas desde los 2
meses, con una dieta alta en grasas (high fat diet (HFD)), fueron sometidas a un
programa de entrenamiento de fortalecimiento muscular por un periodo de 12
semanas (grupo entrenado (GE)). Otras 7 ratas con las mismas caracteristicas, pero
no sometidas al programa de entrenamiento durante este periodo, sirvieron como
grupo control (GC). Ambos grupos continuaron recibiendo la dieta HFD hasta el

término del periodo de 12 semanas.

Previo al programa de entrenamiento, todas las ratas se encontraban en la categoria
de obesidad, segun el normograma de peso para ratas Wistar sanas, del laboratorio
Charles River (Charles River Laboratories, 2018) (Figura 1) y cumplian con el criterio
diagnéstico de DM2: glicemia de 250 mg/dl a los 120 minutos post carga aguda de

glucosa durante un test de tolerancia a la glucosa intraperitoneal (Figura 2)
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Figura 1: Distribucién de los valores de masa corporal de las ratas Wistar control y entrenadas en
forma previa al programa, comparado a normograma de masa corporal de ratas Wistar sanas. Se

destaca la edad de las ratas al inicio del protocolo (4 meses)
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Figura 2: Distribucién de valores de glicemia post carga aguda de glucosa medida a los 120 minutos
durante un test de tolerancia a la glucosa intraperitoneal de las ratas Wistar control y entrenadas, en

forma previa al programa. Se destaca el valor de 250 mg/dl de glicemia como criterio diagnostico de
DM2

Al evaluar la fuerza muscular al final de periodo de 12 semanas, se observo que el
GE mostré mayores valores de MHT absoluto y relativo a su respectiva masa
corporal (47[16-139] segundos y 65,45[15,18- 263,26] segundos/kilogramos)
respecto al GC (18[10-22] segundos; p=0,01 y 27,82[11,96- 30,05] s/kg; p= 0,02)
(tabla 1, anexos). Sin embargo, las ratas del GE mostraron una alta dispersion en la
distribucion de sus resultados, por lo que subdividimos el GE, en un grupo
"respondedor al entrenamiento de fortalecimiento muscular "(GR), los cuales
presentaron valores de MHT por sobre la mediana total del grupo, y el resto, con
valores bajo ésta, las denominamos "subrespondedoras al entrenamiento de
fortalecimiento muscular® (GSR). (Figuras 3 y 4). Para posteriores analisis
consideraremos tres grupos experimentales: grupo control (GC) (n=7), grupo

respondedor al ejercicio (GR) (n=4) y grupo subrespondedor al ejercicio (GSR) (n=4).
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Figura 3: Distribucién de los valores absolutos de MHT(en segundos) de ratas Wistar obesas y
diabéticas no entrenadas (control) y entrenadas al término del programa de entrenamiento. En el
grupo de ratas entrenadas se destacan aquellas que presentan valores de MHT absoluto sobre la

mediana del grupo (GR) y las que presenta valores bajo este (GSR).
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Figura 4: Distribucion de valores de MHT relativos a masa corporal (en segundos/kilogramos) de ratas
Wistar obesas y diabéticas no entrenadas (control) y entrenadas al término del programa de
entrenamiento. En el grupo de ratas entrenadas se destacan aquellas que presentan valores de MHT

relativo sobre la mediana del grupo (GR) y las que presenta valores bajo este (GSR).
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2) Efecto del programa de entrenamiento de fortalecimiento muscular en la

concentracion de citokinas en el suero sanguineo:

Se determind la concentracion de la citokinas TNF-a e IL- 10 presentes en el suero
sanguineo al final del periodo de entrenamiento, tanto para el grupo entrenado como
para el grupo no entrenado mediante técnica de ELISA. Los resultados son
expresados como "TNF-a" (en pg/ml) e "IL-10" (en pg/ml). Nuestros resultados
muestran que el GR presenté menores valores de TNF-a (17,65[14,71- 20,59] pg/ml),
respecto del GC (41,17[26,47- 138,24] pg/ml; p=0,017) y del GSR {(33,82 [23,53-150]
pg/ml). IL-10 no fue detectada en las muestras de los grupos experimentales (figura

5) (tablas 2a y 2b, anexos).
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Figura 5: Efecto del programa de fortalecimiento muscular en la concentracién de TNF-a en el suero
sanguineo de ratas Wistar obesas y diabéticas entrenadas. Medido en forma posterior al programa de

entrenamiento. * p < 0,05 respecto a GC; ** p < 0,05 respecto a GSR
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3)Efecto del programa de entrenamiento de fortalecimiento muscular en la expresion

del mMRNA de citokinas en el bazo:

Considerando que el gen de control interno (housekeeping gene) no debe cambiar
entre las condiciones experimentales planteadas, determinamos si los genes de
control interno GADPH y/o 3 actinas son adecuados para su uso. Comparamos los
valores de 2 entre los grupos experimentales para ambos genes, segun lo

planteado por Schmittgen (Schmittgen et al., 2008).

Nuestros resultados muestran que no existen diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos (p ns) para ambos genes, es decir, no hay cambios
dados las distintas situaciones experimentales. Sin embargo, al evaluar la razén de
los promedios de los valores de 2t del grupo entrenado respecto al control,
observamos que para 3 actinas este valor es cercano a 1, indicando que los valores
de 2-*t son similares entre el grupo control y el grupo entrenado, es decir, este gen
de control interno cambia muy escasamente entre las condiciones experimentales;
en cambio, al hacer este mismo andlisis para GADPH, el valor de la razén de 2
entre grupos es cercana a 2, es decir, la expresion de GADPH es casi el doble en el

grupo entrenado respecto al control.

Otro método para evaluar el cual es el mejor housekeeping gene, es el propuesto
por Mane (Mane et al., 2008), el cual considera analizar el promedio de los Ct para
cada condicion experimental: aquellos que muestren menores desviaciones
estandar, indican menores diferencias en la expresion del control interno entre las
condiciones experimentales. En este caso, las desviaciones estandar para B actinas
fueron menores comparado al analisis de GADPH. Por estas razones, decidimos
utilizar B actinas como gen de control interno (tablas 3a, 3b, 3c y 3d, anexos).

Posterior a este analisis, se determind la expresion del mRNA relativa a 3 actinas,
para los genes TNF a, IL-6 e IL-10 en los grupos estudiados mediante técnica de
PCR. Los resultados son expresados como "veces de cambio de la expresion del
MRNA de un gen de interés respecto a 3 actinas", para cada condicién experimental.

Para ello, se calcul6 las veces de cambio respecto al control interno (B actinas)), de
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la expresion de mMRNA de un gen en particular dada la condicién experimental (GC,
GR o0 GSR) definida como:

"(-1 / Diferencia de expresion entre condicion experimental y B actinas del mRNA
para un gen de interés) ", siendo la diferencia de expresion de mRNA para un gen de
interés: 222Ct gen de interés condicién experimental : (Ct gen de interes condicion
experimental - Ct p-actinas condicion experimental) - (Ct gen de interés blanco - Ct g actinas
blanco) (Schmittgen et al., 2008).

Observamos que el GR presentd menores valores de expresion del mRNA de las
citokinas proinflamatorias IL-6 respecto al GC (-9,2 [-29- -5,1] v/s -3,1 [-9 - -0,92];
p=0,023). En el caso de TNF-q, el GR también mostro menores valores de expresion
respecto al GC, sin embargo, no alcanzé significacion estadistica. No observamos
diferencias en los valores de IL-10 entre los grupos (figuras 6, 7 y 8) (tablas 4a y 4b,

anexos).
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Figura 6: Efecto del programa de fortalecimiento muscular en la expresion del mRNA de IL-6 de ratas
Wistar obesas y diabéticas entrenadas. El andlisis fue realizado al finalizar el programa de
entrenamiento. * p < 0,05 respecto a GC.
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Figura 7: Efecto del programa de fortalecimiento muscular en la expresién del mMRNA de TNF-a de
ratas Wistar obesas y diabéticas entrenadas. El andlisis fue realizado al finalizar el programa de
entrenamiento.
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Figura 8: Efecto del programa de fortalecimiento muscular en la expresién del mMRNA de IL-10 de ratas
Wistar obesas y diabéticas entrenadas. El andlisis fue realizado al finalizar el programa de
entrenamiento.
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4) Efecto del programa de entrenamiento de fortalecimiento muscular en la

concentracion de cfDNA en el suero y plasma sanguineo:

Se compararon los valores de cfDNA en suero y plasma sanguineo, al finalizar el
programa de entrenamiento entre el grupo entrenado y el no entrenado. Los
resultados fueron analizados como "pool del conjunto de individuos para cada tipo de
muestra y condicion experimental” y son mostrados como "concentracion cfDNA" y
como "% de cambio en entrenados respecto a control”. Como se observa en la figura
9, los sujetos entrenados tuvieron una concentracion casi 50% menor de cfDNA en el
suero respecto a los no entrenados. Esta cuantificacion de cfDNA también fue
realizado en muestras de plasma e interesantemente se encontré que aun cuando se
trataba de los mismos individuos, las diferencias observadas fueron minimas entre

los grupos (figura 9)(tabla 5, anexos).

