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Resumen general

El sobrepeso y la obesidad se definen como una acumulacién excesiva de
grasa que aumenta el peso corporal y puede ser perjudicial para la salud. Actual-
mente, la obesidad constituye el principal problema de salud comunitaria al que
debera enfrentarse la sociedad occidental y especialmente la sociedad canaria en
los préximos afios. Ademas, es considerada como una de las alteraciones metabé-
licas de mayor repercusion en el &mbito psicolégico, social y econdmico. A su
vez, la acumulacion excesiva de grasas puede originar diabetes, resistencia a la

leptina, enfermedades cardiovasculares y alteraciones metabdlicas.

El grado de acumulacién de grasa puede variar entre personas con vidas si-
milares. Las posibles causas son desconocidas hoy en dia, aunque recientemente
se ha relacionado la obesidad con problemas en la capacidad de oxidar grasas
durante el ejercicio. A su vez, este hecho se ha relacionado con una disfuncion de
la actividad oxidativa mitocondrial y con la influencia de posibles variaciones

genéticas, conocidas como polimorfismos.

Por lo tanto, el objetivo principal de esta tesis es dilucidar qué factores
podrian estar afectando la acumulacién y la oxidacién de grasas. Con este fin,
realizamos en primer lugar un estudio para comprobar si la disminucién en la
capacidad de oxidar grasas en personas obesas era explicada por una disfuncion
mitocondrial o por cambios en la actividad de la via AMPK/ACC mediada por
leptina. A su vez, también quisimos averiguar si esa disminucién en la capacidad
de oxidacién de grasas se podria restaurarse tras un programa de pérdida de peso
hasta una composicién corporal semejante a los sujetos controles. Para ello,
seleccionamos a 10 hombres obesos (O), 10 hombres post-obesos (PO) y 10
hombres sanos controles (C). La metodologia Ilevada a cabo consistié en un test
de calorimetria indirecta en cicloergdmetro realizado tanto en piernas como en
brazos. También se hicieron mediciones basales en el musculo vasto lateral y
deltoides (muestra obtenida a través de biopsia muscular) de la fosforilacion de
AMPK y ACC, expresion proteica de SOCS3, actividad enzimatica mitocondrial
(CS, HAD y LHS) y del flujo de O, de la respiracién mitocondrial. Los resulta-
dos demostraron que la capacidad maxima de oxidar grasas esta aumentada en

obesos y en post-obesos comparados con los sujetos controles durante el ejercicio
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de piernas; y en obesos comparados con los controles, en el ejercicio realizado
con los brazos. A su vez, la actividad enzimatica y la respiracion mitocondrial no
estaban atenuadas en obesos y post-obesos. Por otro lado, la fosforilacion de
AMPK vy la expresion proteica de SOCS3 fue similar en los tres grupos. Sin em-
bargo, la fosforilacion de ACC a nivel basal estaba disminuida en el vasto lateral
de los obesos comparado con post-obesos y controles, pero aumentada en el del-
toides comparado con controles. Estos resultados se dieron pese a que los tres
grupos fueron ajustados por edad, tipo de fibras y VO,.x, demostrando que la
capacidad de oxidar grasa no estd disminuida en obesos, pudiendo estar afectada

la acumulacion de grasa por factores genéticos.

Uno de esos factores genéticos podria ser el polimorfismo del receptor de
androgenos. La testosterona facilita la lipélisis y disminuye la masa grasa actuan-
do a traves del receptor de andrégenos, el cual presenta variaciones polimdrficas
que afectan a la eficacia con la que los andrdgenos son capaces de producir sus
efectos en las células diana. Por ello, los polimorfismos CAG (poliglutamina) y
GGN (poliglicina) del gen del receptor de andrégenos podrian determinar parte
de los efectos de esta hormona sobre la adiposidad. Por lo tanto, el objetivo prin-
cipal de los estudio Il y Il fue determinar la influencia del polimorfismo del
receptor de andrégenos sobre la acumulacién de grasa y la respuesta lipolitica al

ejercicio.

El estudio Il se realizé con 319 hombres y con 78 mujeres, a los que se les
midio6 la composicidn corporal mediante DXA, la longitud del nimero de repeti-
ciones del polimorfismo CAG y GGN a través de PCR y las hormonas de leptina,
testosterona libre y osteocalcina a través de Kkits de ELISA. Los resultados demos-
traron que el polimorfismo CAG tiene poca o ninguna relacién sobre la masa
grasa y los niveles de leptina, testosterona libre y osteocalcina en hombres y mu-
jeres jévenes. Sin embargo, el polimorfismo GGN demuestra tener una asociacién
directa con el porcentaje de grasa (r=0.30; p<0.05), el porcentaje de grasa en el
tronco (r=0.28; p<0.05), la concentracion sérica de leptina (r=0.40; p<0.05) y con
la concentracién sérica de osteocalcina (r=0.32; p<0.05) en mujeres jovenes, pero

no en hombres.

[ 14 1 Jests Gustavo Ponce Gonzélez
J



Universidad de Las Palmas de Gran Canaria

Resumen general

Por otro lado, los niveles de testosterona libre en hombres se relacionaron in-
versamente con la adiposidad y con la concentracion sérica de leptina, y positi-
vamente con osteocalcina. Este hecho demuestra que existe un efecto importante
de los andrégenos sobre la masa grasa en hombres, por lo que resulta raro no
haber encontrado efectos del polimorfismo del receptor de andrdgenos sobre el
tejido adiposo en hombres. Por lo que nos plantemos realizar el estudio Ill con
hombres que tuvieran polimorfismos extremos del receptor de androgenos, pu-

diendo incrementar los posibles efectos.

El estudio Il comenzé con la medicién del polimorfismo CAG y GGN del
gen del receptor de andrdgenos en 319 hombres. Una vez medido, se selecciona-
ron aquellos hombres que pertenecian al primer y cuarto cuartil del polimorfismo
CAG y GGN del receptor de androgenos. ElI metabolismo basal y la capacidad
maxima de grasas se midieron mediante un test de calorimetria indirecta, mientras
que las hormonas de leptina, testosterona libre y osteocalcina se midieron a través
de kits de ELISA. A su vez, se realiz6 un estudio longitudinal (~7 afios) con los
mismos sujetos para la determinacion de los cambios en la composicion corporal
mediante DXA. En concordancia con el estudio Il, los resultados demuestran que
el nimero de repeticiones polimérficas de CAG tienen poca o ninguna relacion
con la masa grasa, ya que los grupos con polimorfismos de repeticion CAG cortos
(CAGs) y largos (CAG,) tuvieron un metabolismo basal y una capacidad méxima
de oxidacidon de grasas comparables, y acumularon cantidades similares de grasa
durante el paso de los afios. Sin embargo, aquellos sujetos pertenecientes al grupo
con un GGN mas largo (GGN_) tuvieron menos grasa corporal y troncal que los
sujetos del grupo corto de GGN (GGNs). Ademas, el grupo GGN, obtuvo valores
ligeramente superiores en la capacidad maxima de oxidacion de grasas (p=0.06),
quienes ademas acumularon menos masa grasa, particularmente en el tronco, tras
el paso de los afios. Por otro lado, el VO, (por kg de masa magra de las pier-
nas) pudo explicar un 53% de la varianza en la capacidad méaxima de oxidacion
de grasa. Sin embargo, las diferencias encontradas entre los grupos de GGN no se

pueden explicar por este factor, ya que tenian valores similares en VO .

Por lo tanto, estos dos Gltimos estudios demuestran que el polimorfismo del

receptor de andrégenos, mas concretamente el GGN, influye en la acumulacion
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de grasa corporal tanto en hombres como en mujeres. Hemos constatado ademas,
que existe un dimorfismo sexual en la influencia que tiene el polimorfismo del

receptor de andrégenos en la acumulacion de grasa corporal.
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Summary

Overweight and obesity are defined as an excessive accumulation of fat,
which increases body weight and may be harmful to health. At present, obesity is
the major community-health problem for Western society and, specially, in Ca-
nary Islands' for the next years. Furthermore, it has been considered as one of the
greatest metabolic disorders, which affects the psychological, social and econom-
ic development. In turn, excessive accumulation of fat can lead to develop di-

abetes, leptin resistance, cardiovascular disease and metabolic disorders.

The degree of fat accumulation can vary among people with similar life
style. Possible causes are unknown up to date, but recently the inability to oxidize
fat during exercise has been linked to obesity. In turn, it seems to be associated to
a dysfunction of mitochondrial activity and the possible influence of genetic vari-

ations, called polymorphisms.

Therefore, the main aim of this thesis was to determine which factors could
be affecting accumulation and oxidation of fat in adults. To this purpose, we
performed a study to test whether the ability to oxidize fat in obese individuals is
decreased by a mitochondrial dysfunction or changes in the activity of
AMPK/ACC pathway mediated by leptin. In turn, we also wanted to determine
whether the decreased capacity to oxidize fat could be restored after a weight loss
program. For this study, we selected 10 obese men (O), 10 postobese men (PO)
and 10 healthy control men (C). Fat oxidation capacity was determined with indi-
rect calorimetry during bicycling and arm cranking exercise. Baseline measure-
ments were also performed on muscle biopsy samples obtained from the vastus
lateralis and deltoid muscle to determine the phosphorylation of AMPK and
ACC, SOCS3 protein expression, mitochondrial enzyme activity (CS, HAD and
HSL) and the O, flux of mitochondrial respiration (chamber respirometry). The
maximal capacity to oxidize fat was increased in obese and postobese compared
with control subjects in the leg exercise; and in obese compared with control in
the arm exercise. In turn, enzyme activities and mitochondrial respiration were
not attenuated in obese and post-obese. On the other hand, AMPK phosphoryla-
tion and SOCS3 protein expression was similar in the three groups. However,

ACC phosphorylation at baseline was decreased in the vastus lateralis of obese
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compared with post-obese and control, but it was increased compared to control
in the deltoid muscle. The three groups were matched for age, type of fiber and

VO,max, and the ability to oxidize fat was not found reduced in obese humans.

Other factors, such as genetic factors, could contribute to explain the varia-
bility in fat mass. Androgen receptor (AR) CAGn (polyglutamine) and GGNn
(polyglycine) repeat polymorphisms determine part of the androgenic effect and
may influence adiposity. Therefore, the main aim of study Il and 111 was to ascer-
tain the influence of the androgen receptor polymorphism on the accumulation of

fat mass and the lipolytic response to exercise.

Study 11 was performed with 319 men and 78 women. The length of CAG
and GGN repeats was determined by PCR and fragment analysis, and confirmed
by DNA sequencing of selected samples. Body composition was measured by
DXA, and the serum concentrations of the hormones leptin, free testosterone and
osteocalcin through ELISA kits. No association between AR polymorphisms and
adiposity or the hormonal variables was observed in men. However, in women,
GGN repeat number was linearly related to the percentage of body fat (r=0.30,
P<0.05), the percentage of fat in the trunk (r=0.28, P<0.05), serum leptin concen-
tration (r=0.40, P<0.05), and serum osteocalcin concentration (r=0.32, P<0.05).
In men, free testosterone was inversely associated with adiposity and serum leptin
concentration, and positively with osteocalcin, even after accounting for differ-
ences in CAG and GGN length or both. In summary, this study shows that the AR
repeat polymorphism has little influence on the absolute and relative fat mass or
its regional distribution in physically active men. In young women, the GGN
length is positively associated with adiposity, leptin and osteocalcin. This study
did not rule out a potential influence of AR repeat polymorphism on fat mass
accumulation in men with extreme repeat length of the CAG and GGN AR. Thus,

we considered this possibility in study I11.

The study I11 began with the assessment of CAG and GGN repeat AR poly-
morphisms in 319 men. Once measured, we selected men who belonged to the
first and fourth quartiles of CAG and GGN polymorphisms of the androgen re-

ceptor. The basal metabolic rate and the maximal fat oxidation capacity were
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measured by indirect calorimetry, while the leptin, free testosterone and osteocal-
cin serum concentrations were determined using ELISA kits. A longitudinal as-
sessment was performed using retrospective data (about seven years of follow
up). In agreement with the study Il, the number of polymorphic CAG repeats
have little, if any, relation with fat mass, because the groups CAG_ and CAGg
had similar basal metabolic rate and maximal fat oxidation capacity and accumu-
lated similar amounts of fat over years. However, the subjects who belonged to
group with more GGN (GGN,) repeats showed less whole body fat and trunk fat
than subjects with short GGN repeats. Moreover, the GGN_ group also reached
higher maximal fat oxidation capacity (p = 0.06), and accumulated less body fat,
particularly in the trunk region. The VO, (per kg of lower extremity lean mass)
could explain 53% of the variance in the maximal fat oxidation capacity. Howev-
er, the differences between the GGN groups could not be explained by this factor,

because both groups had similar values in VO,ax.

Therefore, these two studies showed that androgen receptor polymorphism,
specifically the GGN, has an important effect on fat mass. There is a sexual di-

morphism in the GGN polymorphism influence on fat mass.
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1. Introduccion

El incremento del sobrepeso y de la obesidad que se observa en el mundo en
los Ultimos afios, y muy especialmente en las sociedades desarrolladas, han con-
ducido a que la obesidad represente en la actualidad un auténtico problema sanita-

rio que ha sido considerado por la OMS, como la epidemia del siglo XXI.

De hecho, un 66% de la poblacién adulta en Estados Unidos presenta sobre-
peso u obesidad (Ogden et al. 2006). En 1997, el Institute of European Food
Studies (IEFS) promovié un estudio en los 15 estados de la Unién Europea para
determinar geograficamente la prevalencia de obesidad (Figura 1). El Reino Uni-
do mostro la mayor prevalencia de obesidad (12%), seguido de Espafa (11%). A
su vez, la mayor prevalencia combinada de obesidad y sobrepeso tuvo lugar en
Espafia, Alemania y Grecia (Martinez et al. 1999). Esos datos han ido en aumento
en Espafia hasta la actualidad, donde el 17,1% de las personas de méas de 18 afios
presentan obesidad y el 36,7% sobrepeso (Encuesta europea de salud en Espafia,
INE, 20009).

SWEDEN
ITALICS | Overweight 339 FINLAND
. 7% 33%
[_BoLD | opese ~

10%

DENMARK
31%

BELGIUM 8%
31% EU AVERAGE
9% 31% Overweight
LUXEMBOURG o 10% Obese
2%
27% 10%
9%
PORTUGAL ITALY
33% 30%
9% % GREECE

35%
11%

Figura 1. Distribucién geografica de la prevalencia de sobrepeso y obesidad en los 15 Estados
Miembros de la Unién Europea (obtenido de J.A. Martinez (Martinez et al. 1999)).
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La forma mas efectiva para lograr un menor acumulacion de grasa es instau-
rar un balance energético negativo de forma que el gasto calérico sobrepase a la
ingesta (Bray 1987). Por lo tanto, es muy importante la préctica regular de acti-
vidad fisica; la cual ademas se relaciona con un menor riesgo cardiovascular y
por lo tanto con una menor mortalidad de la poblacion general (Ara et al. 2004;
Blair and Jackson 2001; Borodulin et al. 2005; Hu et al. 2004).

