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Resumen

El objetivo de este estudio fue investigar la respuesta al entrenamiento de resistencia de
la expresion del ARNm del GLUT4 de los musculos soleo y gastrocnemio en ratones obe-
sos. Cuarenta ratones machos C57BL/6 fueron utilizados en este estudio. Ocho ratones
(base normal [BN]) sirvieron como controles no obesos y no entrenados, y 32 ratones fu-
eron sometidos a una dieta alta en grasa (DAG) (aumento del 60% de kcal) durante 12 se-
manas. En la semana 16 los ratones obesos fueron distribuidos aleatoriamente en los si-
guientes grupos de tratamiento (n = 8 cada grupo): obesos base (OB); baja intensidad
(Bl); alta intensidad (Al), o grupos de control de obesidad (CO). Bl y Al fueron entrenados
5 dias por semana durante 12 semanas en una cinta rodante motorizada a 15 m/min con
una pendiente del 5% (en Bl) y/o en 22 m/min en una pendiente del 5% (en Al). Los rato-
nes CO se mantuvieron sedentarios en la jaula durante el programa de entrenamiento. La
expresion del ARNm del GLUT4 se midi6 en los musculos gastrocnemio y soleo, utilizando
el método PCR en tiempo real. La expresion del ARNm del GLUT4 del musculo soleo en el
grupo Bl aumento aproximadamente 2,2 veces, frente a 1,6 veces en el gastrocnemio
(p < 0,05). Ademas, la expresién de ARNm del GLUT4 en los musculos soleo y gastrocne-
mio de los grupos Bl y Al fue significativamente mayor que en OB y en los grupos CO
(p < 0,05). Se puede concluir que cualquier alteracion en el equilibrio energético del
cuerpo, especialmente por el entrenamiento fisico y/o una dieta alta en grasas, puede
influir en los mecanismos moleculares y celulares que actlan para establecer una homeos-
tasis estable.
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The effect of 12 weeks endurance training at 2 different intensities on GLUT4 mRNA
expression of soleus and gastrocnemius muscles in obese mice

Abstract

The aim of this study was to investigate the expression of GLUT4 mRNA in soleus and
gastrocnemius muscles in obese mice in response to endurance training. Forty male
C57BL/6 mice were used in this study. Eight mice (normal base [NB]) served as non-obese
non-trained controls, and 32 mice were put on a high fat diet (HFD) regimen (60% kcal
fat) for 12 weeks. At week 16, the obese mice were randomized into the following
treatment groups (n = 8 each group): obese base [OB]; low intensity [LI]; high intensity
[HI], or obese control [OC] groups. LI and HI trained for 5 days/week for 12 weeks on a
motorized treadmill at 15 m/min on a 5% slope (for LI), and/or at 22 m/min on a 5% slope
(for HI). OC mice were kept sedentarily in the cage during the training program. GLUT4
MRNA expression was measured in gastrocnemius and soleus muscles using a Real Time-
PCR method. GLUT4 mRNA expression of soleus muscle in LI group increased about 2.2
fold, against about 1.6 fold for gastrocnemius (P < .05). In addition, GLUT4 mRNA
expression of soleus and gastrocnemius muscles in LI and HI groups were significantly
higher than OB and OC groups (P < .05). It can be concluded that any disturbance in body
energy balance, especially by exercise training and/or high fat diet, can influence these
molecular and cellular mechanisms that act to establish a stable homeostasis.

© 2015 Consell Catala de U’Esport. Generalitat de Catalunya. Published by Elsevier

Espafa, S.L.U. All rights reserved.

Introduccién

Por lo general se admite que la obesidad esta fundamental-
mente asociada a una alteracién de la tasa de absorcion de
glucosa estimulada por la insulina en el musculo esqueléti-
co, que se ha atribuido a la resistencia a la insulina. Muchos
estudios se han centrado en el sistema de transporte de la
glucosa como parte de los mecanismos subyacentes. La glu-
cosa transporta las células del mUsculo esquelético media-
das por las proteinas transportadoras de glucosa GLUT1 y
GLUT4'. Se cree que la isoforma GLUT1 es la transportadora
de la glucosa que soporta el transporte de la glucosa ba-
sal23, mientras que la isoforma GLUT4 aumenta el transpor-
te de glucosa en respuesta a la insulina y a la contraccion.
La insulina y las contracciones transportan el GLUT4 de la
reserva intracelular a la membrana plasmatica y a los tubu-
los T45.