W Entrenados
Suero
H Control
Plasma
0 0.5 1 15 2 25 pg/ml

Figura 9:Efecto del programa de fortalecimiento muscular en la concentracion de cfDNA en el suero y
plasma sanguineo de ratas Wistar obesas y diabéticas entrenadas. El andlisis fue realizado al finalizar
el programa de entrenamiento. Cada animal contribuy6 en forma equivalente al volumen final del pool

de los respectivos grupos analizados.
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5) Efecto del programa de entrenamiento de fortalecimiento muscular en la expresion

del mMRNA de la via de sefalizacion de TLR9 en el bazo:

Considerando las diferencias observadas entre los grupos experimentales, en la
expresion de las citokinas inflamatorias y la presencia de cfDNA, nos propusimos,
entonces, evaluar si en estas condiciones, existia alguna modificacién en la via de
sefalizacion de TLR9. Para ello, se determiné la expresion del mMRNA de los genes
TLR9, MyD88 y SOCSL1 por técnica de PCR. Los resultados son expresados como
"veces de cambio de la expresiéon del mMRNA de un gen de interés respecto a f3
actinas " para cada condicion experimental, segun el calculo de 222¢t descrito en el
item 4 de resultados. Como se observa en la figura 10, los grupos entrenados (GR y
GSR) tienen una menor expresion del mRNA del receptor TLR9 en relacion al GC,
sin embargo, no alcanzan significancia estadistica. Ademas, se observaron menores
expresiones de MyD88 en los grupos entrenados, en especial del GSR respecto al
GC (87,07[-96,71- -11,42] v/s 1,90 [-5,99 - -0,12]; p= 0,0167) (figura 11). Finalmente,
la expresion de SOCS-1, inhibidor de la via, fue mayormente inhibida en el GR
respecto al GC(-0,68[-0,98- -0,61] v/s -0,42[-0,53- -0,09]; p= 0,0167) (figura 12)
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Figura 10: Efecto del programa de fortalecimiento muscular en la expresion del mRNA de TLR9 de
ratas Wistar obesas y diabéticas entrenadas. El andlisis fue realizado al finalizar el programa de
entrenamiento. p=ns
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Figura 11: Efecto del programa de fortalecimiento muscular en la expresion del mMRNA de MyD88 de
ratas Wistar obesas y diabéticas entrenadas. El analisis fue realizado al finalizar el programa de

entrenamiento. * p < 0,05 respecto a GC; ** p < 0,05 respecto a GR
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Figura 12: Efecto del programa de fortalecimiento muscular en la expresién del mMRNA de SOCS-1 de
ratas Wistar obesas y diabéticas entrenadas. El andlisis fue realizado al finalizar el programa de
entrenamiento. * p < 0,05 respecto a GC.
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6) Efecto del programa de entrenamiento de fortalecimiento muscular sobre

parametros funcionales:

Se evalud la capacidad de sujecion de los animales a una superficie, expresado
como el tiempo méximo de agarre (MHT), ya sea de manera absoluta (en segundos)
0 normalizado por su masa corporal (en kilogramos). Los resultados son mostrados
como “Fuerza absoluta = MHT (en segundos)’ y “Fuerza relativa= MHT (en
segundos)/masa corporal (en kilogramos)”. Interesantemente, observamos que el GR
mostré mayores valores de fuerza absoluta (115 [108-139 ]s) y relativa (253,3
[200,37-263,26] s/kg) respecto del GC(18 [10-22]s; p=0,008) (27,82 [11.96-30,05]
s/kg; p=0,008) y del GSR (28 [16-35]s; p=0,021) (36,80 [15,1849,72]s/kg ;p=0,021).
No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el GC y el GSR

tanto en términos absolutos como relativos (tablas 7a 'y 7b, anexos).

7) Efecto del programa de entrenamiento de fortalecimiento muscular sobre

parametros biométricos:

a) Masa corporal: se midio la masa corporal total de cada animal, con balanza digital
para todos los grupos experimentales, en forma previa al protocolo de entrenamiento
y en forma posterior a este periodo, calculando ademas, los cambios en la masa
corporal de cada individuo a lo largo del programa. Los resultados son mostrados
como “Masa corporal previa al programa", "Masa corporal posterior al programa" y
"diferencia de masa: masa corporal posterior a programa -masa corporal previo a
programa” (en gramos). Nuestros resultados muestran que no existieron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos en forma previa al programa. Sin
embargo, al final del periodo observamos que el GR presentd una disminucion
significativa de su masa corporal(-5[-35- -2]g) mientras que el GC y GSR mostraron
incrementos de éste (GC: 24[9-85]g; p=0,008 y GSR: 50,5 [16- 201]g; p=0,021)

(tablas 8a y 8b, anexos).
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b) Masa grasa: con balanza digital se cuantifico la masa de la grasa parda, grasa
subcutanea, sumatoria (SUM) de grasa visceral (compuesta por la grasa
retroperitoneal, mesentérica y epididimal) con posterioridad a la eutanasia de los
animales (todos los tejidos de ambos grupos son extraidos por el mismo operador).
Los resultados son mostrados en términos absolutos o en forma relativa a su masa
corporal total. Nuestros resultados muestran que el GR presenté menores valores
de grasa visceral relativa (29,24 [25,94- 31,54] g/kg), grasa subcutanea relativa (7,44
[7,24- 9,54] g/kg) y grasa parda absoluta (0,35 [0,21- 0,40] g), respecto al GC {(58,25
[45,52- 69,07] g/kg; p=0,038) (16,23 [13,26- 30,86] g/kg; p= 0,038) (0,66 [0,51- 0,90]
g; p=0,023). También se observo en el GR menores valores tanto de masa grasa
visceral relativa (29,24 [25,94- 31,54] g/kg) como absoluta (15,44 [11,78- 17,00] g)
respecto al GSR {(61,16 [57,97-71,55] g/kg; p=0,021) (51,31 [40,81- 62,33] g;
p=0,043) (tablas 9a y 9b, anexos).

8) Efecto del programa de entrenamiento de fortalecimiento muscular sobre

parametros metabdlicos de control lipidico:

Se compararon los valores de triglicéridos, colesterol total, colesterol HDL, y
colesterol LDL (expresados en mg/dl) medidos en el suero sanguineo posterior a 6
horas de ayuno. Ademas se evaluaron diferencias en los indices "colesterol no HDL=
colesterol Total - colesterol HDL", "Colesterol total/colesterol HDL" y "colesterol
HDL/colesterol LDL". Nuestros resultados muestran que en el GR hubo valores
mayores de colesterol HDL (19,26[19,04- 21,67] mg/dl) respecto del GC
(15,48[15,37- 15,71 mg/dl]; p= 0,014). No se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos experimentales para el resto de los andlisis de los

lipidos sefalados (tablas 10a y 10b).
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9) Efecto del programa de entrenamiento de fortalecimiento muscular sobre

parametros metabdlicos de control glicémico

a) HbAlc: se compararon los porcentajes de glicosilacion de la fraccion Alc de la
hemoglobina (HbAlc), al finalizar el programa de entrenamiento entre los grupos de
trabajo. Los resultados son mostrados como "% HbAlc" (en porcentaje). Nuestros
resultados muestran que este programa de entrenamiento tiene efectos en el control
metabdlico de la glicemia valorado a través de la cuantificacion de HbAlc, dado que
en el GR se observaron valores significativamente menores de HbAlc (3,7[3,5-
4,0]%) respecto del GSR (4,3[3,9- 4,9]1%;p=0,042)} (tablas 11a y 11b, anexos).