Sin embargo, la obesidad es una enfermedad multifactorial. Se estima que
entre el 40-70% de la variacion en los fenotipos relacionados con la obesidad es
de caracter genético (Comuzzie and Allison 1998; McCaffery et al. 2011), mien-
tras que las influencias externas como la actividad fisica y el factor ambiental
podria explicar cerca del 30% de los casos de obesidad (Hill 1998). Actualmente,
se considera que la causa mayoritaria de la obesidad es la interaccion ambiental
en individuos con haplotipos de genes susceptibles o candidatos de obesidad (Bell
et al. 2005). Por tanto, es muy probable que no exista un solo tipo de obesidad,

sino varios genotipos con fenotipos similares (Figura 2).

Sindromes monogénicos Genes candidatos

DBESIDAD
1]

—— —_—

Religion Cultura

Ejercicio Habitos dietéticos

Factores ambientales

Figura 2. Etiologia de la obesidad (obtenido de A.G. Hernandez et al (2007). Genética
de la obesidad humana. Nutricion Clinica en Medicina Vol.1, n°3, pp 163-173).

Entre los genes implicados en la etiologia de la obesidad se encuentran genes
que codifican péptidos de funcidn que regulan el apetito y la saciedad, genes
implicados en el crecimiento y diferenciacion de los adipocitos, genes metab6li-

cos y genes implicados en el control del gasto energético (Rankinen et al. 2006).
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1.1. Acidos grasos

Los hidratos de carbono y las grasas constituyen las dos fuentes principales
de energia para la resintesis de ATP en la contraccion muscular. Aunque los ami-
noacidos de cadena ramificada, asi como otros aminoéacidos, pueden ser oxidados
en el masculo, se piensa que su contribucidn al gasto total de energia es insignifi-

cante durante el ejercicio.

Los lipidos almacenados en el organismo constituyen la principal reserva
energética. La mayoria de los lipidos poseen una estructura construida a partir de
acidos grasos (AG). Los AG se pueden encontrar de forma libre (AGL) por el
organismo, pero en muy pequefia cantidad. Aunque se use el término de AGL,
realmente estos AG estan unidos a la albiimina y no se encuentran “libres”. S6lo
una pequefia fraccién de AG se encuentran realmente libres (< del 0.01% del
“pool” de acidos grasos en plasma) y no unido a ninglin otro compuesto (acidos
grasos no unidos a proteinas) (Glatz and van der Vusse 1988; Richieri et al. 1993;
Richieri and Kleinfeld 1995).

Los &cidos grasos que se encuentran en humanos con una longitud de cadena
de C8 0 C10 son llamados &cidos grasos de cadena media (AGCM) mientras que
aquellos con una longitud de cadena de C6 o menos son llamados acidos grasos
de cadena corta (AGCC) (Hornstra 1982). Sin embargo, los acidos grasos de
cadena larga (AGCL) con una longitud de cadena de C12 o mas son los mas
abundantes en el organismo; como son los acidos palmitico (C16) y oleico (C18,

con un enlace doble).

Los lipidos utilizables en el metabolismo y que por tanto se pueden oxidar
incluyen &cidos grasos, triacilglicéridos intramusculares (TGIM) y triacilglicéri-
dos circulantes en plasma, los cuales son cominmente incorporados en las lipo-
proteinas como quilomicrones (AG absorbidos en el intestino delgado por la dieta
recubierto de una capa proteica). Por otro lado, las lipoproteinas sintetizadas por
el higado suponen la otra fuente de TG para el tejido adiposo y muscular, en-
contrdndonos con las lipoproteinas de baja densidad (VLDL), lipoproteinas de
densidad intermedia (IDL), y lipoproteinas de alta densidad (HDL). Las densida-

des, contenido de TG y de colesterol de estas lipoproteinas difieren entre ellas,
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pero también tienen funciones diferentes. EI VLDL, por ejemplo, es la especie
principal de lipoproteinas que transportan la mayor cantidad de AG en forma de
TG transportandolos desde el higado hacia el tejido adiposo y el misculo, mien-
tras que la funcién del HDL, es el transporte de colesterol desde los tejidos perifé-
ricos hacia el higado. Por lo tanto, los quilomicrones y el VLDL se encargan de
transportar los AG al tejido adiposo y muscular, y a través de la lipoprotein lipasa
(LPL), que hidroliza los complejos lipoproteicos a TG y glicerol, que luego son
captados por los adipocitos o miocitos (Braun and Severson 1992). A su vez, los
quilomicrones y el VLDL pueden desempefiar un pequefio rol en el metabolismo
energeético durante el ejercicio, ya que el ejercicio intenso y prolongado produce
un descenso en las concentraciones plasmaticas de estas dos lipoproteinas
(Hashimoto et al. 2011; Sondergaard et al. 2011; Terjung et al. 1982). Sin embar-
go, con el ejercicio de moderada intensidad, las concentraciones de estas lipopro-
teinas no se ven alteradas. Por otro lado, la IDL y HDL probablemente no desem-

pefien un rol significativo en la provision de energia para el musculo.

1.1.1. Oxidacion de acidos grasos durante el ejercicio

Los Unicos lipidos que parecen contribuir de forma significativa al metabo-
lismo energético son los AG libres (AGL) (Oscai and Palmer 1988; Romijn et al.
1995), que aunque presentan concentraciones micromolares son la mayor fuente
lipidica de combustible circulante (Jensen 2003). Los AGL pueden aumentar de
dos a cuatro veces con el ejercicio de intensidad moderada. Sin embargo, la ma-
yoria de los acidos grasos se encuentran en forma de triglicéridos intramusculares
(TGIM) (~7-40 mmol-kg™) (Brouns et al. 1989; Essen 1977; Froberg et al. 1975;
Hurley et al. 1986), TG plasmaticos (~1/5 del deposito disponible de AGL) y en
forma de lipoproteina de muy baja densidad (VLDL) (Jensen 2003; Oscai and
Palmer 1988; Romijn et al. 1995). Ademas, se ha demostrado que las fibras mus-
culares de tipo | tienen un contenido de TG més alto que las de tipo Il (Essen
1977; Froberg 1971), debido a que los AG se oxidan principalmente en las fibras
de tipo |, las cuales se activan durante los ejercicios de baja y moderada intensi-
dad.

Se ha estimado que aproximadamente la mitad de los AG oxidados en el

musculo durante el ejercicio proviene de los AG circulantes (VLDL, quilomicro-
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nes, AGL), mientras que el otro 50% proviene de los TGIM (Hagenfeldt and
Wahren 1968; Havel et al. 1967). Estudios realizados con biopsias musculares
observaron como el contenido de TGIM disminuyé después del ejercicio (Brouns
et al. 1989; Essen-Gustavsson and Tesch 1990; Froberg 1971; Reitman et al.
1973), en concordancia con el estudio realizado por Romjin y col. donde la con-
tribucion de los TG intramuscular fue del 7 %, 26 % y 8 % durante el ejercicio al

25, 65y 85 % VO, max, respectivamente (Figura 3) (Romijn et al. 1993).

3004

Muscle Glycogen

[ Muscle Triglycerides
Plasma FFA

I Plasma Glucose

I

200

cal-kg-1-min-1
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‘7/7//7

25 65 85
% of V02 max

Figura 3. Utilizacién de sustratos a diferentes intensidades de ejercicio después de 30 minutos
de ejercicio (25 % VO,méx, 65 % VO,méx y 85 % VO,max). La cantidad de calorias totales dispo-
nibles en plasma no cambid eb relacién con la intensidad al ejercicio. Grafica obtenida de Romijn y
col. (Romijn et al. 1993).

Las reservas de TG son unas 50 veces superiores a las reservas de hidratos de
carbono (HCO). Representan un 90 % de la masa del tejido adiposo y alrededor
de un 15 % del peso corporal en varones sedentarios (Lépez Calbet y col. 1996),
es decir de 90.000 a 100.000 kcal, dependiendo del grado de obesidad. A su vez,
los AG proveen mas ATP por molécula que la glucosa (147 ATP para el acido
estedrico por 38 ATP de la glucosa), y en parte es debido a que las grasas contie-

nen mas del doble de energia por gramo que los CHO (9 y 4 kcal/gr respectiva-
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mente) (Frayn 1983). Sin embargo, para producir la misma cantidad de ATP, la

oxidacion de AG requiere mas cantidad de oxigeno (McGilvery 1975).

Durante el gjercicio, la lipolisis (utilizacion de las grasas) esta activada cons-
tantemente, con una participacion mayor al comienzo del ejercicio, aumentando
la concentracién plasmatica de AGL hasta 20 veces (Havel et al. 1967), ya que se
producen varios estimulos que promueven la lipoélisis. Los principales estimulos
son la actividad simpaticoadrenal, con un aumento de las catecolaminas en san-
gre, y el descenso de la concentracién sanguinea de insulina. Estos estimulos
provocan la activacion de la enzima lipasa hormono sensible (LHS) (Froberg et
al. 1975; Galster et al. 1981; Hales et al. 1978), que cataliza la reaccion de tri-
glicéridos a diacilglicéridos y monoglicéridos, liberdndose al torrente sanguineo
AG vy glicerol. Este Gltimo puede usarse como sustrato gluconeogénico en el
higado, o entrar en la célula muscular para incorporarse en la glucélisis anaerébi-

ca (Robinson and Newsholme 1967) (Figura 4).

Las catecolaminas tienen un doble efecto sobre la velocidad de la lip6lisis en
el tejido adiposo actuando sobre los receptores adrenérgicos, el efecto alfa-
adrenérgico inhibitorio, y el efecto beta-adrenérgico estimulante (Coppack et al.
1994; Fain and Garcija-Sainz 1983). La sensibilidad de los receptores beta-
adrenérgicos aumenta con el ejercicio, favoreciendo la lipdlisis (Wahrenberg et
al. 1987). A través de estos receptores adrenérgicos se produce una activacién de
la adenilato ciclasa que actia como enzima en la formacion de AMPc a partir de
ATP. EI AMPc estimula la proteinquinasa, la cual activa mediante fosforilacién a
la LHS (Figura 4). Sin embargo, la insulina estimula las fosfodiesterasas que se

encargan de disminuir el nivel de AMPc, desfosforilando a LHS e inhibiéndola.

La velocidad de la lipdlisis depende entre otros factores de la capacidad de la
sangre de transportar AG a través de la proteina trasportadora albimina (esta
union es lo que se conoce como AGL). ElI complejo AG-alblimina es necesario
para hacerlos solubles en la sangre y para transportarlos hasta el misculo (Bulow
et al. 1985). La concentracion de albimina en plasma suele ser bastante constante
(~6mmol/l), mientras que la concentracion de AG varia entre 0.2 y 1.0 mmol/I

(excepto en ayuno prolongado y ejercicio de resistencia de larga duracién). Otro
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factor es el incremento del flujo sanguineo al tejido adiposo que ocurre con el
ejercicio, el cual también favorece la movilizacion de los AG aumentando la tasa
de lipolisis (Bulow et al. 1985).

Misculo

Glucemia ¥ esquelético

Catecolamina t&_m

. Hormona lipalitica

Receptoes

adreringicos

ATP

F'n:ltelnqulrrasa A 3 AG

(LS
LSH /

artha

DG —2> MG

Wasos
sanguineos

Tejido

] Lipolisis
adiposo

Figura 4. Control de la lipdlisis en el adipocito humano a través de los rece-
petores adrenérgicos. Imagen modificada del Informe del Comité Cientifico de
la Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricién (AESAN).

En realidad, la mayor parte de los AG liberados durante el proceso de la lip6-
lisis son esterificados nuevamente mas que oxidados (Wolfe et al. 1990). Esta
reestirificacién puede ocurrir incluso antes de que el AG abandone el citoplasma
del adipocito (intracelular), o bien, los AG pueden ser liberados y reesterificados
en otros 6rganos como, por ejemplo, el higado (reesterificacion extracelular). El
funcionamiento de este ciclo esta regulado por hormonas (Miyoshi et al. 1988) y
por sustratos (Wolfe and Peters 1987) siendo estimulado por el gjercicio.
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El porcentaje de reesterificacion de los AG en reposo es del ~70% de todos
los AG liberados en la lipolisis (Wolfe et al. 1990). Durante los primeros 30
minutos del ejercicio moderado (40% VO,..) €l porcentaje de reesterificacion
disminuye a un 25 % (reesterificacion casi exclusivamente intracelular), mientras
que la liberacién de AG por la hidrolisis de TG es triplicada (Wolfe et al. 1990).
Hodgetts y col. (1991) obtuvieron valores similares al realizar el ejercicio al 50-
70% del VO,max. Con el ejercicio submaximo la lip6lisis se activa completamen-
te y la reesterificacion se inhibe, incrementando los AGL progresivamente con la
intensidad del ejercicio (Gollnick et al. 1969; Wolfe et al. 1990). Esta respuesta
permite incrementar el suministro de AGL a los tejidos mayormente consumido-
res de los mismos durante el ejercicio, es decir al higado, al musculo esquelético
y al corazén. Pero, inmediatamente después del ejercicio, el porcentaje de reeste-
rificacion aumenta hasta el 90 % (esta reesterificacion sucede tanto a nivel intra
como extracelular). Estos cambios en el porcentaje de reesterificacion, permiten
una respuesta metabdlica rapida a las necesidades energéticas durante el ejercicio

y la recuperacion (Wolfe et al. 1990).

Sin embargo, a altas intensidades de ejercicio (>80% VOjnma) disminuye la
concentracion de AGL liberados en plasma por parte del tejido adiposo (Romijn
et al. 1993). Aunque recientemente se ha demostrado que la oxidacién de grasa se
activa en el proceso de recuperacion tras un ejercicio de alta intensidad como es
un test de Wingate (Guerra et al. 2010). Esto puede ser debido a que los niveles
de AG en sangre son incrementados tras el ejercicio por el efecto de la activacion
metabolica, pudiendo llegar a un pico de concentracion de AG durante el periodo
de recuperacion (~2 mmol/l) para después ir disminuyendo hasta valores basales
(Jansson 1980). La oxidacion de AG depende en gran parte de la concentracién
de AG en plasma (Hagenfeldt 1979).