Es sabido que en los roedores, la capacidad de absorcion
de la glucosa es mayor en los misculos oxidativos rojos que
en los muUsculos glucoliticos blancos®'°. Parece que un me-
canismo subyacente tiene un nivel mayor de expresion de
GLUT4, tanto a nivel intracelular®’ como en la membrana
plasmatica®. En el musculo esquelético humano la captacion
de glucosa se asocia positivamente a la proporcion de fibras
de tipo 1 y negativamente a la proporcion de fibras de
tipo ub'"'. Estos resultados se basan en el estudio in vitro de
Zierath et al."?, quienes reportaron que el aumento de insu-
lina estimulada en la captacion de la glucosa por encima del
nivel basal se correlaciona fuertemente, tanto afirmativa-
mente con el porcentaje de fibras musculares de tipo I
como negativamente con el porcentaje de fibras tipo na. Sin
embargo, se han reportado resultados poco convincentes
respecto a la relacion entre la distribucion del tipo de fibra
y el contenido de GLUT4 en el mUsculo humano™'>, Ander-

sen et al.” no hallaron ninguna correlacion entre tipo de
fibra y contenido de GLUT4, mientras que Houmard et al."
mostraron una baja correlacion entre tipo de composicion
de la fibra y contenido de GLUTA4.

Se ha demostrado que los distintos musculos presentan
grandes diferencias en su contenido de GLUT4, y su varia-
cion esta a menudo asociada a las diferencias en la captacion
de glucosa estimulada por la insulina''’. Como los distintos
musculos estan compuestos por una combinacion de distin-
tos tipos de fibras musculares', es posible que existan di-
ferencias significativas en el contenido de GLUT4 entre
musculos.

Posiblemente, las diferencias en el contenido de GLUT4 y
la captacion de la glucosa estimulada por la insulina estan
relacionadas con el nivel de entrenamiento. Los cambios
del nivel de actividad del musculo esquelético son la clave
reguladora del contenido de GLUT4 en ratones'?. En los
seres humanos, los deportistas tienen mas GLUT4 que los
sujetos control de igual edad no entrenados?"??, y en am-
bos, sujetos control normales y sanos e individuos con
captacion disminuida de la glucosa estimulada por la insu-
lina, el entrenamiento fisico ha demostrado que incrementa
el contenido de GLUT4%:2.24, Ademas, una disminucion del
nivel de actividad puede disminuir el contenido de GLUT42%%,
Finalmente, se ha manifestado que cambios en la activi-
dad fisica y el contenido de GLUT4 estan relacionados con
cambios en la captacion de glucosa estimulada por la in-
sulina®.

El principal objetivo de este trabajo fue investigar la
expresion del ARNm del GLUT4 en el soleo (musculo pre-
dominantemente de contraccion lenta) y el gastrocnemio
(musculo predominantemente de contraccion rapida) co-
mo respuesta al entrenamiento de resistencia en ratones
obesos.
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Sujetos y métodos
Animales