b) Glicemias de ayuno (6 horas de ayuno, previo a test de tolerancia a la glucosa
intraperitoneal): se compararon los valores de glicemia de ayuno (en mg/dL) entre los
grupos experimentales, en forma previa y al finalizar el programa de entrenamiento.
Los resultados son mostrados como "Glicemia de ayuno” (en mg/dL). No habian
diferencias entre los grupos previo al programa. Sin embargo, se observé que al
finalizar el programa de entrenamiento, el GR presentd menores valores de glicemia
de ayuno (70[69- 86]mg/dl) respecto del GC (99[82- 119] mg/dl; p=0,033) y del GSR
(96[90-112]mg/dl; p=0,021) (tablas 1la y 11b, anexos) demostrando que este
programa de entrenamiento tiene efectos benéficos en el control metabdlico de la

glicemia.

c) Glicemias post carga a los 120 minutos (test de tolerancia a la glucosa
intraperitoneal): se compararon los valores de glicemia a los 120 minutos posteriores
a la inyeccion intraperitoneal de 1mg de glucosa / kilo de masa corporal, entre los
grupos entrenado y no entrenado, en forma previa y posterior al programa de
entrenamiento. Nuestros resultados muestran que el GR presentd menores valores
de glicemia post carga de glucosa a las 2 horas(183[131- 312]mg/dl), respecto del
GC (383[338-424];p=0,011) y del GSR (434[371-500]mg/dl; p=0,021) (tablas 1la y
11b, anexos), demostrando, nuevamente, que este programa de entrenamiento tiene

efectos benéficos en el control metabdlico glicémico.
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d) indice de resistencia a la insulina a través de HOMA: se compararon los valores
de glicemia (mg/dL) de ayuno e insulinemia (ng/dL) en ayuno, medidos en el suero
sanguineo, posterior a 6 horas de ayuno, entre los grupos experimentales, en forma
posterior al programa de entrenamiento. Estos valores permitieron calcular el indice
de resistencia a la insulina segun el modelo HOMA, basado en la formula "HOMA
IR= {[Glicemia ayuno suero (mg/dl) x Insulina suero(ng/dl)] / 405} (Roza et al., 2016).
Interesantemente, pese a los efectos previamente observados en los marcadores de
metabolismo glicémico (HbAlc, glicemia en ayunas y glicemia a los 120 minutos
durante prueba de tolerancia), el indice HOMA IR no arroj6 diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos experimentales (tabla 11c, anexos).
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DISCUSION.

Los resultados obtenidos en esta investigacion permiten sostener que el
entrenamiento de fortalecimiento muscular de tipo isométrico tiene un rol en el
tratamiento y posiblemente también en la prevenciéon de patologias metabdlicas con
un componente inflamatorio sistémico, tales como la obesidad y DM2. Es decir,
nuestros resultados permiten fundamentar la prescripcion de esta estrategia de

tratamiento no farmacologica en estos individuos.

El programa de fortalecimiento muscular utilizado en nuestro estudio fue
anteriormente reportado en la literatura internacional. El grupo de Mardare (Mardare
et al, 2016) estudié ratones obesos C57BL/6 machos, alimentados con una dieta
HFD, y los sometié a un programa de fortalecimiento muscular de tipo isométrico,
consistente en la sujecion en sentido vertical a una malla, realizandose sesiones 5
veces por semana, con una dosificacion de 3 series de un minuto y un minuto de
descanso entre ellas, por sesion, durante 10 semanas. Sin embargo, los ratones
obesos de aquel estudio no eran diabéticos, diferencia fundamental con el estudio

realizado en esta tesis.

Este mismo estudio, al igual que el nuestro, mostré que los ratones entrenados con
este protocolo de fortalecimiento muscular, mostraron una ganancia de peso menor
comparada a los no entrenados y una reduccion significativa de los valores de
glicemia frente al desafio de postcarga aguda de glucosa (Mardare et al, 2016). En
nuestro grupo experimental, observamos que aquellas ratas que presentaron
mejoras en los parametros del control glicémico también lograron mejoras

significativas en los tiempos maximos de sujecion.

Kruger (Kruger er al, 2013) reporté previamente que los incrementos en el tiempo
maximo de sujecion estan asociados a hipertrofia muscular de fibras musculares tipo
Il e incremento del contenido de la proteina de GLUT4 y lo que podria explicar el
impacto benéfico del entrenamiento de fortalecimiento muscular, observado en el
control metabdlico glicémico. Si bien la valoracion de estas variables (hipertrofia

muscular y/o expresion de GLUT4) no fueron parte los objetivos de nuestro estudio,
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sus modificaciones inducidas por el ejercicio resultan una explicacion plausible
respecto de las mejoras en los parametros de control glicémico inducidas por el

entrenamiento de fortalecimiento muscular observada en nuestro estudio.

A diferencia de los mayores valores de colesterol HDL para el GR reportados en
nuestra investigacion, el estudio de Mardare (Mardare et al, 2016) reportd que las
variables bioquimicas relativas al control lipidico no fueron modificadas en forma
significativa por el protocolo de entrenamiento utilizado. Se sabe que los efectos
benéficos del entrenamiento de fortalecimiento muscular sobre las vias metabdlicas e
inflamatorias, estan asociados a la disminucion de los niveles de los marcadores
proinflamatorios circulantes en el suero sanguineo, y estos mismos autores (Mardare
et al, 2016) demostraron disminucion de la actividad inflamatoria sistémica a través
de la valoracion de marcadores proinflamatorios CD40, IL-18,MIP-1 y Timp-1, en los
animales del grupo entrenado. En nuestro estudio, encontramos una disminucion
significativa de la concentracion de la citokina proinflamatoria TNF-a en el suero del
grupo de ratas GR. Esta disminucién significativa de la respuesta proinflamatoria,
inducida por el entrenamiento de fortalecimiento muscular en ratas obesas y
diabéticas, valorada por esta citokina, fue también reportada por otros autores
(Strasser et al., 2013; Gleeson et al., 2011).

Interesantemente, la disminucion de la concentracion de TNF-a observada en el
suero sanguineo del GR respecto al GC y GSR, estuvo acompafiada solo de una
tendencia a la disminucion de la abundancia de su mRNA en el GR, sin alcanzar
significacién estadistica. Sin embargo, observamos una disminucion significativa de
la abundancia del mRNA de otra citokina proinflamatoria: IL-6, donde los niveles de

su expresion fueron significativamente menores en el GR respecto a los otros.

Esta ausencia de correlacion entre los niveles de mRNA y la expresion de la
proteina TNF-a, puede ser explicado, al menos en parte, por la variedad y
complejidad de los mecanismos involucrados en la traduccién del mMRNA a proteina,
comenzando por la estabilidad del mMRNA y seguidos por la estabilidad de la proteina
y las técnicas para pesquisar la presencia de la proteina ( Liu et al. 2016). Se ha

observado que durante ciertas condiciones especiales, como el estrés celular, la
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célula inicia la traduccion de algunos mRNA en forma preferencial (Dever, 2002), por
lo que no necesariamente el mMRNA cuantificado se traduce en una cantidad
proporcional de proteina. Ademas, la produccion de proteinas posterior a la
transcripcion del mRNA, esta regulada por la asociacién del mRNA a los ribosomas.
Se sabe que a mayores porcentajes de mRNA asociados a ribosomas, la correlacion
entre los niveles de expresion de mRNA y su correspondiente proteina, sera mayor,
lo que representa un mecanismo celular para controlar la produccion de proteinas
(Greenbaum et al. 2003).

Otro aspecto que puede explicar la falta de correlacion entre los niveles de mRNA 'y
proteinas, es que las proteinas pueden tener distintos tiempos de vida media,
resultado de la distintas tasas de sintesis y degradacion a las que estan sometidas,
incluso al comparar proteinas que tienen funciones semejantes (Glickman et al.,
2004). Ademés, modificaciones a nivel post traduccional como fosforilaciones,
acetilaciones y glicosilaciones pueden modificar la estabilidad de la proteina y por
tanto también afectar su vida media (Liu et al., 2016). Incluso, la tasa de degradacion
de las proteinas pareciera tener una relacion directa con la concentracion a la cual se
encuentra en el lugar evaluado. Existe evidencia de que la presencia de mayores
concentraciones de TNF-a en el suero determinan una vida media mayor, en

comparacion a valores mas bajos (Lee et al., 2016)

Finalmente, no podemos obviar los errores, sesgos y ruidos que pueden tener las
técnicas de cuantificacion de proteinas y mRNA, lo que limita nuestra capacidad de
obtener una imagen clara de lo que realmente esta ocurriendo a nivel del mMRNA y de
la proteina (Greenbaum et al. 2003).