Los AGL antes de pasar al interior celular requieren ser separados de la
albumina debido a que la pared de los capilares musculares tienen muy poca
permeabilidad para el complejo AG-albimina (Bassingthwaighte et al. 1989). El
proceso por el cual los &cidos grasos pueden difundir al interior celular parece
estar mediado por alguna proteina transportadora de AG (FATP,
FABP;\)(Brinkmann et al. 2002; Calles-Escandon et al. 1996; Glatz and van der
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Vusse 1989), 0 una translocasa (FAT) como la CD36 (Abumrad et al. 1999) o una
combinacion de ambos (McArthur et al. 1999; Nguyen et al. 2008; Potter et al.
1989; Sampath and Ntambi 2005) (Figura 5). Se ha demostrado que las proteinas
FATPs se encuentran en las membranas celulares y que su funcion principal es el
transporte de AG a través de la membrana celular (Doege et al. 2006; Jump and
Clarke 1999). Este traspaso de AG al interior de la célula muscular esta regulado,
impidiendo que capte mas AG de los que necesita. Por otro lado, el aumento de
AGL en el torrente sanguineo con el ejercicio prolongado parece inducir un au-
mento en el contenido de TGIM en los masculos no ejercitados (Schrauwen-
Hinderling et al. 2003).

Independientemente de la procedencia de los AG, una vez en el interior de la
célula muscular, previamente a ser oxidados, los AG sufren un proceso de activa-
cién con el que aumentan su nivel energeético. Esto se consigue mediante la unién
de un coenzima A (CoA) al AG, formando el complejo acil-CoA (Figura 5). Si no
fuera necesario oxidar el complejo acil-CoA; éste podria reestirificarse y almace-
narse en forma de TGIM (Dagenais et al. 1976). El proceso de formacion de acil-

CoA requiere una molécula de ATP, desprendiéndose AMP.

Posteriormente, el acil-CoA se une a una proteina citosolica (proteina que
une acidos grasos -FABP-) que facilita su solubilizacion y posibilita su transporte
a los diferentes compartimentos celulares (Calles-Escandon et al. 1996; Coe and
Bernlohr 1998).

El acil-CoA es transportado a la matriz mitocondrial a través de carnitin-
palmitoil transferasa | (CPTI), una translocasa y carnitin-palmitoil transferasa Il
(CPTI). El transporte dentro de la mitocondria es carnitina-dependiente, ya que
en la membrana externa de la mitocondria convierte el complejo de acil-CoA en
acil-carnitina a través de CPTI. Mientras que en la membrana interna, el complejo
acil-carnitina vuelve a transformarse en acil-CoA por la CPTII. Por lo que las
acil-carnitin transferasas y la carnitina permiten el paso de grupo radical acil y sin
perder su valor energético. Este mecanismo de transporte de la membrana mito-
condrial no depende del oxigeno, pero si de la masa mitocondrial, ya que la con-

centracién de acil-carnitin transferasas serd mayor cuanto mas nimero y tamafio
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de mitocondrias se posea. Por este motivo, los AG son oxidados principalmente
en las fibras tipo I, que son las que tienen mas mitocondrias. Aunque en los suje-
tos entrenados las fibras tipo Ila pueden tener una densidad mitocondrial similar a

la observada en las fibras tipo I.

AGL-Albamina
=2 HL = y
> o Espacio
: ; vascular
Jlipoproteina \

Sintesis de membranas

/“'—\

Acil-CoA ‘1 ‘AGL -Oxidacion

Poolde Tg

Célula

muscular
Mitocondria

/N7 N/ N/ L’
NUCLEO Te

Figura 5. Representacion del proceso de captacion de AG del torrente sanguineo por
parte de la célula muscular y su transporte hasta su oxidacion en la mitocondria o su reestifiri-
cacion a TGIM. Figura modificada del articulo de Holger Doege and Andreas Stahl del afio
2006 (Doege and Stahl 2006).
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Las acil-carnitin transferasas son inhibidas por malonil-CoA, un intermedia-
rio de la biosintesis de AG y que se forma a través de la acetil-CoA carboxilasa
(ACC). Cuando un estimulo aumenta la oxidacién de AG, la ACC se fosforila
inhibiéndose, disminuyendo la concentracidon de malonil-CoA, y por tanto permi-
tiendo la captacion de AG por parte de la mitocondria a través de la CPT (Guerra
et al. 2010). Cuando las concentraciones de glucosa e insulina estan aumentadas,
se produce un aumento de la actividad de la ACC, y por tanto un aumento de la
formacion de malonil-CoA (Duan and Winder 1992; Guerra et al. 2010; Saha et
al. 1995; Saha et al. 1997).

Una vez dentro de la mitocondria, los acil-CoA estan preparados para entrar

en el proceso de la oxidacion mitocondrial.

1.1.2. Oxidacion mitocondrial

La B-oxidacidn es un proceso metabdlico donde se oxida el radical acilo en el
carbono B, que es el que se encuentra en segunda posicidn, dando de nuevo un
acil-CoA (acortado en dos 4tomos de carbono) méas un acetil-CoA. Este proceso
consta de cuatro reacciones enzimaticas, convirtiéndose en un proceso ciclico
hasta que el acil-CoA que entr6 en la mitocondria quede dividido en fragmentos

de dos atomos de carbono en forma de acetil-CoA (Figura 6).

En el transcurso de la pB-oxidacion, se produce la extraccion de atomos de
hidrégeno unido a sus electrones, de manera que en cada p-oxidacion se reduce
un NAD y un FAD, transformandose en NADH+H" y FADH, respectivamente
(Figura 6).

A continuacion, el acetil-CoA producido entra en el proceso de ciclo de
Krebs, de la misma manera que el procedente del piruvato. A partir de este mo-
mento el metabolismo oxidativo es comdn con el de los HCO. Los hidrégenos
obtenidos de la B-oxidacion y también en el ciclo de Krebs en forma de
NADH+H" y FADH, terminaran unidos al oxigeno para forma H,O y la energia

liberada en este proceso se empleara para sintetizar ATP.
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respiratoria

Figura 6. Representacion de la fase de oxidacion mitocondrial de AG, B-oxidacion. Imagen
obtenida de Recursos de Biologia y Geologia (www.bioygeo.info). © manuelgvs 2007.

La fosforilacion oxidativa es el Ultimo paso para la obtencion de energia e
forma de ATP. También transcurre en el interior de la mitocondria y consta de
dos procesos:

1.- Un proceso de oxidacion espontaneo, exergonico, en el cual el oxige-
no es el aceptor final de los electrones que se liberan de los atomos de
hidrdgeno.

2.- Un proceso de fosforilacion, por el cual se incorpora un grupo fosfato
al ADP para resintetizar el ATP. A diferencia del primer proceso, este es
un proceso endergdnico que para poder llevarse a cabo utiliza la energia

liberada en la oxidacion.

La cadena respiratoria consiste en una cadena de enzimas, coenzimas y cito-

cromos en la cual cada componente representa un nivel de oxido-reduccion. La
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cadena o transporte de los electrones se realiza en la membrana interna de la
mitocondria y gracias a ella se lleva a cabo el proceso de oxidacion, donde los
hidrogenos transportados en forma de NADH+H* y FADH, son descompuestos
en H" y en un e". Estos electrones van pasando por cada compuesto de la cadena
respiratoria, y a medida que va pasando de un compuesto a otro se libera energia,
que sirve para refosforilar el ADP. Finalmente, el oxigeno molecular obtenido del
aire atmosférico acepta los electrones, transformandose en oxigeno i6nico, el cual

se une al H* para formar H,0 (Figura 7).

La fosforilacién oxidativa esta acoplada a la cadena respiratoria, porque al
transferir electrones se crea un gradiente importante que permite a la ATPasa

mitocondrial generar ATP.

A continuacion se desglosan todos los pasos de la fosforilacion oxidativa

por niveles (Figura 7).

o Primer nivel: EI NADH llega a las crestas mitocondriales, donde se oxida
con una "flavoproteina”, reduciéndola (o sea cargandola de electrones).

e Sequndo nivel: Posteriormente la flavoproteina se oxida y reduce a una co-
enzima denominada "Q". Durante este proceso se libera energia que ejecuta
una primera fosforilacion oxidativa de ATP.

e Tercer nivel: Es en este nivel donde ingresa el FADH. La coenzima Q que
se encuentra reducida, se oxida reduciendo asi a un compuesto denominado
citocromo b. Durante esta oxidacion se libera energia para ejecutar la se-
gunda fosforilacion oxidativa de ATP.

o Cuarto nivel: El citocromo b se oxida, reduciendo asi al citocromo c.

e Quinto nivel: El citocromo c se oxida, reduciendo asi al citocromo a.

e Sexto nivel: El citocromo a se oxida con oxigeno, reduciéndolo de esta for-
ma a agua. Durante esta Gltima oxidacion se libera la energia para ejecutar la

tercera y Gltima fosforilacion oxidativa de ATP.
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Figura 7. Representacion de la fase de fosforilacion oxidativa que ocurre en la mitocondria,
donde se obtiene finalmente la energia en forma de ATP tras el ciclo de Krebs y la 3-oxidacion.

La metodologia actual para medir la funcion mitocondrial es evaluar en
fibras muscularas permeabilizadas con saponina como responde el flujo de oxige-
no tras afiadir diferentes sustratos e inhibidores. Esta técnica nos permite conocer
la capacidad de la mitocondria en los diferentes pasos de la cadena respiratoria
(Kuznetsov et al. 2008). Por otro lado, se utiliza como un indice de densidad y
actividad mitocondrial la actividad de la enzima citrato sintetasa (CS), la cual
cataliza la primera reaccion del ciclo de Krebs (Larsen et al. 2009; Stisen et al.
2006). En cuanto a analizar la activacion de la B-oxidacion de AG dentro de la
mitocondria se analiza la actividad de la enzima B-hidroxiacil-CoA deshidrogena-
sa (HAD)(Larsen et al. 2009; Stisen et al. 2006), la cual es muy importante, ya
que es la encargada de reducir NAD a NADH+H" en la reaccion del paso perte-
neciente a la B-oxidacion de hidroxiacil-CoA dando como producto B-cetoacil-

CoA. Y asu vez, para evaluar la tasa de lip6lisis se suele analizar por la actividad
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de la lipasa hormono sensible (LHS) (Lampidonis et al. 2011; Stisen et al. 2006),

ya descrita anteriormente.

1.1.3. Factores determinantes de la oxidacion de grasas

Aunque los dep6sitos de grasas son relativamente grandes, la capacidad para
oxidar &cidos grasos es limitada, y en muchos casos los carbohidratos son el sus-
trato predominantemente oxidado. Las limitaciones en oxidacion de acidos grasas
podrian estar ubicadas a diferentes niveles:

1. Movilizacion de los &cidos grasos desde el tejido adiposo.
2. El transporte de acidos grasos hacia el musculo.
3. El consumo de &cidos grasos por parte de la célula muscular.
a- El consumo de acidos grasos plasmaticos.
b- El consumo de acidos grasos desde la unién lipoproteina-
TG circulante en plasma.
4. Movilizacion de 4cidos grasos de los “pools” de TGIM.
5. El transporte de &cidos grasos dentro de la mitocondria.

6. La oxidacion de &cidos grasos en la mitocondria.

Los principales factores externos que contribuyen en el metabolismo oxidati-
vo de las grasas son la intensidad y duracién del esfuerzo, asi como del tipo de

ejercicio, de la dieta habitual y del nivel de entrenamiento.

Se ha demostrado que la oxidacion de AGL durante el ejercicio correlaciona
con la concentracion plasmética de AGL (Hagenfeldt and Wahren 1968; Issekutz
et al. 1967), que depende de la intensidad y de la duracién del esfuerzo. La con-
centracion plasmatica de AGL aumenta con la intensidad del esfuerzo, siempre y
cuando ésta se mantenga por debajo de la intensidad a partir de la cual se acumula
lactato (Paul 1970; Pruett 1970). En efecto, hasta intensidades de esfuerzo cerca-
nas al 60-70 % del VO,max la oxidacion de AG aumenta con la intensidad y la
duracién del esfuerzo (Romijn et al. 1993). A intensidades de esfuerzo mas ele-
vadas (~85 % del VO,max), la concentracion plasmatica de AGL es similar a la

de reposo y tiende a disminuir con la duracion del esfuerzo, debido a que la res-
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puesta hormonal que acompafia a este tipo de esfuerzo inhibe la lipélisis (Romijn
et al. 1993).

Los ejercicios de poca duracién pero con alta intensidad, como son los
sprints, utilizan como fuente de energia predominante los HCO (Howlett et al.
1999; McKenna et al. 1997; Trump et al. 1996). Sin embargo, inmediatamente
después de un sprint de 30 segundos se activan los mecanismos de oxidacién de
grasa y se mantienen activados hasta 30 minutos de la fase de recuperacion
(Guerra et al. 2010). A medida que la duracion del ejercicio aumenta, la intensi-
dad tiene que disminuir por falta de aporte energético tan rapido, y se van oxi-
dando méas AG.

El tipo de ejercicio también influye directamente en el ratio de oxidacion de
grasas. Achten y col. (2003) mostraron como la oxidacién de grasa era mayor
durante un ejercicio de carrera en tapiz rodante comparado con el realizado en
cicloergébmetro, a pesar de que se realizaron en el mismo rango de intensidad. Por
ello, el tipo de ejercicio que se haga influye en la tasa de oxidacion de AG, aun-

que se haga a una misma intensidad.

Por otro lado, la dieta es considerada como un factor adicional que repercute
en la oxidacion de grasas durante el ejercicio. Desde hace mucho tiempo, se co-
noce que la oxidacion de grasas esta incrementada durante el ejercicio tras el
consumo de una dieta rica en grasas durante un plazo corto de tiempo (Krogh and
Lindhard 1920). Resultados similares se han encontrado mas recientemente en
estudios que investigaron la oxidacion de grasas durante el ejercicio tras una
adaptacion larga (mayor a 7 dias) a una dieta rica en grasas (Phinney et al. 1983)
(Helge et al. 1996; Schrauwen et al. 2000). Las dietas altas en grasas incrementan
el ratio de NEFA (non-esterified fatty acids) disponible en plasma (Mittendorfer
and Sidossis 2001; Phinney et al. 1983), la oxidacién de grasas a nivel basal
(Mittendorfer and Sidossis 2001), y disminuye las reservas de glucdégeno hepatico
y muscular durante el ejercicio (Mittendorfer and Klein 2003; Phinney et al.
1983). Sin embargo, a pesar de ese aumento de NEFA disponibles en plasma,
Schrauwen y col. (2000) encontraron que las grasas oxidadas provenientes del

NEFA disponibles en plasma, no difieren entre una dieta alta en HCO y una alta
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en grasas. Por lo tanto, el aumento en la oxidacion de grasas durante el ejercicio
gue ocurre tras una dieta alta en grasas debe provenir de los TGIM o TG plasma-
ticos. Este hecho, se relaciona con el incremento de la actividad de la LPL que
ocurre también como adaptacion a una dieta rica en grasas, lo cual conlleva una
mayor captacion de TG plasmaticos por parte del musculo (Helge and Kiens
1997; Kiens et al. 1987). A su vez, este tipo de dietas ayuda a aumentar los TGIM
(Kiens et al. 1987) (Helge et al. 1998), mientras que las dietas altas en HCO au-

mentan el glucégeno muscular (Helge et al. 2001).