En este estudio se utilizaron 40 ratones machos C57BL/6 (de
4 semanas). Ocho ratones no obesos (base normal [BN]; die-
ta estandar alimentados ad libitum) sirvieron como contro-
les no obesos no entrenados (el grupo BN se considerd como
valor de referencia para el calculo de la expresion génica en
tiempo real que se expresa como valores relativos) y 32 ra-
tones fueron sometidos a una dieta alimenticia alta en grasa
(DAG) durante 12 semanas que consistio en el libre acceso a
una dieta rica en grasas de 60% kcal (High-Fat Diet, Razi
Vaccine & Serum Research Institute, Iran). En la semana 16,
los ratones obesos fueron asignados aleatoriamente a los si-
guientes grupos de tratamiento (n = 8 cada grupo): 1) grupo
base obeso [OB]; 2) grupo de baja intensidad [BI]; 3) grupo
de alta intensidad [Al], o 4) grupo control obeso [CO]. Los
ratones OB murieron antes del programa de entrenamiento.
Bl y Al entrenaron 5 dias por semana durante 12 semanas en
una cinta de correr motorizada. Los CO sirvieron como con-
troles no entrenados. Todos los ratones fueron alojados en
jaulas binarias; la temperatura de la sala de los animales se
mantuvo a 22 °C, y se cred un ciclo artificial de 12 h de luz
y 12 h de oscuridad. Se aplicé un periodo de familiarizacién
de 2 semanas en las que los ratones corrian 7-10 m durante
10-15 min en una pendiente del 5%. Después, el entrena-
miento se continud en las 12 semanas siguientes, durante
60 min, de forma continua a 15 m/min en una pendiente del
5% (los Bl) y/o 41 min continuamente a 22 m/min en una
pendiente de 5% (los Al). El trabajo diario total fue igualado
en ambos grupos y se fijo en 900 m la distancia de carrera.
Los ratones CO se mantuvieron sedentarios en la jaula du-
rante el programa de entrenamiento. El peso se registraba
semanalmente. Bl, Al y CO fueron sacrificados al final del
programa de entrenamiento. La comida se les retir6 12-14 h
antes de morir. Los experimentos fueron aprobados por el
Comité de ética de investigacion.

Preparacion del musculo

Se anestesio a los ratones por via intraperitoneal con una
preparacién de ketamina (30-50 mg/kg en perfusion conti-
nua [pc]) y xilacina (3-5 mg/kg pc) y murieron mediante
extraccion de sangre del corazon para tomar muestras del
musculo 48 h después de la Gltima sesion de ejercicio, y se
disecaron los musculos soleo y gastrocnemio. Las muestras
de musculo se congelaron rapidamente en nitrégeno liquido
y se conservaron a -80 °C. Los procedimientos de prepara-
cion de los tejidos y la extraccion de ARN total estan sufi-
cientemente descritos en varios estudios?.

PCR en tiempo real

Se usd ARN transcriptasa inversa o retrotranscripcion y ce-
badores de hexameros aleatorios segln las instrucciones del
fabricante (AccuPower Green Star gPCR PreMix, BiONEER,
Daejeon, Corea). Luego, se ahadieron PCR Master Mix que
contenian cebadores especificos, ADN Taq Hotstar polime-
rasa y tampon de SYBR-Green PCR. Todas las muestras fue-
ron determinadas como duplicado, y para un control nega-

tivo se utilizé la misma configuracion, excepto en la adicién
de la transcriptasa inversa. No se detect6 ningln producto de
PCR en estas Ultimas condiciones.

Los niveles de ARNm de GLUT4 y B-actina, un gen de
mantenimiento, se determinaron por transcripcion inversa
cuantitativa-PCR del ARN celular total usando el cebador
directo 5" CCG CGG CCT CCT ATG AGATAC T3 y el cebador
reverso 5" AGG CAC CCC GAA GAT GAG T3’ para la amplifi-
cacion del RNAm del GLUT4 y el cebador directo 5" ACAATG
AGC TGC GTG TGG CC 3’y el cebador reverso 5° CCT CGT
AGA TGG GCA CAG TG 3~ para la amplificacion de B-actina
ARNm. Los productos de amplificacion se sometieron a
electroforesis en geles de agarosa al 2% y se tineron con
bromuro de etidio.

La cuantificacion en tiempo real de GLUT4 a B-actina de
ARNm se realiz6 mediante un ensayo de PCR SYBR-Green
(Rotor-gene 6000, Corbett). GLUT4 ARNm y B-actina de
ARNm fueron amplificados en tubos separados y el proto-
colo de ciclado térmico de 40 ciclos consistio en la desna-
turalizacion a 95 °C durante 20 s, hibridacion a 60 °C du-
rante 60 s, extension a 72 °C durante 30 s que se inicié con
una desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 15 min y se
completd con una extension final a 72 °C durante 10 min.
Durante la etapa de extension, el aumento de la fluorescen-
cia fue medido en tiempo real. Los datos fueron obtenidos
como valores CT (valor del ciclo umbral). La expresion
génica relativa fue calculada con la formula de Pfaffl?’:

(E ) ACT (muestra control)

objetivo objetivo

(muestra control)
(Eref) ACT ref

Ratio =

Analisis de datos

Los valores se presentan como mediana + DE. Se utilizd el
analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido del test
Honestly-significant-difference (HSD) de Tukey para evaluar
los efectos del entrenamiento sobre la expresion relativa de
ARNm de GLUT4 en diferentes grupos. También se utilizo el
test t-apareado, para valorar la diferencia entre el ARNm
del GLUT4 de los musculos soleo y gastrocnemio en cada
grupo. En todos los test se utilizo el software SPSS 21.0
(SPSS Inc., Chicago, IL, EE. UU.), y el valor de significacion
estadistica se estableci6 en p < 0,05.

Resultados

Los valores medios del peso de los ratones de diferentes
grupos durante la dieta alta en grasa (DAG) y fases de en-
trenamiento se presentan en la figura 1. El peso de los gru-
pos que consumieron DAG (es decir, OB, CO, Bl y Al) aumen-
to significativamente en comparacion con BN a partir de la
quinta semana durante la fase DAG que se mantuvo alta
hasta la semana 12 (p < 0,05). El aumento de peso en los 4
grupos tratados fue del 18% de promedio en comparacion
con BN, que llego al 32% en la duodécima semana (fig. 1).

Durante la fase de entrenamiento solo se estudiaron los
grupos de entrenamiento (Bl y Al) y CO, y la pérdida de peso
de los grupos de entrenamiento comenzé a diferenciarse
del grupo CO desde la sexta semana, y se convirtio en signi-
ficativa a partir de la octava semana (p =< 0,05).
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Figura 1

Cambio de peso de ratones durante las fases de alimentacion DAG y de entrenamiento.

*: diferencia significativa entre los grupos de obesos y normal; 1: diferencia significativa entre grupos de entrenamiento y OB; #:

diferencias significativas entre los grupos Al/BI.

Al: entrenamiento a alta intensidad; Bl: entrenamiento a baja intensidad; BN: base normal; CO: control obeso; OB; obesos base.

Por tanto, la pérdida de peso en los grupos de entrena-
miento (en comparacion con el grupo CO) fue del 5y del 7%
en la sexta y duodécima semana de la fase de entrenamien-
to, respectivamente. Es interesante senalar que la diferen-
cia de la pérdida de peso entre Bl y Al apareci6 a partir de
la semana 9 y llego a ser estadisticamente divergente en las
semanas 11y 12 (p < 0,05). De hecho, la tasa de pérdida de
peso fue mayor en Al que en Bl, de modo que los cambios en
el porcentaje de peso al final del entrenamiento de 12 se-
manas en el grupo Al fue 8% vs 5,5% en el grupo BI.

La expresion de ARNm del GLUT4 del misculo séleo en los
ratones que participaron en el grupo Bl aumenté aproxima-
damente 2,2 veces, frente a ~ 1,6 veces del gastrocnemio,
con relacion a BN (p = 0,05); de manera similar, con respec-

3,5

OSoéleo |

B Gastrocnemio

3,0

2,5 ¥

"
20 T [ ] I T

|
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ARNm de GLUT4 correspondienteal grupo BN

OB CO BI Al

Figura 2 Contenido de ARNm de GLUT4 de los grupos experi-
mentales gastrocnemio y séleo en relacion con el misculo em-
parejado en el grupo BN (p < 0,05).

*: aumento significativo con relacion a BN; t: diferencia signifi-
cativa en comparacion con OB y CO (p < 0,05).

to a la expresion de ARNm del GLUT4 se incrementod, aun-
que estadisticamente de manera no significativa, por la
practica de ejercicio de alta intensidad en los musculos
soleo y gastrocnemio ~ 2,1y ~ 1,8 veces, respectivamente
(p < 0,05). Ademas, la expresion de ARNm del GLUT4 de los
musculos séleo y gastrocnemio en los grupos Bl y Al fue sig-
nificativamente mayor que en los grupos OB y CO (p < 0,05),
con una ligera regulacion en descenso (down regulation) en
los Ultimos grupos (fig. 2).