Si bien encontramos en nuestras ratas obesas y diabéticas una disminucion
significativa de la respuesta proinflamatoria inducida por el entrenamiento de
fortalecimiento muscular, no observamos cambios en la actividad antiinflamatoria. En
nuestro estudio, la actividad antiinflamatoria fue valorada por medio del andlisis de la
abundancia del mRNA IL- 10, para el cual no encontramos diferencias significativas
entre los grupos estudiados. La valoracion de la expresion de la proteina de esta

citokina en muestras de suero en los diferentes grupos resulté en valores por bajo el
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umbral de deteccidn del ensayo utilizado (10 pg/ml). Esta ausencia de cambio en la
expresion de IL-10 podria ser explicado por la corta vida media de esta citokina en
sangre. Pedersen (Pedersen et al. 2010) reporté un vida media de menos de 60
minutos post ejercicio agudo en humanos (maraton). Sin embargo, Batista (Batista et
al., 2010) observé en ratas que entrenaban 5 dias a las semana por 8 semanas al
55% - 65% VO2peak, incrementos de IL10 en los séleos, aun 24 horas posteriores a
la ultima sesién de entrenamiento, planteando un posible patron diferencial de
estabilidad de esta citokina segun el sitio de liberacion y el programa de

entrenamiento.

Para explicar los efectos del entrenamiento de fortalecimiento muscular en la
disminucién de la actividad proinflamatoria, planteamos que uno de los mecanismos
involucrados seria la regulacion de la expresion y funcionalidad de la via de
sefalizacion del receptor TLR9 inducida por el ejercicio fisico, tal como ocurre con
otros receptores tipo TLR. Se sabe que los PBMC de sujetos sanos fisicamente
activos tienen una menor expresion de receptores TLR2 (Durrer et al., 2017), y TLR4
(Lancaster et al., 2005) y una capacidad significativamente inferior para producir
citokinas proinflamatorias mediadas por ellos, que los sujetos sanos inactivos
(Lancaster et al., 2005; Durrer et al., 2017). Hasta el momento, no existe evidencia

de si el ejercicio fisico modifica 0 no la expresién y actividad de TLRO.

Nuestros resultados muestran en el GR una menor abundancia del mRNA del
receptor TLR9, en las células inmunes estudiadas, como también de la proteina
adaptadora de sefalizacion de esta via, MyD88, comparado al GC. Esta menor
cantidad de receptores de TLR9 disponibles y una menor expresiéon de las moléculas
envueltas en su cascada de sefalizacion, tales como MyD88, explicarian que la
activacion de la via de sefializacién de TLR9 podria ser menor, es decir, favoreceria

un ambiente con menor presencia de citokinas proinflamatorias.

Tal como esperdbamos, aquellos sujetos que mostraron mayores aumentos en su
fuerza muscular secundario al programa de entrenamiento muscular (GR), mostraron
una menor expresion del mMRNA de TLR9 y de la proteina MyD88, lo cual parece

estar relacionados con la disminucion de la actividad proinflamatoria observada,
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valorada como menores valores de la citokina proinflamatorias TNF- a circulante y
del mRNA de IL6, sin cambios en la citokina antiinflamatoria estudiada. Asociado a
este mejor desempefio funcional (fuerza) y a la disminucion de la actividad
proinflamatoria, los animales del GR lograron ademas mejoras en los pardmetros de
control glicémico medidos (glicemia en ayuno y post carga aguda de glucosa y

HbAlc) respecto al grupo no entrenado y al grupo subrespondedor al ejercicio.

Observamos ademas en el GR una menor expresion del mRNA de la proteina
SOCS-1, reguladora negativa de la actividad de MyD88. A partir, de nuestra hipotesis
esperdbamos encontrar una mayor expresion SOCS-linducida por el entrenamiento,
como mecanismo que explicaria la inhibicién de la respuesta proinflamatoria de la via
TLR9. Sin embargo, la menor expresion de SOCS-1 inducida por el entrenamiento,
podria reflejar, mas que ser causal de la inhibiciobn de la actividad inflamatoria
mediada por TLR9, una consecuencia de ella. Es decir, la menor actividad
proinflamatoria observada en el GR, podria implicar la existencia de una
retroalimentacion negativa de la expresion de SOCS-1, postulado que nos parece

interesante evaluar en el futuro.

Interesantemente, la menor expresion de SOCS-1 podria tener implicancias mas o
menos directas en la mejoria del control glicémico. Se sabe que el aumento de la
produccién de citokinas inflamatorias, tales como TNF-a e IL-6 pueden inducir
directamente resistencia a la insulina. Se ha visto, por otra parte, que en animales
obesos resistentes a la insulina, la supresion de la activacion del receptor de insulina
(InsR) y su asociacion con los sustratos de este receptor (IRS), inhibe la via de
sefalizacion de esta hormona, explicando el desarrollo de insulinorresistencia (Dou,
2013). Ante la exposicibn a citokinas, las células inmunes pueden expresar
supresores de la sefalizacion de citokinas (suppressors of cytokine signaling -SOCS)
los cuales acttan como reguladores negativos de estas moléculas (Feng, 2014). Sin
embargo, ademas de este rol fisiologico, los SOCS pueden actuar como reguladores
negativos de la via de transduccién de la insulina pudiendo contribuir al desarrollo de
resistencia a la insulina y de DM2 (Wada, 2011). Se sabe que la sobreexpresion de

SOCS-1 inducida por aumentos de las citokinas inflamatorias (Feng, 2014) puede
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alterar la interaccion entre InsR y IRS-1, causando asi resistencia a la accion de esta
hormona en el higado (Rui, 2002), adipocito (Zheng, 2013) y/o musculo (Lu, 2013) de
ratas. Es decir, altos niveles de citokinas proinflamatorias conducen a la
sobreexpresion de SOCS-1 en tejidos sensibles a la insulina, los cuales inducen
resistencia a esta hormona por inhibicion de su via de sefalizacion. Por lo tanto,
proponemos que la menor expresion de SOCSL1 observada en nuestro estudio en los
animales del GR permitiria explicar una via involucrada en la mejoria del control

glicémico observada en este grupo.

Nuestros resultados muestran que menores niveles de citokinas proinflamatorias
conducen una menor expresion de SOCS-1, limitando su accion inhibitoria en la via
de sefalizacion de la insulina y favoreciendo, por otra parte, el control metabdlico

glicémico observado.

En la via de sefializacién de TLR9, su ligando enddgeno es el cfDNA, el cual se sabe
esta aumentando en trastornos metabdlicos tales como obesidad y DM2 (Nishimoto
et al. 2016). Por otra parte, la evidencia muestra que la realizacién de ejercicio de
tipo cardiorrespiratorio en humanos sanos (Velders et al. 2014; Fatouros et al., 2010;
Atamaniuk et al., 2004; Margeli et al., 2006) y a corto plazo, determina aumentos de
los niveles circulantes de cfDNA. Sin embargo, no existen antecedentes en relacion a
los efectos del entrenamiento de fortalecimiento muscular en los niveles circulantes

de cfDNA en patologias metabdlico -inflamatorias, tales como la obesidad y la DM2.

Nuestros resultados muestran una disminucion de la concentracion de cfDNA en el
suero del grupo entrenado respecto al no entrenado. En la literatura, existe evidencia
de concentraciones de cfDNA en el rango de: menos de 0,1 ng/ml hasta incluso
mayores a 100 ng /ml (Chiu et al. 2006; Chun et al. 2006; Fatouros et al. 2006; Lazar
et al. 2006; Rainer et al. 2006; Rhodes et al. 2006; Schmidt et al. 2005).

Este amplia diferencia de valores en el contenido de cfDNA de las muestras de
plasma o suero, depende entre otras cosas, de la condicion clinica del donante, del
método de extraccién y manejo de la sangre, de la separaciéon del plasma o suero

sanguineo, del método de aislamiento del DNA y el método de cuantificacion de
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DNA. (Manual de uso NucleoSpin Plasma XS, Macherey-Nagel, 2018). A la fecha no

existen valores de referencia para ratas obesas diabéticas entrenadas.