Ademas, se ha demostrado que el indice glucémico producido con un simple
desayuno alto en HCO afecta a la cantidad de grasa oxidada durante un ejercicio
(1h al 65% del VO,max) realizado tres horas después (Stevenson et al. 2009;
Stevenson et al. 2006). El grupo que tomé un desayuno bajo en HCO obtuvo una
oxidacion de grasas ~55% mayor que el grupo que tomé el desayuno rico en
HCO, pudiendo ser explicado por el correspondiente aumento de insulina en
sangre, la cual tiene un efecto inhibitorio de la lipdlisis como ya comentamos
previamente. Incluso una ingesta de HCO una hora antes de realizar ejercicio
inhibié la lipdlisis durante el ejercicio (Hargreaves et al. 2004). Sin embargo,
tanto el grupo que tom6 HCO una hora antes de realizar ejercicio, como el grupo
control (en ayunas), la oxidacién de grasa fue activada por igual en el proceso de
recuperacion tras un Wingate mediante la fosforilacion de ACC (Guerra et al.
2010).

La capacidad de oxidar grasas provenientes del NEFA y VLDL-TG plasma-
ticos tras 7 semanas de entrenamientos fue mayor en los sujetos que tomaron una
dieta alta en grasas comparados con el grupo que tomé una dieta alta en HCO
(Helge et al. 2001). En concordancia, un estudio publicado recientemente, de-
muestra que el entrenamientos de resistencia (6 semanas) realizado en ayunas
mejora la capacidad de oxidacién de grasas, aumenta la actividad mitocondrial
(CSy HAD) y el uso de TGIM comparados con el mismo entrenamiento efectua-
do tras un desayuno, en sujetos que durante las 6 semanas ingirieron la misma

cantidad de calorias (Van Proeyen et al. 2011).
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Con el entrenamiento de resistencia aumenta la habilidad para oxidar AG en
lugar de HCO, con lo que se retrasa el agotamiento de las reservas hepaticas y
musculares de glucégeno. El ahorro de gllcidos contribuye a retrasar la aparicién
de la fatiga (Coggan et al. 1995). Se ha sugerido que el descenso en la produccién
de ATP durante el ejercicio prolongado, observado cuando se produce el agota-
miento de las reservas musculares de glucégeno, es debido a una disminucién de
la velocidad de suministro de unidades de acetil-CoA al ciclo de Krebs y/o a un
descenso de la concentracion de compuestos intermedios del mismo (Broberg and
Sahlin 1989; Fitts 1994). No obstante, el suministro de unidades de acetil-CoA al
aparato mitocondrial no limita la actividad del ciclo de Krebs, ya que la relacion

acetilcarnitina/carnitina se mantiene en dichas condiciones (Sahlin et al. 1990).

Tal y como sefialabamos anteriormente, el entrenamiento de resistencia pro-
duce cambios en el metabolismo que permiten aumentar la fraccion de ATP
resintetizado a partir de la oxidacién de AG, con el consiguiente ahorro de gluco-
sa plasmatica, glucdgeno muscular y glucégeno hepatico. Estos cambios metab6-
licos se asocian a un aumento de la oxidacion de TG intramusculares (Jansson
and Kaijser 1987; Kanaley et al. 1995), a pesar que la respuesta lipolitica es me-
nor. En efecto, durante el esfuerzo submaximo a la misma intensidad absoluta, los
sujetos entrenados presentan concentraciones plasméaticas de AGL menores
(Koivisto et al. 1982; Martin et al. 1993), pero obtienen una mayor proporcion de
energia a partir de la oxidacion de grasas, incluso sin aumentar la extraccion de

AGL de la sangre (Jansson and Kaijser 1987).

Kanaley y col. estudiaron a maratonianos y a sujetos moderadamente entre-
nados a intensidades relativas similares en funcién del umbral lactico (Kanaley et
al. 1995). La intensidad subumbral fue de un 70 a un 72 % del VO,max, mientras
que la intensidad supraumbral fue de un 79 a un 86 % del VO,max, en los sujetos
moderadamente entrenados y en los maratonianos, respectivamente. Sin embargo,
estos autores constataron que durante los primeros 30 minutos de ejercicio a in-
tensidad subumbral, la cantidad de AG oxidados fue mayor en los maratonianos.
Es decir, que incluso a la misma intensidad relativa, los sujetos entrenados en
resistencia pueden obtener una mayor proporcion de energia a partir de la oxida-

cién de grasas, incluso aunque el grado de lip6lisis no sea superior al que presen-
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tan los sujetos menos entrenados. Por lo que el consumo maximo de oxigeno es
un factor determinante de la capacidad de oxidacion de grasas durante el ejercicio
(Helge et al. 1999; Stisen et al. 2006).

Ademés, se sabe que el nivel de entrenamiento puede repercutir en el fenoti-
po de las fibras musculares (Aagaard et al. 2011; Andersen and Henriksson
1977), las cuales son muy importantes a la hora de determinar la capacidad de
oxidar grasas (Holloszy 1967; Sahlin et al. 2007). Por un lado, las fibras tipo |
tienen una mayor capacidad de oxidar grasas que las tipo Il al tener una mayor
densidad mitocondrial (Holloszy 1967; Sahlin et al. 2007), y este motivo explica
el porqué contienen un mayor depésito de TGIM que las tipo Il (Essen 1977,
Froberg 1971; Schrauwen-Hinderling et al. 2005). Sin embargo, las fibras tipo Il

poseen un mayor depésito de glucégeno muscular (Soderlund et al. 1992).

Con el envejecimiento se pierde masa muscular y se gana masa grasa debido
a cambios neuroendocrinos, como la disminucién de la concentracién plasmatica
de testosterona, como ocurre en los hombres con hipogonadismo (Seidman 2007).
Se ha demostrado que la capacidad de oxidar grasas va disminuyendo con el
envejecimiento, a pesar de ajustar los andlisis estadisticos por masa corporal y
composicién corporal (Blaak et al. 1999). A edad méas tempranas, los nifios Tan-
ner 1 tiene mayor capacidad maxima de oxidacién de grasas, que va disminuyen-
do hasta la adolescencia (Riddell et al. 2008).

Por otro lado, se sabe que las mujeres tienen més grasa corporal que los
hombres en términos absolutos y relativos (Clarys et al. 1999; Mittendorfer et al.
2003), lo que podria afectar a la oxidacion de grasas. En efecto, muchos estudios
demuestran que el ratio de oxidacion de grasas durante el ejercicio es mayor en
mujeres que en los hombres (entrenados y no entrenados) (Blatchford et al. 1985;
Carter et al. 2001; Costill et al. 1979; Froberg and Pedersen 1984; Powers et al.
1980; Steffensen et al. 2002), mientras que otros han encontrado que las mujeres
usan mas grasa y menos hidratos de carbono que los hombres durante el ejercicio
(Horton et al. 1998; Tarnopolsky et al. 1990). Sin embargo, estos resultados no
concuerdan con la realidad creando una aparente paradoja, ya que las mujeres

tienen mas dificultades para perder masa grasa tras una intervencién con ejercicio
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y/o entrenamiento (Ballor and Keesey 1991; Donnelly and Smith 2005;
Tarnopolsky et al. 1990). Este fendmeno se podria explicar con el articulo de
Henderson y col. (2007), quienes midieron la activacién de la lipélisis durante el
ejercicio, pero también en el periodo de recuperacion. Los datos demostraron que
los hombres tienen mas aumentada la oxidacion de lipidos durante las tres horas
del periodo de recuperacion post-ejercicio comparados con las mujeres. Ademas,
aclaran que la oxidacion de lipidos permanecié aumentada aproximadamente 21 h
después del ejercicio s6lo en hombres, aclarando por tanto, las diferencias en las

adaptaciones de pérdida de masa grasa entre géneros.

Al igual que ocurre con las diferencias de género, los estudios que comparan
la oxidacién de grasas entre obesos y delgados no son del todo claros. Las perso-
nas obesas poseen depdsitos incrementados de TG tanto en el tejido adiposo co-
mo en el muscular, lo cual conlleva a desarrollar resistencia a la insulina (Phillips
et al. 1996). El hecho de tener mas acumulacion de grasas podria estar relaciona-
do con la menor capacidad de oxidar grasas que tienen los obesos comparados
con sujetos con sobrepeso y a su vez, éstos con sujetos delgados (Keim et al.
1996; Mittendorfer et al. 2004; Perez-Martin et al. 2001) (Figura 8).

Las posibles causas atribuibles a esta disminucion de la capacidad de oxida-

cién de grasas en el musculo esquelético pueden ser (Holloway et al. 2009):
1.- Disfuncién en la oxidacion de AG en el interior de la mitocondria.
2.- Reduccion del contenido mitocondrial en el masculo.
3.- Factores genéticos.

En efecto, algunos autores han demostrado que las mitocondrias de los
musculos de personas obesas poseen menos funcionalidad que la de los sujetos
delgados, viéndose comprometida la actividad de CPT, CS y HAD (Colberg et al.
1995; Holloway et al. 2009; Raben et al. 1998), la actividad de los complejos de
la cadena de electrones de la respiracion mitocondrial (Bakkman et al. 2010), y de
marcadores de densidad mitocondrial como es la actividad de CS, HAD, PGC-
lalfay SIRT1 (Holloway et al. 2009; Jiang et al. 2003; Lagouge et al. 2006).
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Figura 8. Ratio de la oxidacion de grasas en reposo y durante el ejercicio en sujeto con
sobrepeso y controles (delgados). Datos expresados como mg/min/masa libre de grasa en kg.
*p<0.05; **p>0.005. (Mann-Whitney test).

Imagen perteneciente al articulo de Perez-Martin et al. Diabetes Metab. (2001).

Y por ultimo, existen multiples variaciones genéticas, mas conocidas como
polimorfismos que se asocian con una capacidad disminuida de oxidar grasas y a
la obesidad (Chang et al. 2011; Liu et al. 2007; Pankov lu 2010; Peeters et al.
2008). En esta tesis, nos centraremos entre otros factores en el polimorfismo del
receptor de andrégenos, el cual podria influir directamente en la masa grasa cor-

poral y su oxidacién durante en el ejercicio.

1.1.4. Calorimetria indirecta

En los primeros afios, Zuntz (Zuntz 1896), Krogh y Lindhart (1920) y mas
tarde Christensen y Hansen (1939) demostraron que en reposo, Yy durante el ejer-
cicio, se utiliza una mezcla de carbohidratos y grasas. Basados en el hecho de que
los carbohidratos producen diferentes cantidades de CO, y requieren diferentes
cantidades de O, cuando son oxidados, estos investigadores utilizaron mediciones
de VO, y VCO, en gases espirados para obtener informacion acerca de la utiliza-

cién de sustratos. El cociente VCO,/VVO, en el aire espirado, es el indice de inter-
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cambio respiratorio (RER), que es similar al cociente respiratorio que ocurre en
los tejidos (RQ). Puede ser de 0.69-0.73 cuando se oxidan s6lo grasas (depen-
diendo del largo de la cadena de carbono del acido graso oxidado), y puede ser

1.0 cuando se oxida solo glucosa.
La oxidacién de una molécula de glucosa:
CsH1,06 + 6 O, > 6 CO, + 6 H,0O

_VCO; 6moldeCO; 100
" VO, 6molde0,

La oxidacién de una molécula de &cido palmitico (ac. graso tipo):
Cy6H320, + 23 0, > 16 CO, + 16 H,0

_VCO; 16 molde CO, - 070
" VO, 23moldeO,

El rango en el que oscila el valor de RQ comprende las medidas de fuentes
de energia mixtas entre HCO y AG. Sin embargo, se pueden encontrar valores
por encima de 1.00 durante el ejercicio, pero esto es debido a que se hiperventila
y a que se produce un estado de acidosis metabdlica. Ambos factores contribuyen
a aumentar la produccion de CO, (VCO,) y en consecuencia, los valores de RQ
pueden ser superiores a 1.00, ocurriendo principalmente a intensidades de esfuer-

zo superiores a las correspondientes al umbral anaerdbico.

Las contribucion de las proteinas al gasto energético se puede estimar mi-
diendo en la orina la concentracion de urea, proveniente de la degradacion de
proteinas. Sin embargo, se ha estimado que el aporte proteico en pruebas de calo-
rimetria indirecta es minimo, por lo que se suele desestimar (Jeukendrup and
Wallis 2005; Wagenmakers 1998). De hecho, las ecuaciones de oxidacién de
sustratos, provienen de tablas realizadas con valores RQ no proteicos (Peronnet
and Massicotte 1991).

[ 44 1 Jests Gustavo Ponce Gonzélez
)



Universidad de Las Palmas de Gran Canaria Introduccion

Los primeros estudios que usaron la calorimetria indirecta a través de los ga-
ses, no solo demostraron que tanto carbohidratos como grasas fueron utilizados
durante el ejercicio, sino también que sus contribuciones relativas cambiaron
dependiendo de la intensidad, la duracion del ejercicio y la dieta previa al mismo
(Christensen and Hansen 1939; Edwards et al. 1934; Krogh and Lindhard 1920).

Originariamente, los gases expirados eran recolectados dentro de unas bolsas
grandes de plastico (saco de Douglas). Més tarde, sobre 1940 aparecieron los
primeros equipos portéatiles, donde un medidor de gases era fijado en la espalda
de los sujetos que recolectaba el volumen de aire expirado. Estos aparatos fueron
mejorando su calidad, permitiendo evaluar el aire expirado respiracion a respira-
cién, que con la ayuda de computadores permitieron obtener los resultados de
forma mucho mas répida (Wilmore et al. 1976). Sin embargo, el saco de Douglas
sigue siendo el gold standard para medidas indirectas, aunque los nuevos disposi-
tivos han llegado a ser muy fiables y comparables con el saco de Douglas (Carter
and Jeukendrup 2002; Rietjens et al. 2001; Schulz et al. 1997).