Discusion

Ploug et al.?® encontraron que GLUT4 en fibras no estimula-
das (por la insulina) se distribuia a lo largo de todas las fi-
bras musculares, y estaba presente tanto en la superficie
(68% del GLUT4 total) como en el nlcleo (32% del GLUT4
total) de las fibras. También encontraron que los nucleos
eran desplazados y alineados con los vasos sanguineos que
cursan a lo largo de la superficie de la fibra, que ocasionan
una gran fraccion de GLUT4 junto a la fuente de la glucosa
evitando la necesidad de difusion a través de largas distan-
cias. Esta bien documentado que, en estado normal, GLUT4
circula lentamente entre la membrana plasmatica y uno o
mas compartimentos intracelulares, con la gran mayoria de
transportadores que residen en los compartimentos vesicu-
lares dentro del interior de la célula?®?. La acumulacion de
insulina estimulada de la proteina GLUT4 en la superficie de
la célula puede ser debida a un incremento de 10 a 20 veces
de la tasa de exocitosis con una pequefa disminucion
(2-3 veces) de la tasa de endocitosis del GLUT445:10.30,

La insulina estimula el transporte de glucosa a través de
la translocacion de GLUT4 a partir de la agrupacion de al-
macenamiento intracelular hacia la membrana plasmatica.
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La resistencia a la insulina causada por la falta de insulina o
unos resultados anormales de senalizacion de la insulina
con un descenso en la expresion y translocacion de GLUT4
causa la hiperglucemia y la diabetes**32, También se ha de-
mostrado que la contraccion muscular aumenta el conteni-
do de GLUT4 de la membrana celular®®. Varios estudios
sugieren que el ejercicio fisico causa la expresion de la pro-
teina GLUT4 y la translocacion en membrana plasmatica
mediante un mecanismo distinto de sefializacion de la insu-
lina>3. La mayoria de estudios sobre el musculo esquelético
de ratones han indicado que hay mas GLUT4 en las fibras de
tipo 1 que en las de tipo 1'%, lo cual coincide con los resul-
tados que hallamos en los ratones. En este estudio hemos
utilizado solo el musculo sdleo, generalmente conocido
como un musculo de fibras de tipo 1.

Nuestro estudio concuerda con otros®*-* que han indicado
que el ejercicio fisico incrementa la expresion de la protei-
na GLUT4 en sujetos diabéticos, tal como sucedio en nues-
tros sujetos obesos.

Hallamos que la expresion de ARNm de GLUT-4 se incre-
menta con 12 semanas de entrenamiento de resistencia, en
ambos musculos, en el sdleo (musculo en el que predomi-
nan las fibras de contraccion lenta) y en el gastrocnemio
(en que predominan las fibras de contraccion rapida) en
ratones obesos, con un patron intenso de dependencia. Ello
significa que la intensidad del ejercicio puede afectar a la
expresion del gen GLUT-4 (y, probablemente, la proteina)
en respuesta al entrenamiento, lo que puede provocar cam-
bios metabolicos significativos especialmente en los casos
obesos. En consonancia con nuestros resultados, se ha de-
mostrado que la proteina GLUT-4 y el transporte de glucosa
son notablemente superiores en las fibras musculares oxi-
dativas rojas (tipos 1y 1a) que en las fibras glucoliticas blan-
cas (tipo 11b)'®%, Esto podria ser un factor importante en la
adaptacion al ejercicio, a causa de los resultados del entre-
namiento de resistencia, en un cambio de fibras de tipo b
a fibras tipo na*'. Sin embargo, en los muasculos esqueléticos
humanos hay una diferencia mucho menor en la expresion
de GLUT4 en diferentes tipos de fibras musculares?**“2. Dau-
gaard et al.3* aislaron fibras musculares individuales y las
clasificaron segln la isoforma de la miosonina. GLUT4 fue
~ 20% mas alto en fibras que expresan la cadena pesada de
la miosina | que en las que expresan la cadena pesada de la
miosina 11a o b. No se pudieron detectar diferencias entre
las fibras na y ub. Tras 2 semanas de entrenamiento, GLUT-4
incremento ~ 23% fibras musculares de tipo 1, pero no hubo
cambios en los tipos 1a o 1b. Sin embargo, el ejercicio de
baja intensidad utilizado es conocido principalmente para
reclutar fibras de tipo 1.