Fatouros (Fatouros et al. 2006), ha mostrado en humanos sanos valores del orden de
1,66 +0,73 pg/mL de cfDNA en el plasma, en condiciones basales, el cual aumenta
hasta 31,98 £6,15 pg/m, en aquellos sometidos a un programa de entrenamiento de
fortalecimiento muscular de 12 semanas. Por su parte, Nishimoto (Nishimoto et al.
2016) compard ratones normopeso con ratones obesos sedentarios alimentados con
una dieta HFD por 8 semanas reportando concentraciones de cfDNA entre 10 y 60
ng/ml para las ratones no obesos y entre 15 y 80 ng/ml para los obesos. Nuestros
resultados, tanto en plasma como suero, variaron entre 0,7 y 2 ng/ml, asemejandose
a los valores de estados previos a la realizacion de actividad fisica y situacion de
normopeso antes sefialados, los que nos hace sugerir que el entrenamiento de
fortalecimiento muscular a largo regularia los niveles de cfDNA circulantes,

disminuyendo la disponibilidad de ligandos para el receptor TLR9.

Cabe destacar, que la evidencia disponible en relacion al efecto del entrenamiento
fisico sobre las concentraciones circulantes de cfDNA, se remite a estudios con
humanos sanos sobreentrenados (Fatouros, 2006), o en forma aguda en individuos
sometidos a entrenamientos de alta intensidad y/o larga duracion (Velders et al.
2014; Fatouros et al., 2010; Margeli et al., 2006; Atamaniuk et al., 2004), por lo que
se desconocen los efectos del entrenamiento de fortalecimiento muscular a largo
plazo sobre este parametro. Ademas, si bien se sabe que en estados de obesidad y
DM2, caracterizados por un estado proinflamatorio sistémico, existen aumentos de
las concentraciones de cfDNA, se desconoce el efecto que puede tener el
entrenamiento de fortalecimiento muscular sobre la regulaciéon de niveles circulantes
de cfDNA en esta condiciones Dada el efecto inhibidor que tiene el ejercicio fisico
sobre la actividad proinflamatoria, planteamos que si bien liberacion la aguda de
cfDNA inducida por el ejercicio en nuestras ratas diabéticas y obesas, puede ser
incluso mayor- por un efecto sumatorio- la presencia de cfDNA en el suero o plasma

a largo plazo, seria menor en el grupo entrenado.
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Apoyando nuestra hipoétesis, observamos que la concentracion de cfDNA presente en
el suero de las ratas obesas/diabéticas entrenadas es aproximadamente un 50%
menor comparado a aquellas no entrenadas. Una razon para explicar esta situacion
puede ser la disminucién de la masa visceral (absoluta y relativa a la masa corporal)
gque observamos al término del periodo de entrenamiento, tejido que esta
positivamente correlacionado con mayores liberaciones de cfDNA, segun Nishimoto
(Nishimoto et al., 2016). Ademas, Velders (Velders et al., 2013) demostré que el
ejercicio cardiorrespiratorio agudo estimula una mayor actividad de las DNAasas
presentes en el suero, enzimas que hidrolizan al cfDNA, y por tanto disminuyen sus
concentraciones. No hay antecedentes de si esto ocurre en ejercicios de
fortalecimiento muscular a largo plazo, como el utilizado en nuestro protocolo.
Podriamos especular que los efectos de una mayor actividad DNAasa asociada a
cada sesion ejercicio dentro de un programa de fortalecimiento muscular a largo
plazo, tienen un caracter sumatorio y persistente en el tiempo, dando cuenta de los

valores observados en nuestro resultados.

Interesantemente, observamos que la disminucion de cfDNA inducida por el
entrenamiento de fortalecimiento muscular y cuantificada en el suero, no es
consistente con lo observado al analizar los valores de cfDNA en muestras de
plasma. Nuestros resultados muestran que los niveles plasmaticos de cfDNA son
similares entre el grupo entrenado y el no entrenado, e incluso ambos valores son
alrededor de un 40% mayores a los observados en el suero del grupo no entrenado.
Este hallazgo podria explicarse por el efecto inhibitorio que tiene el anticoagulante
EDTA -utilizado durante la preservacion de la muestra de sangre hasta su
procesamiento hasta la obtencion del plasma- sobre la actividad de la DNAasa. Este
efecto fue demostrado por Barra (Barra et al, 2015), el cual observo que la actividad
de la DNAasas endogenas fue muy superior en el suero, en comparacion con el
plasma de muestras tratadas con EDTA. La adicién de dosis crecientes de EDTA a
plasma no anticoagulado y a suero, dio como resultado una inhibicion similar de la
actividad de las nucleasas, sugiriendo que iguales concentraciones de este
anticoagulante son capaces de provocar los mismos efectos inhibitorios en ambas

muestras. Ademas el tratamiento con DNAasas exdgenas no alterd la concentracion
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de cfDNA en el plasma con EDTA pero si degradé el DNA completamente en el
suero. Podriamos especular entonces, que el potencial efecto del ejercicio a largo
plazo en la induccién de una mayor actividad en las DNAasas, es inhibido por el uso
de EDTA, explicando la diferencia de valores observados en el plasma respecto al

suero de nuestros grupos experimentales.

En suma, el programa de entrenamiento de fortalecimiento induce disminuciones de
la expresion de citokinas proinflamatorias sin modificacion de la citokinas
antiinflamatorias. Este resultado puede ser explicado porque este programa induce
disminucion de la concentracion de cfDNA valorado en el suero, secundario al
aumento de las DNAasas, explicado por otros y/o por disminucion de la masa del
tejido graso visceral la cual esta implicado en la liberacién de cfDNA (Nishimoto et
al., 2016) y en la génesis de insulinorresistencia. (Revelo et al. 2016). Por lo tanto, la
disminucion de masa grasa visceral nos permitiria explicar la disminucién de la

liberacion de cfDNA y por tanto su efecto en la patogenia de la insulinorresistencia.

Interesantemente, asociada a esta disminucion del tejido graso visceral (formado por
células adiposas blancas) encontramos también una disminucién del tejido adiposo
pardo en el GR, inducido por el entrenamiento de fortalecimiento muscular. Se sabe
que el tejido adiposo blanco (TAB) esta especializado en almacenar energia y que el
tejido adiposo pardo (TAP) tiene una gran capacidad para disipar energia en forma
de calor, utilizando glucosa y &cidos grasos a través de la proteina mitocondrial
desacoplante (UCP-1), reduciendo asi, la disponibilidad de sustratos para el

almacenamiento en el TAB (Cannon et al. 2004).

En humanos, se han identificado dos poblaciones diferentes de adipocitos pardos:
los del tipo "pardo clasico”, similar los encontrados en los roedores, activados tras la
exposicion al frio, y los del tipo "beige”, los cuales se encuentran inactivos y
dispersos dentro del TAB (particularmente en el TAB subcutaneo), pero que pueden
ser inducidos a adquirir un fenotipo termogénico "pardo" y aumentar potencialmente

el gasto de energia de todo el cuerpo (Wu et al. 2013).
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A pesar de que existe evidencia que muestra que el entrenamiento a largo plazo
tiene la habilidad de promover la expresion de genes termogénicos en el TAB, tales
como PCG1 y UCP1 (De Matteis et al. 2013), se ha cuestionado la contribucion del
"pardeamiento” del TAB inducido por el ejercicio, al gasto de energia y produccion de
calor de todo el cuerpo, en especial debido a que el ejercicio es termogénico en si
mismo. Al respecto, Wu (Wu et al.,, 2014) reportdé reducciones significativas de la
masa total, expresion de los genes termogénicos PGC-1a y UCP-1 y de la oxidacion
de acidos grasos en el TAP interescapular (iTAP) de ratas sometidas a
entrenamientos de tipo cardiorrespiratorio de 8 semanas de duracién en comparacion
a otras sedentarias alimentadas con una dieta HFD. Ademas mostro en estas ratas
sedentarias alimentadas con una dieta HFD aumentos significativas de los
pardmetros antes mencionados en el iTAP, en las. en comparacién a ratas

alimentadas con una dieta normal (Wu et al., 2014).