Existen en la literatura cientifica varias ecuaciones para el calculo de oxida-
cién de sustratos. Desde hace 80 afios, se ha intentado optimizar estas ecuaciones
para hacerlas cada vez méas fiables (Consolazio et al. 1963; Ferrannini 1988)
(Frayn 1983; Lusk 1924, 1928; Peronnet and Massicotte 1991). Por ejemplo,
Lusk (1924, 1928) se basé en los calculos de oxidacion de grasa sobre el analisis
de manteca de cerdo, ya que era la mejor informacion de aquella época. Consola-
zio y col. (1963) usaron la glucosa y el &cido palmitico como las bases de sus
calculos. Se utiliz6 el &cido palmitico porque es el AG mas comin en la dieta
humana y también en plasma. Sin embargo, Frayn (1983) us6 el palmitoil-oleoil-
estearoil-glicerol porque este TG era muy similar a la composicion media del
tejido adiposo humano. Por otro lado, Ferrannini (1988) us6 tripalmitoil glicerol
ya que se parecia bastante al usado por Frayn (1983) y al &cido palmitico. Final-
mente, Peronnet y Massicotte (1991) intentaron ser un poco mas preciso, y basa-
ron sus célculos sobre la media de los pesos de 13 AG diferentes, los cuales re-
presentaban el 99% de todos los AG del tejido adiposo humano. Sin embargo, la

diferencia entre estas ecuaciones suponen s6lo un 6% de variacién (Jeukendrup
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and Wallis 2005). Aln asi, las ecuaciones mas utilizadas en el campo de la inves-

tigacion son las presentadas por Frayn (1983).

¢ HCO oxidados (g/min) = 4.55*VCO, (L/min) - 3.21*VO, (L/min) - 2.87*n
¢ AG oxidados (g/min) = 1.67*VO, (L/min) — 1.67*VCO, (L/min) — 1.92*n

Siendo n el valor de la excrecion urinaria de nitrogeno proveniente de la de-

gradacion de proteinas para los casos de que se quiera tener en cuenta.

El protocolo de ejercicio para determinar la oxidacion méaxima de grasa y a
qué intensidad de esfuerzo ocurre, han sido validados frente a cargas constantes
en dias separados (Achten et al. 2002). El protocolo se realizé en cicloergdmetro
con incrementos de 35-W cada 5 minutos hasta el agotamiento. Al final de cada
carga, la oxidacion de grasa fue determinada por calorimetria indirecta. Los resul-
tados no mostraron ninguna diferencia al ser comparados con los valores de las
cargas constantes realizadas en dias diferentes. A su vez, el mismo estudio valido
un protocolo més corto, donde se usaban las mismas cargas de 35-W, pero los
incrementos sucedian cada 3 minutos, encontrando resultados comparables. La
calorimetria indirecta, requiere de una medicion en reposo, la cual se debe hacer
en una camilla tumbado y relajado para tener el metabolismo basal. La duracién

de esta medicién oscila entre 10 y 30 minutos segln la estabilidad de las medidas.

La calorimetria indirecta es una de las técnicas mas importantes y usadas pa-
ra el estudio del metabolismo los sustratos energéticos del tanto en reposo como
en ejercicio. Sin embargo, con la calorimetria indirecta no se puede determinar

de dénde proceden los &cidos oxidados durante el ejercicio.

1.2. Perfil hormonal y masa grasa

Como ya comentamos previamente a lo largo del punto 1.1 de la introduc-
cién, la acumulacion, movilizacién y oxidacién de grasa puede estar determinada
por la respuesta hormonal ante diferentes estimulos como puede ser el ejercicio.
En este sentido, esta tesis se centrard en los efectos de la osteocalcina, la testoste-

rona y la leptina por su contrastada influencia en el tejido adiposo.
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1.2.1. Osteocalcina

Recientemente, algunas investigaciones descubrieron que la osteocalcina,
una proteina producida casi exclusivamente por los osteoblastos -las células res-
ponsables de la mineralizacidn de los huesos-, no tiene sélo una funcién estructu-
ral, sino que es una hormona con diferentes funciones (Lee et al. 2007). En efec-
to, la regulacion de la remodelacién dsea por parte de la osteocalcina, implica que
el hueso puede ejercer un feedback que controla la regulacién de la homeostasis
energética, y por tanto de la masa grasa (Ferron et al. 2008; Lee et al. 2007; Pittas
et al. 2009).

Este articulo realizado por Lee y col. (2007), publicado en la revista Cell,
demuestra que las células 6seas liberan una hormona Illamada osteocalcina, que
controla la regulacién de la glucosa en sangre y el depdsito de grasas. La osteo-
calcina aumenta tanto la secrecion como la sensibilidad a la insulina, ademas de
aumentar la capacidad de reducir las reservas de grasa, evitando el desarrollo de

diabetes tipo 2 y obesidad en ratones (Lee et al. 2007).

Los animales con niveles elevados de osteocalcina son resistentes a desarro-
llar obesidad y diabetes aunque consuman una dieta alta en grasas (Lee et al.
2007). Al contrario, los ratones cuya hormona esquelética no funciona desarrollan
diabetes tipo 2, aumentan de peso, almacenan méas grasa corporal, tienen menos
insulina y una menor cantidad de células beta productoras de insulina (Lee et al.
2007).

A su vez, la osteocalcina podria actuar sobre los adipocitos afectando la regu-
lacion de hormonas como la leptina y la adiponectina, que podrian inducir la
sensibilidad a la insulina y la oxidacion de AG en musculo e higado (Ahn et al.
2010; Guadalupe-Grau et al. 2009; Hinoi et al. 2008; Yamauchi et al. 2002). En
efecto, la osteocalcina y la leptina correlacionan negativamente, al igual que con
la masa grasa (Guadalupe-Grau et al. 2009; Kindblom et al. 2009; Pittas et al.
2009).

Por otro lado, los niveles de osteocalcina sérica estan relacionados también

con los niveles de testosterona en mujeres (Ahn et al. 2010), y en hombres la
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osteocalcina estimula la produccién de testosterona actuando en las células de

Leydig en los testiculos (Oury et al. 2011).

1.2.2. Androgenos

Los androgenos son hormonas sexuales masculinas, cuyos principales com-
ponentes son la testosterona, la androsterona y la androstendiona. Los andrégenos
son esteroides del tipo C-19 secretados principalmente por los testiculos y las
glandulas adrenales, y en las mujeres en menor medida por los ovarios. EI andré-
geno mas importante en los hombres es la testosterona (T), que circula por el
torrente sanguineo unida a albimina y una proteina especifica del plasma, la
globulina transportadora de hormonas sexuales (SHBG).

La testosterona es una hormona anabdlica, teniendo un efecto contrastado
sobre la masa muscular y tejido adiposo. Los andrdgenos estimulan la sintesis de
proteinas y el crecimiento muscular (Bhasin et al. 1997; 2001). Ademas, los
androgenos inhiben la capacidad de formacion y diferenciaciéon de adipocitos,
reduciendo su capacidad para almacenar lipidos bloqueando a través del receptor
de androgenos la activacion de factores genéticos relacionados con la adipogene-
sis (Singh et al. 2006). Ademas, la testosterona también inhibe la actividad de
LPL vy la captacion de lipidos en los adipocitos (Ramirez et al. 1997), y también
inhibe la secrecion de leptina (Behre et al. 1997; Luukkaa et al. 1998; Wabitsch et
al. 1997).

Los hombres con deficiencia en los niveles plasméticos de andrégenos
(hipogonadismo) o deficiencia en el receptor de andrégenos, presentan mayor
ganancia de masa grasa y pérdida de masa muscular que los sujetos normales
(Matsumoto et al. 2003; Mauras et al. 1998).

Por otro lado, las personas obesas presentan niveles de testosterona circulan-
tes inferiores a los observados en sujetos delgados, permitiendo un exceso
plasmético de la hormona leptina, pudiendo llegar a desarrollar resistencia a la
leptina (Knight et al. 2010).

Sin embargo, al contrario de lo que ocurre en hombres, la obesidad en muje-

res aumenta la incidencia de hiperandrogenismo, a pesar del incremento de los
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niveles de leptina (Gambineri et al. 2002; Pusalkar et al. 2010). EIl hiperinsuli-
nismo provocado por la obesidad se ha relacionado con el desarrollo de hiperan-
drogenismo en las mujeres premenopausicas a través de sus efectos directos sobre
el ovario (Nader et al. 1993). Por lo que los efectos de los andrégenos y su para-
doja sobre la masa grasa y la leptina en las mujeres deben ser estudiados mas a

fondo.

1.2.3. Leptina

El descubrimiento de la leptina a finales del afio 1994 (Zhang et al.), supuso
un paso muy importante en el conocimiento de los mecanismos moleculares me-
diados por los diferentes factores producidos por el tejido adiposo sobre la home-
ostasis energética. La leptina es una hormona de 16 KDa producida por los adipo-
citos en proporcion directa a la masa grasa y actGa disminuyendo el apetito y
aumentando el metabolismo basal a nivel del sistema nervioso central (SNC)
(Figura 9) (Dulloo et al. 2002; Friedman and Halaas 1998; Muoio et al. 1999;
Wauters et al. 2002). Se ha observado coémo una mutacién en el gen ob, el cual
codifica la leptina, produce obesidad en ratones (Campfield et al. 1995; Halaas et
al. 1995; Pelleymounter et al. 1995; Zhang et al. 1994). Esta mutacion, muy poco
frecuente en humanos, produce hiperplasia del tejido adiposo, obesidad morbida e
hipogonadismo hipotalamico (Montague et al. 1997; Rau et al. 1999; Strobel et
al. 1998).

Figura 9. Estructura de la Leptina. La proteina madura de 146 aminoacidos
tiene un peso molecular de 16 kDa y posee una estructura terciaria con un conjunto
de cuatro hélices, similar a las citoquinas de cadena larga.
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Los niveles circulantes de leptina correlacionan directamente con el indice de
masa corporal (IMC) y con la cantidad total de masa grasa (Banks 2004;
Fruhbeck 2001; 1998). Por lo tanto, cualquier aumento en la masa grasa total
producird mayores niveles circulantes de leptina (Considine and Caro 1997
Friedman and Halaas 1998), y viceversa. La reduccion de las reservas de grasa
corporal por la practica regular de actividad fisica o por la dieta produce un des-
censo en las concentraciones plasmaticas de la hormona (Houmard et al. 2000;
Perusse et al. 1997; Thong et al. 2000).

Aunque la leptina es mayoritariamente producida y secretada al torrente
sanguineo por los adipocitos, esta no es la Unica fuente potencial de la hormona.
Existen otros tejidos que son capaces de producir pequefias cantidades de leptina
en determinadas circunstancias; entre ellos cabe destacar la placenta, la mucosa
géstrica, la médula 6sea, el epitelio de la glandula mamaria, el musculo esqueléti-
co, la pituitaria, el hipotdlamo y el hueso (Ahima and Flier 2000; Bado et al.
1998; Masuzaki et al. 1997; Morash et al. 1999).

Inicialmente se penso6 que los efectos de la leptina se producian Gnicamente a
nivel central, sin embargo, actualmente se sabe que la leptina es una hormona
pleiotrépica que ejerce funciones fisiologicas tanto en el SNC como en multiples
tejidos periféricos (Akerman et al. 2002; Baratta 2002; Bjorbaek and Kahn 2004;
Fruhbeck 2001, 2002; Harvey and Ashford 2003; Muoio and Lynis Dohm 2002).
La leptina controla el apetito a nivel hipotaldmico a través de la estimulacion de
la expresion de péptidos anorexigénicos como POMC (Proopiomelanocortin) y
CART (Cocaine and Amphetamine Regulated Transcrip) y la inhibicion de la
expresion de péptidos orexigénicos como NPY (Neuropeptide Y) y AGRP
(Agouti Related Peptide) (Elmquist et al. 1999; Flier and Maratos-Flier 1998;
Sawchenko 1998). Entre los diferentes tejidos periféricos diana de la accion de la
leptina se encuentra el masculo esquelético, principal tejido regulador del meta-
bolismo basal y uno de los principales moduladores del metabolismo de los &ci-
dos grasos y de la glucosa (Steinberg and Dyck 2000). En este tejido, la hormona
actda incrementando la oxidacion de &cidos grasos, reduciendo la acumulacion de

grasa intramuscular y aumentando la captacion de glucosa y el gasto energético
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(Argiles et al. 2005; Berti and Gammeltoft 1999; Ceddia et al. 2001; Muoio and
Lynis Dohm 2002; Steinberg et al. 2002; Yaspelkis et al. 2001).

El descubrimiento de esta hormona ha permitido en los Gltimos afios un gran
avance en el conocimiento de la regulacion de la ingesta de alimentos (apetito) y
del control del peso corporal, de la diabetes, el metabolismo, la reproduccioén, la
respuesta immune, la fisiopatologia cardiovascular, la funcién respiratoria y el
crecimiento y desarrollo (Ahima and Flier 2000; Fruhbeck 2006). El hecho de
que esta hormona ejerza acciones sobre multiples tejidos ha supuesto que en los
Gltimos afios se haya realizado un gran esfuerzo investigador con el objeto de
profundizar en el conocimiento de las diferentes vias bioquimicas y moleculares
activadas por la leptina y que gobiernan los diferentes efectos de la hormona, lo
cual podria tener importantes implicaciones en el tratamiento de algunas patolog-

ias, como la obesidad.

1.2.3.1. Receptores de leptina

La naturaleza pleiotrdpica de las acciones de la leptina se debe a la distribu-
cién universal de su receptor. La hormona ejerce sus acciones, tanto a nivel cen-
tral como a nivel periférico (Considine and Caro 1997; Friedman and Halaas
1998; Gallagher et al. 2005; Guerra et al. 2007), interaccionando con receptores
transmembrana (OB-Rs) que poseen una estructura muy similar a los pertenecien-
tes a la familia de receptores de citokinas de la clase | (Tartaglia 1997; White and
Tartaglia 1996). Existen al menos seis isoformas de OB-Rs, designadas como:
OB-Ra, OB-Rb, OB-Rc, OB-Rd, OB-Re y Ob-Rf; generadas por procesamiento
alternativo de un Unico ARNm y/o por procesamiento proteolitico de los produc-
tos proteicos subsecuentes (Chua et al. 1997; Lee et al. 1996; Tartaglia 1997).
Todas estas isoformas poseen en comin un dominio extracelular de unos 800
aminodcidos y un dominio transmembrana de 34 aminoacidos; y difieren en el
dominio intracelular que es caracteristico de cada isoforma (Chua et al. 1997; Lee
et al. 1996; Tartaglia 1997). En funcion de estos dominios, las isoformas puede
clasificarse en: corta, secretada o soluble y larga, siendo esta Ultima la isoforma
funcional del receptor (Chua et al. 1997; Tartaglia 1997; Tartaglia et al. 1995).
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Se ha observado que la ausencia de OB-Rb es la responsable del fenotipo
obeso del ratén db/db y de la rata fa/fa (Chua et al. 1996). Ademas, recientemente
nuestro grupo de investigacion ha demostrado que los sujetos obesos tienen dis-
minuida la expresién de OB-Rb comparados con sujetos controles, siendo una

posible causa del desarrollo de resistencia a la leptina (Fuentes et al. 2010).