De acuerdo con nuestros resultados, el entrenamiento de
baja intensidad dio lugar a una mayor expresion de ARNm
de GLUT4 en el musculo oxidativo (es decir, el séleo), pro-
bablemente debido a los requisitos relacionados con la ca-
pacidad oxidativa de las células. Por otro lado, la practica
de ejercicio de alta intensidad no produjo una mayor expre-
sion de ARNm de GLUT4 en el musculo sdleo, ni en el gas-
trocnemio. Como el misculo gastrocnemio consiste en una
mezcla de fibras rojas y blancas, otra explicacion seria que
el entrenamiento con ejercicios de baja intensidad no basto
para ejercer o incluso activar las fibras rojas del muasculo
gastrocnemio, y un aumento no significativo de este mulscu-

lo podria proceder de sus fibras blancas. Este escenario pue-
de ampliarse a lo observado en los hallazgos relacionados
con alta intensidad; es decir, un aumento no significativo en
este musculo con el ejercicio de alta intensidad puede venir
solamente de sus fibras rojas.

Las hormonas también regulan la concentracion de la
proteina del musculo transportador de la glucosa. La ex-
presion de GLUT4 se incremento debido a la insulina y las
hormonas tiroideas?># y disminuy6 por un AMPc elevado*.
La regulacion de la expresion de GLUT4 por la actividad
contractil es independiente de la regulacion hormonal, ya
que la carrera en la cinta de correr aumento el GLUT4 en
las ratas diabéticas®. Los efectos de la deficiencia de insu-
lina y denervacion en las concentraciones de GLUT4 fueron
anadidos®. El entrenamiento fisico también aumenta la
proteina del GLUT4 y el ARNm muscular en pacientes con
diabetes tipo 2%. Estos resultados sugieren que la actividad
contractil del misculo modula directamente la expresion
de GLUT4 del musculo, independientemente de la accion de
la insulina. La histona deacetilasa 5 (HDAC5) es un mediador
critico de los cambios en los niveles de ARNm de GLUT4 en
respuesta al entrenamiento?”. Se ha demostrado que una
serie de modificaciones de las histonas mediadas por la his-
tona deacetilasa y la histona metiltransferasa culminaran
en una caida metabdlica del gen GLUT4 en el misculo es-
quelético de los ratones®.

Existen evidencias significativas de que los niveles de
ARNm de GLUT4 disminuyen en el muasculo del tejido adi-
poso con la obesidad®’, y que el aumento de ARNm de
GLUT4 puede aliviar o compensar la resistencia a la insu-
lina’"%2. Como se esperaba, nuestros hallazgos sobre los
niveles de ARNm del GLUT4 aumentaron significativamente
con el entrenamiento, y este incremento se asocidé a una
pérdida de peso, lo que respalda esta idea. Por lo tanto, el
aumento de la transcripcion de GLUT4 en el misculo du-
rante la pérdida de peso puede ser una prueba definitiva en
la reversion de la resistencia a la insulina.

Estudios anteriores, junto con nuestros hallazgos, sugie-
ren que la regulacion transcripcional del gen GLUT4 es sen-
sible a cambios en el equilibrio de energia del cuerpo.
Ademas, nosotros hallamos una respuesta de GLUT4 al en-
trenamiento dependiente de la intensidad y del tipo de fi-
bra, que no se plantea en estudios previos.

Se puede concluir que cualquier alteracién en el equi-
librio energético del cuerpo, especialmente por la practica
de ejercicio y/o dieta alta en grasas, puede influir en los
mecanismos moleculares y celulares tales que actuan para
establecer una homeostasis estable. GLUT-4 podria dis-
minuir si se aumentara la ingesta de energia y, a la inversa,
aumentaria si se aumentara el gasto energético. Estos cam-
bios son casi similares en los musculos de concentracion
lenta y rapida, con un poco mas de capacidad de respuesta
en los musculos de contraccion lenta, porque estan mas
comprometidos en el metabolismo de la glucosa.
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