Segun este autor, estos hallazgos reafirmarian el rol del TAP en la termogénesis
inducida por la dieta y en la homeostasis energética, reduciendo la eficiencia
metabdlica en términos de almacenamiento de energia como TAB y sugiere ademas
que la respuesta compensatoria que regula negativamente la termogénesis en las
ratas, esta dada por la exposicion cronica de calor inducida por el ejercicio, limitando
la produccion redundante de calor en esta condicion (Wu et al., 2014). Si bien, no
existen antecedentes respecto a los efectos del entrenamiento de fortalecimiento
muscular, en humanos o ratas, en la regulacion del TAP, podriamos esperar que la
gran cantidad de calor producido como consecuencia de las contracciones
musculares, a largo plazo, regulara negativamente la termogénesis en las ratas
entrenadas, explicando la disminucién de la masa de grasa parda interescapular

observada en el GR respecto al GC y GSR.

Nuestros resultados muestran que el entrenamiento de fortalecimiento muscular es
una medida efectiva para tratar los efectos metabolicos deletéreos asociados a la
obesidad y DM2. Incluso considerando el hecho de que nuestras ratas, a pesar de
catalogadas como diabéticas y obesas, tenian un buen control glicémico previo al

programa, expresado como valores normales de HbAlc y glicemia en ayuno,
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observamos que el entrenamiento aun asi logré determinar mejoras en parametros
metabdlicos e inflamatorios. Estas mejoras, sin embargo, no fueron extensibles a

todos los sujetos entrenados.

Al respecto, se sabe que la capacidad individual de respuesta al ejercicio, de un
parametro fisiolégico especifico, difiere significativamente (Sparks, 2017). Existe
evidencia de que al menos un 20% de individuos con DM2 no responden
favorablemente al entrenamiento fisico en términos de control glicémico y funcion
mitocondrial en musculo esquelético (Stephens et cols., 2015). Si bien algunos
investigadores utilizan el término 'No respondedor' para abordar la falta de respuesta
a una intervencion de ejercicio fisico en un resultado especificado a priori, existe
evidencia en este ambito, que mas que no existir respuesta frente al estimulos que
genera la actividad fisica, esta respuesta depende de la dosis de actividad fisica a la
que se expone un individuo (Montero, 2017). Por lo tanto, proponemos que un
término mas preciso para describir esta falta de respuesta bajo una dosis
determinada de ejercicio, pudiera ser el de "subrespondedor al ejercicio”, ya que si
bien pueden ocurrir adaptaciones a nivel molecular dadas por una determinada dosis
de ejercicio, éstas no consiguen modificaciones fisioldgicas clinicamente

evidenciables al momento de su evaluacion.

Nuestros resultados muestran diferencias significativas en la capacidad de respuesta
individual frente a un mismo tipo de ejercicio de fortalecimiento muscular, sugiriendo
que las caracteristicas del programa de entrenamiento propuesto pueden determinar
cambios en una o mas variables fisiolégicas en forma particular, los cuales no son
extensibles a todos los sujetos bajo el mismo régimen de entrenamiento. El
entrenamiento fisico en el grupo subrespondedor no generd diferencias en los
pardmetros evaluados respecto al grupo control. Es decir, en estos sujetos el
entrenamiento no tuvo un impacto en la variables fisioldgicas evaluadas. En cambio,
el entrenamiento de fortalecimiento muscular de tipo isométrico por un periodo de 12
semanas en sujetos con un perfil "respondedor”, determiné un aumento de la fuerza
muscular, lo estd asociado a la disminucion de la respuesta proinflamatoria, sin

modificaciones de la actividad antiinflamatoria y, paralelamente, una disminuciéon de
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la masa grasa (parda, subcutanea y visceral) y mejoras en los parametros de control
glicémico (Hbalc, glicemia en ayuna y a los 120 minutos post carga aguda de

glucosa) y lipidico (colesterol HDL)

Pareciera ser que si bien el ejercicio de fortalecimiento muscular es beneficioso para
la salud, determinando mejoras en la capacidad funcional, composicion corporal,
control metabdlico e inflamatorio, para alcanzar estas mejoras no bastaria solo con
someterse a un programa de ejercicio por un periodo de tiempo determinado, sino
gue es necesario alcanzar un aumento en la fuerza muscular significativo para lograr

mejoras significativas también en su salud.

Los resultados de nuestra investigacion aqui reportados, constituyen evidencia para
fundamentar la prescripcion del entrenamiento de fortalecimiento muscular de tipo
isométrico en el tratamiento y prevencidbn de patologias metabdlicas con un
componente inflamatorio sistémico y adicionarlo a la serie de indicaciones no

farmacoldgicas.
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Anexos: Tablas

Control (n=7) Entrenado (n=8) p value
Fuerza Absoluta al término del 18[10-22] 47[16-139] 0,01
programa(segundos)
Fuerza Relativa al término del 27,82[11,96- 30,05] 65,45[15,18- 263,26] 0,02

programa(segundos/kilogramos)

Tabla 1: Efecto del programa de fortalecimiento muscular en la fuerza de las ratas Wistar obesas y diabéticas entrenadas.
(Total del grupo entrenado). Anilisis realizado con Test de U de Mann Whitney.

Control Entrenado Entrenado
(n=7) Respondedor Subrespondedor p value
- (n=4) (n=4)
TNF o (pg/ml) 41,17 [26,47-138,24] 17,65[14,71-20,59] 33,82[23,53-150] 0,03

IL-10 (pg/ml)

No detectado

No detectado

No detectado

Tabla 2a : Efecto del programa de fortalecimiento muscular en la concentracion de citokinas en el suero sanguineo de
ratas Wistar obesas y diabéticas entrenadas. Esta evaluacién fue realizada al finalizar el programa de entrenamiento.

Analisis realizado con Test de Kruskall Wallis.

Control Entrenado Entrenado 0 0 0
_ Respondedor | Subrespondedor
(n=7) (n=4) (n=4) GC/GR GC/GSR GR/GSR
41,17 17,65 33,82
TNFalpe/m) | (2647-138,04] | [14,7172059] | [23,53-150] 0.02 030 0.03

Tabla 2b :Efecto del programa de fortalecimiento muscular en la concentracién de citokinas en el suero sanguineo de
ratas Wistar obesas y diabéticas entrenadas. Esta evaluacion fue realizada al finalizar el programa de entrenamiento.
Andlisis realizado con Test de U de Mann Whitney.

2t GC 2t GR 2t GSR value
(n=7) (n=4) (n=4) P
4,88 x10° 7,59 x10° 5,01x 107
D 7’ 7’ 7’
GADPH [7,84 x 10- 1,93 10°] [1,73 x1071- 9,68 x10°?] [1,64 x10° -1,01 x10°%] 0,95
B actinas 6,63 x10° 10,74 x10° 782 x10°% 025
3,39 x10°- 9,03 x10°?] [4,87 x10-1,09 x107] [4,87 x10%-1,10 x 107] ’

Tabla 3a: Efecto del programa de fortalecimiento muscular en la expresion de mRNA de los genes de control interno
GADPH y B actinas de ratas Wistar obesas y diabéticas entrenadas. Esta evaluacién fue realizada al finalizar el programa de
entrenamiento en muestras de bazo. Analisis realizado con Test de Kruskall Wallis.




2t GC 2 GE value

(n=7) (n=8) P
GADPH 4,88 x107° [7,84 x 1011 1,93 10'8] 5,01 x 10'9[1,73 x1011- 9,68 x10'8] 0,75
B actinas 6,63 x10’8[3,39 x10°8- 9,03 XlO'S] 10,49 x10’8[4,87 x10’8—1,09 x10'7] 0,14

Tabla 3b: Efecto del programa de fortalecimiento muscular en la expresion de mRNA de los genes de control interno
GADPH y B actinas de ratas Wistar obesas y diabéticas entrenadas. Esta evaluacién fue realizada al finalizar el programa de
entrenamiento en muestras de bazo. Analisis realizado con Test de U de Mann Whitney.

Promedio 2 GC Promedio 2 GE Promedio 2 GE

(n=7) (n=8) Promedio 2°“‘GC
GADPH 8,46 x107° 1,67 x10° 1,98
B actinas 3,21 x10® 3,94 x10°® 1,22

Tabla 3c: Efecto del programa de fortalecimiento muscular en la expresion de mRNA de los genes de control interno
GADPH y B actinas de ratas Wistar obesas y diabéticas entrenadas. Esta evaluacién fue realizada al finalizar el programa de
entrenamiento en muestras de bazo.