Otros estudios han demostrado que la eliminacién selectiva de todas las iso-
formas de OB-R en neuronas produce obesidad en ratones, lo que evidencia la
importancia de la accion neuronal de la leptina en lo que se refiere a la modula-
cién del peso corporal (Cohen et al. 2001).

El ejercicio regular en ratas llevado a cabo durante doce semanas redujo la
cantidad de ARNm de OB-Rb en el nucleo arcuato del hipotalamo (Kimura et al.
2004). En cuanto a la influencia del entrenamiento cronico sobre los receptores de
leptina en musculo esquelético humano, en nuestro grupo de investigacién hemos
demostrado que la expresion proteica de OB-Rb en el triceps braquial del brazo
dominante de tenistas profesionales es mayor que en brazo no dominante
(Olmedillas et al. 2010), lo que sugiere que el entrenamiento podria modular

positivamente la expresion del receptor.

En los ultimos afios se han aportado numerosas evidencias experimentales
gue documentan ampliamente la oxidacién de grasas y captacion de glucosa a
través de la AMPK (5’-AMP-Activated Protein Kinase), mediado por la cascada
de sefializacion de la leptina. Un estudio particularmente interesante ha demostra-
do que la inyeccidn intravenosa de leptina incrementa la fosforilacion de la
AMPKo2 en musculo esquelético, efecto que es mas acusado en las fibras de
contraccion lenta (Minokoshi et al. 2002) y que depende de la unidn de la leptina
al receptor OB-Rb (Guerra et al. 2011; Minokoshi et al. 2002).

1.2.3.2. AMPK y oxidacién de grasa

El nombre de AMPK fue adoptado en 1987 (Carling et al.), no obstante, la
enzima fue descubierta en 1973 (Carlson and Kim 1973). La AMPK es una enzi-
ma heterotrimérica compuesta por una subunidad catalitica (&) y dos subunidades

reguladoras (B y v) (Kahn et al. 2005), cuya expresion esta regulada por maltiples
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genes que codifican cada una de las subunidades (al, a2, B1, B2, vy1, y2, y3)
(Mahlapuu et al. 2004). En total se pueden formar 12 heterotrimeros diferentes de
AMPK, cuyo patron de expresion muestra gran pleiotropismo (Barnes et al. 2004)
(Steinberg and Jorgensen 2007). La funcion especifica de cada uno de los hete-
rotrimeros aln no ha sido aclarada, pero se ha demostrado que los ratones knoc-
kout para AMPKa2 desarrollan obesidad y diabetes tipo 2 (Viollet et al. 2003).

En el musculo esquelético la mayoria de los complejos contienen a2 y B2
(Steinberg and Jorgensen 2007). Un 20% de estos complejos 02/B2 estan asocia-
dos a y3, mientras que el resto se encuentran mayoritariamente asociados a yl
(Wojtaszewski et al. 2005). Aunque la isoforma al se ha encontrado en extractos
musculares, existe evidencia experimental para sugerir que procede de otras célu-
las diferentes a las fibras musculares (Fujii et al. 2000). En este tejido, la activi-
dad de la AMPK depende principalmente de la fosforilacion de la treonina 172 en
el asa de activacion de la subunidad o por la quinasa LKB1 (Hawley et al. 2003)
(Alessi et al. 2006; Sriwijitkamol et al. 2006), antes llamada quinasa de AMPK
(AMPKK). La LKB1 también se activa por AMP (Ponticos et al. 1998). Los
ratones transgénicos que carecen de LKB1 tienen una muy escasa actividad
AMPKoa2 (Sakamoto et al. 2005), lo que confirma la importancia de esta quinasa
para la activacion de AMPK. Ademas, también se ha demostrado que el AMP es
incapaz de activar a la AMPK en ausencia de LKB1 (Sakamoto et al. 2005). La
activacion de LKB1 también depende de su fosforilacion en el residuo Ser431 a
través de la via de las MAPK, concretamente de la Gltima efectora de esta via,
que es ERK (Extracellular Regulated Kinases) (Banks et al. 2000). La fosforila-
cion de ERK inducida por la unién de la leptina con OB-R viene determinada
previamente por la fosforilacion directa de JAK2 (Janus Kinase 2) del Box1 y de
la tirosina 985 del OB-R que podria estimular la sefializacion de MAPK (Mito-
gen-Activated Protein Kinase) (Fruhbeck 2006; Guerra et al. 2011).

La AMPK es activada por tanto, ante cualquier estrés celular que produzca
un incremento del ratio AMP/ATP, como por ejemplo el ejercicio de sprint en

musculo esquelético humano (Guerra et al. 2010).
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La principal funcién de la AMPK en el misculo esquelético es la de estimu-
lar la oxidacion de acidos grasos al fosforilar a la ACC (Acetil Coenzima-A Car-
boxilasa), actuando como un “sensor de combustible” que controla el estatus
energético de las células (Minokoshi et al. 2002; Tanaka et al. 2005). La ACC
fosforilada queda inactivada y deja de producir malonil-CoA. EI malonil-CoA es
un inhibidor alostérico de la actividad CPTI (Carnitina Palmitoiltransferasa 1),
responsable del transporte de acidos grasos de cadena larga al interior de las mi-
tocondrias (Ruderman et al. 1999). En el mUsculo esquelético predomina la iso-
forma B (ACC-B) (Minokoshi et al. 2002). Se ha demostrado que ratones Knoc-
kout para ACC-B muestran un incremento en la oxidacién de &cidos grasos en el
musculo y un nivel de adiposidad reducido (Minokoshi et al. 2002). Sin embargo,
evidencias experimentales recientes indican que podria existir una disociacion
entre la fosforilacion de la AMPK y de la ACC en respuesta al ejercicio de sprint

en muasculo esquelético humano (Guerra et al. 2010).

Ademaés, también se ha demostrado que un incremento de la actividad de la
AMPK muscular produce un aumento del transporte de glucosa al interior de la
fibra (Steinberg and Jorgensen 2007). Esta ultima evidencia experimental vuelve
a poner de manifiesto la interaccién en la sefializacion activada por insulina y

leptina.

Estudios realizados en ratones transgénicos que sobre-expresan leptina que
han demostrado que los niveles permanentemente elevados de la hormona produ-
cen activacion cronica de la AMPK en las fibras musculares lentas (Tanaka et al.
2005). Estos ratones son delgados y adelgazan méas rapidamente que los ratones
normales cuando son sometidos a una dieta hipercalérica. Sin embargo, es espe-
cialmente importante destacar que a pesar de presentar unos niveles crénicamente
elevados de leptina, no muestran signos de resistencia a la accion de la hormona,
contrariamente a lo observado en seres humanos obesos que presentan hiperlepti-
nemia y resistencia a la accion de la leptina. En contraste con lo observado en los
ratones transgénicos, la actividad basal de la AMPK parece no estar modificada
en obesos (Steinberg et al. 2004) o ligeramente disminuida (Bandyopadhyay et al.

2006), tal vez debido a la resistencia a la accion de la leptina. En cualquier caso
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es necesario realizar estudios con una muestra amplia de sujetos con diversos
niveles de obesidad para poder establecer si existe alguna relacion entre composi-
cién corporal, leptina y actividad AMPK en muasculo esquelético en seres huma-
nos.

1.2.4. Dimorfismo sexual

En humanos, existe un dimorfismo sexual en los niveles circulantes de la
hormona leptina puesto que, incluso para un mismo IMC, las mujeres tienen
niveles plasméticos de leptina superiores a los hombres (Figura 10) (Guerra et al.
2008; Saad et al. 1997; Sinha et al. 1996; Wong et al. 2004). Este fendbmeno pue-
de ser explicado porque los estrégenos estimulan la produccién de leptina, mien-
tras que los androgenos la reducen (Wong et al., 2004). A su vez, los estrogenos
podria reducir los niveles de osteocalcina, hormona que como explicamos pre-
viamente tiene un efecto inhibitorio sobre los niveles de leptina (Turner et al.
1990).

40 -

®  Men
O Women

16 18 20 22 24 26 28 30 32 34
-2
BMI (kg.m™)
Figura 10. Relacion entre la concentracion basal de leptina sérica y el indice de masa corporal

(IMC), en hombres y mujeres. Los datos fueron ajustados por el porcentaje de grasa corporal. Imagen
adquirida del articulo de Guerra y col. (2008).
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A su vez, los niveles de expresion proteica a nivel basal de OB-Rb estan in-
crementados en un 41% en mujeres comparados con hombres (Guerra et al.
2008), pudiendo ser una de las razones por la cual las mujeres pueden oxidar mas

grasas que los hombres durante el ejercicio antes la misma intensidad relativa.

A pesar de la influencia negativa que tiene los andrégenos sobre la leptina y
la masa grasa, las mujeres obesas poseen mayores niveles de testosterona circu-
lantes (Gambineri et al. 2002; Pusalkar et al. 2010). Por lo tanto, estudios que
diluciden el mecanismo de accion de los andrégenos y su receptor, sobre la masa

grasa y leptina en mujeres deben llevarse a cabo.

1.3. Receptor de andrdgenos y masa grasa

La testosterona ejerce sus efectos sobre la sintesis proteica en el muasculo
esquelético a través de los receptores de androgenos (AR). La testosterona se une
al AR y lo transforma en un factor de trascripcion capaz de de translocarse al
nicleo y asociarse con el ADN para regular la expresion de determinados genes
gue poseen elementos de respuesta a andrégenos (ERA) en su regiéon promotora
(Inoue et al. 1994). El bloqueo de este receptor atenta la ganancia de proteinas
musculares, lo cual muestra la importancia fisioldgica de las interacciones testos-

terona-AR en la hipertrofia muscular (Inoue et al. 1994).

Estudios previos han demostrado que ratones knockout para el receptor de
andrégenos (AR™) desarrollan obesidad, con resistencia a la insulina y a la lepti-
na, acompafado de alteraciones metabdlicas de perfil lipidico e hiperleptinemia
(Lin et al. 2005; Yu et al. 2008). Estos datos sugieren que la accion de andréoge-
nos plasmaticos sobre el AR, pueden jugar un rol regulatorio directo en la sinte-
sis y secrecion de leptina por los adipocitos. Esta asociacion entre andrdgenos,
leptina y masa grasa puede estar modulada por las variaciones polimorficas en
los AR (Guadalupe-Grau et al. 2010; 2011; Nielsen et al. 2010; Zitzmann et al.
2003).
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1.3.1. Polimorfismo del receptor de andrégenos

El receptor de androgenos (AR), también conocido como NRC4 (subfami-
lia de receptores nucleares 3, grupo C, miembro 4), es un tipo de receptor nuclear
transmembrana que se activa por su unién con las hormonas androgénicas como
son la testosterona o la dihidrotestosterona (Roy et al. 1999). El AR esta intima-
mente relacionado con el receptor de progesterona, de hecho, dosis altas de pro-
gesterona pueden bloquear al AR (Raudrant and Rabe 2003). La funcion princi-
pal del receptor de andrégenos es actuar como un factor de transcripcion de
union al ADN (Roy et al. 1999).

El gen del receptor de androgenos, (AR) se localiza en el brazo largo del
cromosoma X (Xq 11-12) (Lubahn et al. 1988). Este gen consiste de 8 exones y
codifica una proteina que posee 919 residuos de aminoacidos. El exon 1 de este
gen posee dos motivos de repeticiones polimoérficas (CAG y GGN), que codifi-
can poliglutaminas y poliglicinas respectivamente, de longitudes variables en la
region N-terminal (dominio de transactivacion) de la proteina AR (Faber et al.
1989; Lubahn et al. 1988) (Figura 1). Las dos regiones de repeticiones estan
separadas por 248 aminoacidos de una secuencia no polimoérfica. EI AR compar-
te ademas con otros miembros de la familia de receptores nucleares una estructu-
ra y organizacion funcional que incluye un dominio N-terminal de transactiva-
cion (TAD), un dominio central de unién con el ADN (DBD), un dominio ligan-
do C terminal (LBD), y una region “bisagra” que conecta el LBD y el DBD
(Rajender et al. 2007) (Figura 11). Diversos estudios han demostrado gran expre-
sion de ARs en el tejido muscular esquelético (Bhasin et al. 2001; Sheffield-
Moore 2000), siendo ésta ain mayor en respuesta a la sobrecarga muscular
(Bamman et al. 2001).

En el caso de las mujeres, las células sométicas poseen dos cromosomas X,
y en teoria, uno de ellos esta inactivado en la mitad de las células, mientras que
la otra mitad se encuentra activo. Este proceso de inactivacion del cromosoma X
ocurre en el desarrollo temprano y es aleatorio, por lo que normalmente tiene
como resultado el desarrollo de tejidos con un nimero de células de origen pa-

terno o materno aproximadamente similar (Buller et al. 1999).
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Figura 11. Organizacién genética del gen del receptor de andrégenos (AR) en el cromosoma X
y principales dominios funcionales de la proteina codificada. Adaptado de Rajender y col. (2007).

La repeticion CAG varia en longitud o nimero de repeticiones entre 8 y 35,
siendo la mediana de 22, mientras que GGN, que es una repeticién compleja que
se representa como (GGT)3GGG(GGT)2(GGC)n oscila entre 10 y 30 repeticio-
nes (Faber et al. 1989), siendo la mediana de 23 (residuos de glicina) en varones
y en mujeres caucasicos, incluida la poblacién canaria (Ding et al. 2005;
Rodriguez-Gonzalez et al. 2009; Rodriguez et al. 2006). La longitud de repeti-
ciones del polimorfismo CAG y el potencial de transactivacion de AR estan
inversamente correlacionados (Chamberlain et al. 1994; Kazemi-Esfarjani et al.
1995).

Estudios “in vitro”, muestran que los alelos de AR con mas de 40 repeticio-
nes CAG poseen una actividad de trascripcion reducida en comparacién con las
moléculas de 25, 20 y ninguna repeticion (Chamberlain et al. 1994; Kazemi-
Esfarjani et al. 1995). Por lo tanto, las evidencias sugieren que un mayor nimero
de repeticiones CAG se asocian con una menor actividad AR, y por consiguiente,

con las afecciones relacionadas con una menor actividad de los andrégenos. En
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humanos, un menor nimero de repeticiones de los polimorfismos CAG han sido
relacionados con la cantidad de la masa libre de grasa en ancianos sanos (Walsh
et al. 2005), asi como hipertrofia benigna de la préstata, cancer de prostata e
infertilidad masculina (Giovannucci et al. 1997; Kukuvitis et al. 2002)
(Mitsumori et al. 1999; Rodriguez-Gonzalez et al. 2009).

De forma similar, si se eliminan las repeticiones GGN, se obtiene como re-
sultado una disminucién del 30% en el potencial de transactivacion (Gao et al.
1996). Esto se ha visto demostrado en cultivos celulares, donde los polimorfis-
mos GGN que poseen un menor nimero de repeticiones poseen también un ma-
yor contenido de la proteina AR, que por otro lado puede mejorar la respuesta a

la estimulacién por andrégenos (Ding et al. 2005).

El principal mecanismo de accién del receptor de andrdgenos es la regula-
cién directa de la transcripcidn génica. La testosterona libre atraviesa facilmente
la membrana celular porque es una hormona hidrofébica. Entonces interacciona
con el receptor de andrégenos que se encuentra en el citoplamasma. Esto produ-
ce un cambio conformacional en el receptor y la activacion del completo testos-
terona libre-receptor, que se traslada al nucleo celular donde interacciona como
un dimero con moduladores de transcripcién y elementos de respuesta androgé-
nica (una secuencia especifica del ADN), localizados en la zona promotora de
los genes diana. El complejo interacciona con otras proteinas en el nlcleo que
resultan en una regulacion al alza o a la baja de la transcripcion génica especifica
(Heemers and Tindall 2007). La regulacion al alza o activacién de la transcrip-
cién produce a su vez un incremento en la sintesis del ARN mensajero, que suce-
sivamente es transcrito por los ribosomas para producir proteinas especificas
(Heemers and Tindall 2007).

1.3.1.1. Efectos sobre el perfil hormonal y la grasa corporal

En humanos, un menor nimero de repeticiones de los polimorfismos CAG
ha sido relacionado con mayores concentraciones sistémicas de testosterona total
y libre (Crabbe et al. 2007; Huhtaniemi et al. 2009; Krithivas et al. 1999;
Stanworth et al. 2008). Sin embargo, otros autores no han encontrado ningudn tipo

de asociacion entre la longitud de CAG vy los niveles de testosterona (Gonzalez
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Hernandez et al. 2008; Nielsen et al. 2010; Skjaerpe et al. 2010; Stiger et al.
2008; Van Pottelbergh et al. 2001), ni cuando los grupos fueron separados por
cuartiles (Andersen et al. 2011).

A su vez, un mayor nimero de repeticiones de los polimorfismos CAG pa-
rece asociarse a un mayor nivel de leptina en plasma y masa grasa (Nielsen et al.
2010; Stanworth et al. 2008; Zitzmann et al. 2003), pudiendo ser explicado por
un nivel mas alto de las concentraciones de testosterona en plasma (Bogaert et al.
2009). Sin embargo, otros autores han comunicado que el polimorfismo CAG no
tiene ninguna correlacion con la masa grasa ni con los niveles de leptina en san-
gre (Gonzalez Hernandez et al. 2008; Goutou et al. 2009; Lapauw et al. 2007).

Sin embargo, el polimorfismo GGN del AR ha sido menos estudiado. Pare-
ce, por un lado, que existe una asociacion positiva entre el polimorfismo de GGN
y los niveles de testosterona (Bogaert et al. 2009). Sin embargo, por otro lado, no
se han encontrado en otros estudios ningln tipo de relacién entre GGN y los
niveles de testosterona (Skjaerpe et al. 2010), creando la misma controversia que
con CAG.

Gustafson y col. (2003) observaron en hombres edad media y avanzada que
poseian un polimorfismo de GGN diferente a 17 y un CAG corto (<23) mostra-

ban mayores ratios de valores antropométricos relacionados con la obesidad.

Sin embargo, deben realizarse mas estudios que describan por un lado la
posible interaccidn entre las posibles combinaciones de repeticiones del polimor-
fismo CAG y GGN con la masa grasa, leptina, osteocalcina y testosterona. Y
por otro lado, para dilucidar el efecto de polimorfismos extremos sobre la acu-
mulacion de grasa, la respuesta lipolitica al ejercicio, leptina, osteocalcina y
testosterona. A su vez, ningun estudio longitudinal ha sido descrito hasta la fecha

para ver la posible interaccion entre el polimorfismo del AR y la masa grasa.

Estos dos ultimos puntos, seran gran parte del contenido de los objetivos

que se desarrollarén a lo largo de esta tesis.
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2. Objetivos

1. Determinar tanto en brazos como en piernas la capacidad maxima de
oxidacion de grasas, y su relacién con la actividad enzimatica mitocon-
drial, asi como con la fosforilacién basal de AMPK y ACC, en sujetos

obesos, postobesos y controles. (Estudio I).

2. Determinar si los polimorfismos del receptor de andrdgenos estan aso-
ciados a la masa grasa y su distribucién regional en hombres y mujeres

sanos. (Estudio II).

3. Evaluar si los polimorfismos del receptor de andrégenos estan asociados
a los valores basales en suero de osteocalcina, andrégenos y leptina en

hombres y mujeres sanos. (Estudio I1y 11).

4. Determinar en hombres sanos si los polimorfismos extremos cortos del
receptor de andrdgenos (<25 percentil) tienen mayor capacidad de oxi-
dacién de grasas que aquellos que poseen los polimorfismos extremos

largos del receptor de andrdgenos (<75 percentil). (Estudio Il1).

5. Determinar en hombres sanos, si los polimorfismos extremos cortos del
receptor de andrégenos (<25 percentil) tienen menos acumulacién de
grasa, tanto en el cuerpo entero como en la region del tronco, tras el
transcurso de los afios, comparados con aquellos que poseen los poli-
morfismos extremos largos del receptor de andrdgenos (<75 percentil).
(Estudio 111).
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3. Hipotesis

1. La capacidad de oxidacion de grasas esta disminuida en sujetos obesos

comparados con sujetos controles y post-obesos. (Estudio I).

2. Las diferencias en la capacidad de oxidacion de grasas en sujetos obe-
s0s, post-obesos y controles es debida a una disminucion en la actividad
enzimatica mitocondrial y a una menor fosforilacion de AMPK o ACC

a nivel basal. (Estudio I).

3. Los polimorfismos de repeticion CAG y GGN largos del gen que codi-
fica el receptor de andrdgenos se asocian a una mayor masa grasa en

hombres y mujeres. (Estudio 1l y I11).

4. Los polimorfismos de repeticion CAG y GGN cortos del gen que codi-
fica el receptor de androgenos se asocian a concentraciones sericas au-
mentadas de andrégenos (T) y osteocalcina, asi como a concentraciones

séricas de leptina disminuidas. (Estudio 11y 1).

5. La acumulacién de grasa tras un periodo aproximado de 7 afios sera
mayor en los sujetos con polimorfismos de repeticion CAG y GGN lar-

gos del gen que codifica el receptor de andrégenos. (Estudio I11).

6. La oxidacion maxima de grasa estard aumentada en aquellos sujetos que
posean polimorfismos de repeticion CAG y GGN largos del gen que

codifica el receptor de andrégenos. (Estudio I11).
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4. Metodologia

Todos los sujetos fueron instruidos para que no realizaran actividad fisica
vigorosa, ni tomaran cafeina y/o derivados, bebidas energéticas, alcohol ni taba-
co desde el dia antes de los experimentos con test sensibles a estos factores como
son la extraccién de sangre, biopsia muscular y test relacionados con medidas de
gases ventilatorios y de tolerancia a la glucosa. Ademas, los sujetos debieron
pasar una noche en ayunas previo a estos test, pudiendo comer una vez finaliza-

dos.

4.1. Sujetos

Los valores medios de los parametros edad, talla, peso corporal y porcenta-
je de grasa de los sujetos que participaron en cada estudio realizado se describen
en latabla 1.

Estudio |

Un total de 30 sujetos participaron en este estudio, y fueron divididos en 10
sujetos por cada grupo: post-obesos (PO), obesos (O) y controles (C). Los crite-
rios de inclusion en el grupo post-obesos fueron los siguientes: 1) un indice de
masa corporal (IMC) por debajo de 30 kg-m?; 2) la pérdida de peso que no tuvie-
ra originada a través de fArmacos o terapias quirdrgicas de al menos 10% de su
peso corporal; y 3) peso estable en el momento del estudio (+ 2 kg y al menos 1

mes antes de comenzar los experimentos).

Intencionadamente, los tres grupos fueron ajustados por edad, y ademas los
grupos C y PO fueron ajustados también por IMC. Ademas, los sujetos de cada
grupo obtuvieron valores similares en talla, masa libre de grasa y consumo
méaximo de oxigeno (VO,max). Este Gltimo pardmetro muy tenido en cuenta por

su gran influencia en la capacidad de oxidacion de grasas.

Estudio 11

En este estudio participaron 309 hombres y 78 mujeres caucasicos. Ellos
fueron reclutados entre los estudiantes universitarios, clubes deportivos y policia

local de Gran Canaria. El reclutamiento de sujetos comenzd en Febrero del 2003
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y termind en Marzo del 2010. Todos los sujetos se sometieron a un examen

médico.

Los criterios de inclusion fueron: 1) edad comprendida entre 18 y 60; 2)
IMC por debajo de 35; 3) realizar algun tipo de actividad fisica-deportiva al
menos una vez a la semana; 4) no fumadores, sin toma de medicamentos ni en-

fermedades crdnicas, hipertension o limitaciones ortopédicas.

Estudio Il

Inicialmente este estudio comenzé con 319 hombres caucasicos, y fueron
reclutados entre estudiantes universitarios, clubes deportivos y policia local de
Gran Canaria. Todos los sujetos se sometieron a un examen médico. Los criterios
de inclusién fueron los mismos que para el estudio Il. Tras la determinacién del
polimorfismo del receptor de andrégenos, se volvio a llamar s6lo a aquellos
sujetos con casos extremos del polimorfismo del receptor de andrégenos (primer
y cuarto cuartil) para participar en este estudio. Conseguimos volver a evaluar a

aproximadamente el 50% de los posibles candidatos.

Este estudio realizado con casos de polimorfismos extremos se compone a
su vez de dos partes: 1) estudio transversal; y 2) estudio longitudinal que co-
menzé las primeras medidas en Febrero del 2003 y terminé con unas segundas
medidas en Agosto del 2010.

Tabla 1. Caracteristicas de los sujetos.

Estudio | Estudio 11 Estudio 111
Postobesos Obesos Control Hombres Mujeres Hombres (n=319)
n=10 n=10 n=10 n=309 n=78 Transv (n=46) Long (n=36)
Edad (afios)  31.5 + 1.6 30423 31215 28376 24862 345+80 30276
Talla (cm) 184 £ 2 184 + 3 184 + 3 177+ 6 165 + 6 177 £ 5 176 + 6
Peso (kg) 90.2 +31 1150+ 54* 910+42 778+102 598+75 833+116 792+ 105
Grasa

228 +18 349 +16* 247+18 188174 280+64 213+63 199%62
corporal (%)

Datos representados como Media + SD. * (P<0.05) obesos comparados con postobesos y controles.
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4.2. Composicién corporal

La composicidn corporal de los sujetos se analizé mediante absorciometria
fotonica de rayos X (DXA) (Hologic QDR-1500, Hologic, software versién 7.10,
Waltham, MA), tal como se describe en numerosos trabajos publicados por nues-

tro grupo de investigacion (Ara et al. 2004; Guadalupe-Grau et al. 2010).

4.3. Capacidad de salto

Las fuerzas generadas durante el salto vertical se midieron mediante una
plataforma de fuerza (Kistler, Winterthur, Suiza). Cada sujeto realizd dos tipos
diferentes de saltos verticales maximos en los que se eliminé la contribucién de

los brazos:

1) Squat jump (SJ): Es un tipo de salto en el que hay que saltar desde una
posicion de salida con las piernas flexionadas, la rodilla a 90°, y durante el cual
no se puede realizar contramovimiento previo. Un gonidmetro digital (Lafayette
Instrument Company, Lafayette, IN) fue utilizado para verificar la flexiéon de

rodilla a 90° antes de realizar el SJ.

2) Salto con contramovimiento (CMJ): Es un tipo de salto en el que se parte
de la posicién de pie y se realiza un contramovimiento flexionando rapidamente
las rodillas hasta unos 90° para conseguir impulso previo. A partir de los datos
recogidos con la plataforma de fuerza se determind la altura de vuelo (VJH), la
fuerza méxima (Fp), siendo Fp = fuerza méxima — masa corporal, la potencia
media (MP), el impulso mecénico positivo (PI) y la velocidad de desarrollo de
fuerza (RFD) entre otras variables. Para ambos tipos de salto se emple6 el mejor
de tres intentos. La RFD media fue calculada a través de regresion lineal median-
te la relacion de la fuerza-tiempo durante la fase de impulso en el SJy CMJ entre

el 25y 75% del pico de fuerza.

4.4. Capacidad anaerdbica

Para estimar la capacidad anaeroébica se utiliz6 un test de carrera de 300 m.
Este test fue elegido debido a que la capacidad anaeroébica es el principal deter-

minante del rendimiento en esfuerzos maximos que llevan al agotamiento entre
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30y 60 s (Calbet et al. 1997; 2003). El test se realizd en una pista de atletismo de
400 my se midieron los tiempos mediante un cronémetro. A todos los sujetos se
les pidi6 que corrieran los 300 m tan rapido como pudieran y los tests fueron

efectuados individualmente, realizandose un solo intento.

4.5, Test de velocidad de carrera

El tiempo invertido en correr 30m se midi6 utilizando células fotoeléctricas
(General ASDE, Valencia). EI cronémetro se activa de forma automatica cuando
el sujeto cruza la primera célula, y de ahi en adelante se registran los tiempos
cada 5 m. Se motivo a los sujetos para que corrieran todo lo rapido que pudieran,
y se tomd como valor representativo de la prueba el mejor de tres intentos, sepa-

rados por al menos 1 minuto de descanso.