Ct promedio D.E. de Ct promedio Rango
GADPH control 27,97 2,65 [25,63-33,57]
B actinas control 23,99 0,63 [23,40- 24,81]
GADPH entrenados 28,20 3,61 [23,30- 35,75]
B actinas entrenados 23,70 0,64 [23,12- 24,29]

Tabla 3d: Efecto del programa de fortalecimiento muscular en la expresion de mRNA de los genes de control interno
GADPH y B actinas de ratas Wistar obesas y diabéticas entrenadas. Esta evaluacion fue realizada al finalizar el programa de
entrenamiento en muestras de bazo. n=7 grupo control y n=8 grupo entrenado

Veces de cambio de la expresiéon del Veces de cambio de expresion del Veces de cambio de expresion del
mRNA del gen respecto a B actinas mRNA de gen respecto a B actinas mRNA de gen respecto a B actinas p value
GC GR GSR
IL-6 -3,1[-9--0,92] -9,2 [-29- -5,1] -2,7[-4,2--1,1] 0.05
(x103) (n=7) (n=4) (n=3) !
-0,84 [-1,90- -0,24] --0,96 [--5,65 - -0,41] -1,24 [-2,78- --0,52]
L-1
-0 (n=7) (n=4) (n=4) 0:55
TNF alfa - 4,39[-10,00 --2,13] -13,33[-37,58 --4,25] -8,54 [-10,51 --6,58] 0,13
(n=7) (n=3) (n=3)

Tabla 4a: Efecto del programa de fortalecimiento muscular en la expresion del mRNA de citokinas inflamatorias de ratas
Wistar obesas y diabéticas entrenadas en muestras de tejido esplénico. Esta evaluacion fue realizada al finalizar el
programa de entrenamiento.Analisis realizado con Test de Kruskall Wallis.
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Control Entrenado Entrenado 0 0 0
_ Respondedor | Subrespondedor
(n=7) (n=4) (n=3) GC/GR GC/GSR GR/GSR
(Xlll';)i) -3,1[-9--0,92] | -9,2[-29--5,1] -2,7[-4,2--1,1] 0,02 1,00 0,06

Tabla 4b: Efecto del programa de fortalecimiento muscular en la expresion de mRNA de via TLR9 y citokinas inflamatorias
de ratas Wistar obesas y diabéticas entrenadas en muestras de tejido esplénico. Esta evaluacidn fue realizada al finalizar el
programa de entrenamiento.Andlisis realizado con Test de U de Mann Whitney.

o :
. Condicion Concentracion cfDNA % cambio en
Tipo de muestra experimental n (pg/ul) entrenados respecto a
P pe control
Control 7 141
S : Disminuye 47, 51 %
uero Entrenado 3 0.67 isminuye A
Control 7 173
Pl - A ta12,14 %
asma Entrenado 8 1,04 umenta A

Tabla 5: Efecto del programa de fortalecimiento muscular en la concentracion de cfDNA en el suero y plasma sanguineo
de ratas Wistar obesas y diabéticas entrenadas (grupo Entrenado). Esta evaluacion fue realizada al finalizar el programa de
entrenamiento. La muestra analizada corresponde a pool, es decir, una mezcla de volumenes equivalentes obtenidas de
cada uno de los animales que componen cada grupo en estudio.

Veces de cambio de expresion del Veces de cambio de expresion del Veces de cambio de expresion del
mRNA de gen respecto a B actinas mRNA de gen respecto a B actinas mRNA de gen respecto a B actinas p value
GC GR GSR
TLR9 -13,42[-30,61- -1,23] -15,77[-16,87--10,19] -23,40[-24,19- -22,61] 0,41
(n=7) (n=3) (n=4)
-1,90 [-5,99 - -0,12] -3,13[-8,57--0,52] -87,07 [-96,71-11,42]
MyD88 (n=7) (n=4) (n=3) 0,03
SOCs1 -0,42[-0,53 --0,09] -0,68[-0,98--0,61] --0,40 [--0,70--0,13] 0,08
(n=7) (n=3) (n=4)

Tabla 6a: Efecto del programa de fortalecimiento muscular en la expresion del mRNA deTLR9 y de su via de seiializacién
en ratas Wistar obesas y diabéticas entrenadas en muestras de tejido esplénico. Esta evaluacién fue realizada al finalizar el
programa de entrenamiento. Analisis realizado con Test de Kruskall Wallis.

Control Entrenado Entrenado p p p
Respondedor Subrespondedor GC/GR | GC/GSR | GR/GSR
-1,90 [-5,99 - -0,12] -3,13[-8,57--0,52] -87,07 [-96,71- -11,42] 0,34 0,02 0,03
MyD88 ) ) ,
(n=7) (n=4) (n=3)
socs1 -0,42[-0,53 --0,09] -0,68[-0,98--0,61] --0,40 [--0,70--0,13] 0,02 1,00 0,15
(n=7) (n=3) (n=4)

Tabla 6b: Efecto del programa de fortalecimiento muscular en la expresidon del mRNA de la via de seiializaciéon de TLR9 de
ratas Wistar obesas y diabéticas entrenadas en muestras de tejido esplénico. Esta evaluacion fue realizada al finalizarel
programa de entrenamiento.Analisis realizado con Test de U de Mann Whitney.
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Entrenado Entrenado
Control
(n=7) Respondedor Subrespondedor p value
(n=4) (n=4)
Fuerza Absoluta al término del 18[10-22] 115[108-139] 28[16-35] 0,01
programa(segundos)
Fuerza Relativa al términodel | o)1) o0 30051 | 2533(200,37-263,26] | 36,79[15,18- 49,72] 0,01
programa(segundos/kilogramos)

Tabla 7a: Efecto del programa de fortalecimiento muscular en la fuerza de las ratas Wistar obesas y diabéticas
entrenadas. Andlisis realizado con Test de Kruskall Wallis.

Control Entrenado Entrenado 0 0 0
B Respondedor Subrespondedor
(n=7) (n=4) (n=4) GC/GSR | GC/GSR | GC/GSR
Fuerza Absoluta al
. 18 115 28
término del [10-22] [108-139] [16-35] 0,01 0,07 0,02
programa(segundos)
Fuerza Relativa al
27,82 253,3 36,79
drmi | ! ! ! 1 2 2
termino del programa | |, g5 34 g [200,37- 263,26] [15,18- 49,72] 0.0 026 | 00
(segundos/kilogramos)

Tabla 7b: Efecto del programa de fortalecimiento muscular en la fuerza de las ratas Wistar obesas y diabéticas
entrenadas. Anilisis realizado con Test de U de Mann Whitney.

Entrenado Entrenado
Control
(n=7) Respondedor Subrespondedor p value
(n=4) (n=4)

M | previa al

asa corporal previa a 660 [626- 751] 530[489-544] 737[633-853) 0,10

programa (gramos)
Masa corporal posterior 680[647- 836] 528[454 -539] 760[704 -1054] 0,08

al programa (gramos)
Diferenci
iferencia de masa 24[9- 85] 5[-35 - -2] 51[16-201] 0,01
(gramos)

Tabla 8a: Efecto del programa de fortalecimiento muscular en la masa corporal de
entrenadas. Andlisis realizado con Test de Kruskall Wallis

ratas Wistar obesas y diabéticas

Control Entrenado Entrenado 0 0 0
_ Respondedor | Subrespondedor
(n=7) (n=4) (n=4) GC/GR GC/GSR GR/GSR
Diferencia de
masa (gramos) 24[9- 85] -5[-35--2] 51[16-201] 0,01 0,45 0,02

Tabla 8b: Efecto del programa de fortalecimiento muscular en la masa corporal de ratas Wistar obesas y diabéticas
entrenadas. Cuantificacion realizada al finalizar el programa de entrenamiento. Andlisis realizado con Test de U de Mann

Whitney.
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Entrenado Entrenado
Control
(n=7) Respondedor Subrespondedor p value
) (n=4) (n=4)
|
Grasa parda (absoluta) 0,66[0,51- 0,90] 0,35[0,21- 0,40] 0,43[0,23- 1,07] 0,05
(gramos)
Grasa parda(relativa) 0,82[0,75- 1,23] 0,65[0,46- 0,74] 0,57[0,22- 1,51] 0,30
(gramos/kg)
4 I
Grasa subcutanea (absoluta) | 51 125 g0] 3,93 [3,90- 4,33] 16,5 [7-44,64] 0,11
(gramos)
Grasa subcutanea(relativa) 16,23[13,26- 30,86] 7,44(7,24- 9,54] 23,12(8,91- 42,35] 0,11
(gramos/kg)
SUM Grasa visceral (absoluta) | g 559 45 57 e 15,44[11,78- 17] 51,31[40,81- 62,33] 0,05
(gramos)
M isceral(relati
SUM Grasa visceral(relativa) | o0 /c ) 6907] | 2924[25,94- 31,54] 61,16(57,97- 71,55] 0,04
(gramos/kg)

Tabla 9a: Efecto del programa de fortalecimiento muscular en la masa grasa de ratas Wistar obesas y diabéticas

entrenadas. Analisis realizado con Test de Kruskall Wallis.

Control Entrenado Entrenado 0 0 0
_ Respondedor Subrespondedor
(n=7) (n=4) (n=4) GC/GR | GC/GSR | GR/GSR
Grasa parda 0,66[0,51-0,90] | 0,35[0,21-0,40] | 0,43[0,23- 1,07] 002 1 057 | 008
(absoluta) (gramos)
Grasa
subcutanea(relativa) | 16,23[13,26- 30,86] 7,44[7,24- 9,54] 23,12[8,91- 42,35] 0,04 0,71 0,15
(gramos/kg)
SUM Grasavisceral | 5o 5,109 45 5775 | 1544[11,78-17] | 51,31(40,81-62,33] | 0,06 0,26 0,04
(absoluta) (gramos)
SUM Grasa
visceral(relativa) 58,25[45,52- 69,07] | 29,24[25,94-31,54] | 61,16[57,97- 71,55] 0,04 0,45 0,02
(gramos/kg)

Tabla 9b: Efecto del programa de fortalecimiento muscular en la masa grasa de ratas Wistar obesas y diabéticas
entrenadas. Analisis realizado con Test de U de Mann Whitney.
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Control Entrenado Entrenado p value
Respondedor Subrespondedor

Triglicéridos (mg/dl) 117,71[103,55- 130,1] 144,26[121,25- 155,76] 130,10[114,17- 153,99] 0,21
(n=5) (n=3) (n=4)

Colesterol total (mg/dl) 51,29[45,11- 56,85] 63,03 [53,15- 67,98] 56,86 [50,06- 67,36] 0,21
(n=5) (n=3) (n=4)

Colesterol HDL (mg/dl) 15,48[15,37- 15,71] 19,26[19,04- 21,67] 18,29[15,37- 22,48] 0,05
(n=5) (n=4) (n=4)

Colesterol LDL (mg/dl) 25,32[20,72- 30] 31,39[23,25-32,71] 28,17[22,73-31,41] 0,69
(n=6) (n=3) (n=4)

Colesterol total/HDL 3,23[2,87- 3,67] 3,22[2,76- 4,52] 3,15 [2,89- 3,46] 0,99
(n=6) (n=4) (n=4)

Colesterol no HDL 51,21[44,97-56,71](n=6) | 62,95[52,96- 67,83](n=4) 57,99[49,83- 0,25

(col Total - HDL) 67,83](n=4)
Colesterol HDL/LDL 0,63[0,52-0,77] (n=6) 0,63[0,38-0,82] (n=4) 0,66[0,57- 0,76] (n=4) 0,99

Tabla 10a: Efecto del programa de fortalecimiento muscular en pardmetros de control lipidico de ratas Wistar obesas y
diabéticas entrenadas. Cuantificacion realizada en forma posterior al programa de entrenamiento. Analisis realizado con

Test de Kruskall Wallis.

Control Entrenado Entrenado 0 0 0
B Respondedor Subrespondedor
(n=7) (n=4) (n=4) GC/GR | GC/GSR | GR/GSR
Colesterol HDL 15,48[15,37- 15,71] | 19,26[19,04- 21,67] | 18,29[15,37- 22,48] 0,01 0,22 0,31
(mg/dI)

Tabla 10b: Efecto del programa de fortalecimiento muscular en parametros de control lipidico de ratas Wistar obesas y
diabéticas entrenadas. Medido en forma posterior al programa de entrenamiento. Analisis realizado con Test de U de

Mann Whitney.

Control Entrenado Entrenado
(n=7) Respondedor Subrespondedor p value
_ (n=4) (n=4)
HbAc1 (%) 4,00(3,9- 4,5] 3,7[3,50-4,00] 43[3,9-4,9] 0,05
Glicemia ayuno previo a 135[101- 168] 07180 113] 1alor 155 -
programa (mg/dL)
Glicemia ayuno posterior a 99[82- 119] 70[65-86] 0100112 -
programa (mg/dL)
icemia 120 i
Glicemia 120" IPGTT previo a 354[257-500] 3061282-461] 4121270500 -
programa (mg/dL)
icemia 120’ i
Glicemia 120" IPGTT posterior 383[338-424] 183131 317] PR -

a programa (mg/dL)

Tabla 11a: Efecto del programa de fortalecimiento muscular en parametros de control glicémico de ratas Wistar obesas y
diabéticas entrenadas.. Andlisis realizado con Test de Kruskall Wallis.
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Control Entrenado Entrenado 0 0 0
_ Respondedor Subrespondedor
(n=7) (n=4) (n=4) GC/GR | GC/GSR | GR/GSR
HbAc1 (%) 4,00(3,9- 4,5] 3,7[3,50-4,00] 4,3[3,9-4,9] 0,07 0,20 0,04
Glicemia ayuno

posterior a programa 99[82- 119] 70[69- 86] 96[90- 112] 0,03 0,59 0,02
(mg/dL)

Glicemia 120" IPGTT

posterior a programa 383[338-424] 183[131- 312] 434[371-500] 0,01 0,59 0,02
(mg/dL)

Tabla 11b: Efecto del programa de fortalecimiento muscular en parametros de control glicémico de ratas Wistar obesas y
diabéticas entrenadas. Medido al finalizar el programa de entrenamiento. Analisis realizado con Test de U de Mann

Whitney.

Control Entrenado Entrenado
(n=5) Respondedor Subrespondedor p value
) (n=4) (n=4)
Glicemia ayuno suero (mg/dl) | 257,27[248,36- 295,8] 312,04[250,91- 317,45] 318,41[219,06- 382,09] 0,30
Insulina suero(ng/dl) 0,14[0,08-0,15] 0,15[0,09- 0,19] 0,14[0,12- 0,23] 0,83
HOMA IR 0,09[0,05- 0,11] 0,09[0,07- 0,14] 0,12[0,10- 0,23] 0.25

Tabla 11c: Efecto del programa de fortalecimiento muscular en pardmetros de control glicémico de ratas Wistar obesas y
diabéticas entrenadas. Medido en forma posterior al programa de entrenamiento. Andlisis realizado con Test de Kruskall

Wallis.
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Anexos: Programa de entrenamiento de fortalecimiento muscular

Semana/ Dia N° repeticiones x Resistencia externa Semana/ Dia N° repeticiones x Resistencia externa
series afiadida (% masa series afiadida (% masa
corporal) corporal)
Evaluacion inicial
S1/D1 2x3 0 S7/D1 2x3 40
S1/D2 2x4 0 S7/D2 2x4 15
S1/D3 2x3 5 S7/ D3 2x3 45
S2/D1 2x4 5 S8/ D1 2x4 40
S2/ D2 2x3 0 S8/ D2 2x3 15
S2/D3 2x4 10 S8/ D3 2x4 45
S3/D1 2x3 15 S9/ D1 2x3 45
S3/D2 2x4 5 S9/ D2 2x4 20
S3/D3 2x3 20 S9/ D3 2x3 50
S4/D1 2x4 20 S10/ D1 2x4 45
S4/ D2 2x3 5 S10/ D2 2x3 20
S4/ D3 2x4 25 S10/ D3 2x4 50
S5/ D1 2x3 35 S11/D1 2x3 50
S5/ D2 2x4 10 S11/ D2 2x4 25
S5/ D3 2x3 40 S11/D3 2x3 55
S6/ D1 2x4 35 S12/D1 2x4 50
S6/ D2 2x3 10 S12/ D2 2x3 25
S6/ D3 2x4 40 S12/D3 2x4 55
Evaluacion Final

Programa de fortalecimiento muscular a través de la contraccion muscular de tipo isométrica
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