4.6. Test de oxidacion maxima de grasas (MFO): calorimetria indirecta

Tras una noche en ayunas, se midio el gasto energético basal en una camilla
estando los sujetos acostados en posicidn supinay conectados al analizador de
gases mediante mascara (Vmax N29; Sensormedics, California, USA) durante 30
minutos. Seguidamente, se realizé un test incremental en cicloergémetro para
determinar la oxidacion maxima de grasa (MFO) de las piernas y de los brazos, y
a la intensidad que ésta tiene lugar (FatMax) (Achten et al. 2002). La prueba de
piernas comenzo con un escalon inicial de 30 vatios durante 5 minutos, seguido
de incrementos de 30 vatios cada 3 min. Cuando los sujetos llegaron a un RER>
1.0, el ejercicio fue detenido dejando terminar el correspondiente periodo
de carga de 3 min. Después de 5 minutos de recuperacion, el sujeto realizé un
test incremental (30 W/min) a partir de la Gltima carga de la prueba de MFO para
determinar su VO,nax. LOS sujetos fueron instruidos para mantener un ritmo de

pedaleo a 80 rpm.

Para calcular el MFO de los brazos se uso un protocolo similar, pero cam-
biando la intensidad de las cargas, comenzando en una carga inicial de 5 min a
20 vatios, seguidos por incrementos de 15 vatios cada 3min. Cuando los suje-
tos llegaron a un RER> 1.0, el ejercicio fue detenido dejando terminar

el correspondiente periodo de carga de 3 min. Después de 5 minutos de recupe-
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racion, el sujeto realiz6 un test incremental (15 W/min) a partir de la Gltima car-

ga de la prueba de MFO para determinar su VO, LOS sujetos fueron instrui-

dos para mantener un ritmo de pedaleo a 60 rpm. Este protocolo fue adaptado del

protocolo publicado por Smith y col. (2006).

La oxidacion de glucosa y grasas durante cada escalon del ejercicio fue cal-

culado a partir de los valores medios de VO,y VCO,delos ultimos

60 segundos de cada carga, utilizando las ecuaciones de calorimetria indirecta

propuestas por Frayn (1983).

4.7. Test de tolerancia a la glucosa

Se realiz6 un test estandar de 120 min para determinar la tolerancia a la

glucosa oral. Para ello, los sujetos ingirieron 75 g de glucosa disueltas en 300 ml

de agua. La sangre capilar fue tomada antes y después del test para la medida de

la concentracion de glucosa plasmatica (ABL, series 700; Radiometer, Copen-

hagen, Denmark).

4.8. Biopsia muscular

Las biopsias musculares de obtuvieron por puncién bajo anestesia local del

vasto lateral del cuadriceps y del deltoides, como se ha realizado en el laborato-

rio de Rendimiento Humano de la ULPGC en numerosas ocasiones usando la

técnica de Bergstrom, tras una noche de ayuno. Con esta técnica se pueden obte-

ner 40-60 mg de musculo (200 mg con aspiracion) (Lundby et al. 2006). La

biopsia muscular fue limpiada de tejido conectivo, de grasa visible y sangre

usando un microscopio antes de ser analizada o guardada a -80°C.

La muestra de biopsia muscular fue dividida en tres partes:

3.

Para congelarla directamente en nitrégeno liquido, para su poste-
rior andlisis de andlisis bioquimico y western blot.

Para fijarla en Tissue-Tek y congelarla en isopentano enfriado en
nitrogeno liquido, para analisis histoquimico.

Y para ponerla dentro de soluciéon BIOPS (ver Kutnesov y col.

(2008)), y analizar inmediatamente la funcién mitocondrial.

Jesus Gustavo Ponce Gonzalez 1 ]



Universidad de Las Palmas de Gran Canaria

Metodologia

4.8.1. Anadlisis bioquimico

La actividad méxima de HAD y CS fueron determinadas fluorométricamen-
te en las muestras musculares de brazos y de piernas, como ha sido descrito pre-
viamente por otros (Andersen et al. 2003). La actividad de LHS fue evaluada
como se ha descrito previamente (Langfort et al. 2003), y solamente en musculo
de las piernas, por falta de muestra suficiente en brazos. EI contenido de glucoé-
geno y TG muscular fue medido enzimaticamente como ha sido descrito previa-
mente (Helge and Dela 2003).

4.8.2. Analisis mediante la técnica de Western blot

Se trata de una técnica que permite la deteccion del grado de presencia de
una proteina en estudio, mediante la separacion diferencial segin el peso mole-
cular de esta proteina desnaturalizada, y la posterior exposicion a anticuerpos

especificos.

4.8.2.1. Obtencidn de extractos proteicos a partir de biopsias musculares

Para la obtencidn de los extractos proteicos de masculo esquelético huma-
no, una pieza del tejido congelado fue homogeneizada en Buffer de Lisis de Urea
(UREA 6 M- SDS 1% e Inhibidor de proteasas Complete 1X). Después de ser
centrifugados durante 15 minutos a 20,000g, los extractos totales se transfirieron
a tubos limpios y una alicuota de cada extracto fue separada para la cuantifica-

cién de proteinas por el método del acido bicinconinico (Smith et al. 1985).

4.8.2.2. Separacion de proteinas a través de la electroforesis

Los extractos proteicos fueron diluidos en tampon de carga de electrofore-
sis (Tris-HCI pH 6.8, 62.50 mM, SDS 2.3%, glicerol 10%, B-mercaptoetanol 5%,
azul de bromofenol). A continuacion se procedid a la separacion electroforética
de las proteinas en geles de arcrilamida-bisacrilamida (7.5% - 10%) usando el
sistema de Laemmli (Laemmli 1970), con las modificaciones convenientes
(Marin et al. 2001). Estos geles permiten separar las proteinas por sus diferentes

pesos moleculares.
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4.8.2.3. Proceso de deteccion de proteinas

Después de la separacion electroforética de extractos totales de proteinas, se
procedié a la transferencia de las proteinas a membranas de polivinilo (Hybond-
P PVDF, Amersham Biosciences), la cual se realiz6 a 400 mA durante 90 minu-
tos a 4°C.

Para evitar la union no especifica de los anticuerpos, las membranas fueron
incubadas con un tampén de blogueo al menos durante 1 hora a temperatura
ambiente:

-Blotto blocking buffer (leche desnatada al 5% disuelta en tampdn
TBS con 0,1% del detergente Tween-20 (TBS-T)) para anticuerpos

usados para la inmunodeteccidn de proteinas diluidos en este buffer.

-BSA blocking buffer (Bovine Serum Albumin (BSA) al 4% disuelta
en TBS-T) para anticuerpos usados para la inmunodeteccion de pro-
teinas diluidos en este buffer.

La inmunodeteccion comenzo con la incubacion de la membrana con el an-
ticuerpo primario correspondiente (ver tabla 2). Las condiciones exactas de incu-
bacién para cada anticuerpo pueden ser consultadas en los articulos que compo-
nen esta tesis doctoral. Posteriormente a la incubacion con los anticuerpos prima-
rios y al lavado de las membranas en tampdn TBS-T, se procedi6 a la incubacién
con los anticuerpos secundarios correspondientes acoplados a peroxidasa de
rdbano. Esta incubacion se realizé durante 1 hora a temperatura ambiente en
blotto blocking buffer. La visualizacién de la reaccion inmunoldgica se llevé a
cabo por la reaccion enzimatica de la peroxidasa con un compuesto que emite luz
al oxidarse (ECL+ Western Blotting Detection kyt, Amersham Biosciences). Las
bandas especificas fueron visualizadas con el sistema Chemidoc XRS (Bio-Rad
Laboratories) y analizadas con un programa informético de andlisis de imagen
(Quantity One®©, Bio-Rad Laboratories).
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Tabla 2. Anticuerpos y diluciones usadas en los ensayos Western blot.
ANTICUERPO PRIMARIO PROVEEDOR DILUCION
Monoclonal de raton anti-a-tubulina
Biosigma (Madrid, Espafa) 1:70.000
(Guerra et al. 2008; Fuentes et al. 2010)
Policlonal de conejo anti-SOCS3
Santa Cruz (CA, USA) 1:500

(Guerra et al. 2008; Fuentes et al. 2010)

- - T
Policlonal de conejo anti-Thr'72-AMPKa Cell Signalling Technology (Barce- 11000

(Guerra et al. 2010: Fuentes et al. 2010) lona, Espafia)

Policlonal de conejo anti-AMPKa Cell Signalling Technology (Barce- 11,000

(Guerra et al. 2010; Fuentes et al. 2010) lona, Espafia)

Policlonal de conejo anti-ACCR Cell Signalling Technology (Barce- 1:400

(Guerra et al. 2010; Fuentes et al. 2010) lona, Espafia)

Policlonal de conejo anti-fosfoACC
(Ser221) Cell Signalling Technology (Barce- )

~ 1:400

lona, Espafia)

(Guerra et al. 2010; Fuentes et al. 2010)

4.8.3. Analisis histoquimico

La muestra de tejido muscular que fue inmediatamente montada e incluida
en Tissue-Tek y congelada en isopentano enfriado con nitrégeno liquido se uso6

para el andlisis histoquimico.

Los cortes de la seccion transversal de la biopsia se realizaron en secciones
de 10 um en un criostato a -20°C (LEICA, CM1850, Alemania). Los cortes fue-
ron teflidos para la medicion de la actividad ATPasa miofribilar y para capilares
musculares, como se ha descrito previamente (Brooke and Kaiser 1970; Qu et al.
1997). Mas tarde se determinaron la composicion, tamafio y densidad capilar del
tipo de fibras, usando un sistema de cuantificacion computarizado (Tema Scan-
beam, Hadsund, Denmark (Andersen and Aagaard 2000; Qu et al. 1997). Se

analizaron una media de 150412 fibras.
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4.8.4. Protocolo de medicion de la respiracion mitocondrial

Aplicamos una version de protocolo (Larsen et al. 2009), que esta modifi-
cado levemente del planteado por otros previamente (Kuznetsov et al. 2008). En
resumen, la funcién mitocondrial es evaluada en fibras musculares permeabiliza-
da en saponina usando una secuencia de sustratos afiadidos e inhibidores, para
evaluar la capacidad respiratoria en los diferentes pasos de la cadena respiratoria
mitocondrial. La respiracion mitocondrial solo fue medida en musculo de las

extremidades inferiores, por muestra limitada del masculo de los brazos.

4.9. Muestras de sangre

4.9.1. Analisis de sangre y determinaciones hormonales

Todos los sujetos incluidos en los estudios fueron sometidos a extracciones
de sangre periférica anticoagulada en EDTA a primera hora de la mafiana (entre
las 7:00 y las 9:00 horas), en ayunas. Las muestras de sangre fueron centrifuga-
das durante 35 min a 5.000 rpm (Beckman, Allegra 25R, USA) y el suero obte-
nido fue separado y almacenado en un congelador a -80 °C hasta su analisis. La
concentracion de hormonas en suero se determind por medio de la técnica ELI-
SA (Enzyme Linked Inmunoabsorvent Assay), que se basa en la deteccién de un
antigeno inmovilizado sobre una fase sélida mediante anticuerpos que directa o
indirectamente producen una reaccion cuyo producto, por ejemplo un colorante,
puede ser medido espectrofotométricamente (ELx800 Universal Microplate
Reader, Bioteck Instruments). Este principio tiene muchas de las propiedades de
un inmunoensayo ideal: es versatil, robusto, simple en su realizacién, emplea
reactivos econdmicos y consigue, mediante el uso de la fase solida, una separa-
cion facil entre la fraccion retenida y la fraccion libre. Los kits empleados fueron
los siguientes en funcién de la hormona que era objeto de anélisis: Nordic Bios-
cience Diagnostics (Herlev, Denmark) para osteocalcina, Linco Research (St.
Charles, Missouri, USA) para leptina, interleukina-8 y adiponectin, Diagnostic
Systems Laboratories (Webster, Tex., USA) para testosterona libre, Insulin
RIA100, Pharmacia, (Uppsala, Sweden) para la medicion a través de radioinmu-

noensayo de Insulina. Los coeficientes de variacion intra e inter-ensayo fueron
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6.7% y 6.7% para osteocalcina, 2.6% y 3.7% para leptina, 6.5% y 3.1% para

testosterona libre, 3.9% para adiponectina, y 3.2 % para interleukina-8.

También se midieron las concentraciones plasmaticas de glucosa a través
de un analizador automético (Hitachi, 612 Automatic Analyzer, Roche, Switzer-
land); el NEFA plasmético fue medido usando un kit Wako NEFA-C (Wako
Chemical, Neuss, Germany); y la hemoglobina fue analizada a través de un ana-
lizador Bayer DCA 2000+ (Bayer Healthcare, Elkhart, IN, USA).

4.9.2. Aislamiento de ADN sanguineo y reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) para la medicion de los polimorfismos CAG y GGN del gen del
receptor de andrégenos

El ADN fue aislado y purificado a partir de 200ul de sangre periférica
usando el sistema High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche, Indianapo-
lis, USA). Para la determinacidn de la longitud de las repeticiones de los tripletes

CAG y GGN, las correspondientes regiones, localizadas en el exén 1 del gen del

Receptor de Androgenos (GeneBank M27423) se amplificaron usando primers

previamente descritos por otros grupos de investigacion (Rodriguez et al. 2006).

Uno de los primers fue marcado con FAMO o VIC. La amplificacion se llevo a

cabo en un volumen final de 25ul usando 50ng de ADN gendmico, 200 uM de

cada desoxinucle6tido trifosfato, tampon para regiones ricas en GC al 1X (Ro-

che, Indianapolis, USA), tampdn de reaccién de la polimerasa de ADN al 1X y

1U de Taq polimerasa (Fast Start, Roche). La concentracion de cada par de pri-

mers fue de 12 uM (para CAG) y 1’5 uM (para GGN).

Las condiciones de la PCR fueron: 30 ciclos de 95°C durante 45seg, 56°C
durante 30seg y 72°C durante 30seg para la amplificacién de CAG. Para la am-
plificacién de GGN se usaron 30 ciclos de 95°C durante 1min, 55°C durante
2miny 72°C durante 2min. Cada PCR fue iniciada con un ciclo de desnaturali-
zacién a 95°C durante 5min y terminada con un paso de expansion a 72°C duran-

te 5min.

Los productos de PCR fueron diluidos a 1:100 con agua destilada y 1 pl de

la dilucién fue mezclado con 10 pl de formamida y 03 pl del estdndar de peso
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molecular (GeneScan 500L1Z Size Standard, Applied Biosystems). Tras desnatu-
ralizacion a 98°C durante 5min la mezcla fue enfriada rapidamente en hielo pre-
viamente a la electroforesis capilar mediante el uso del secuenciador ABI Prism
3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) y andlisis de fragmentos mediante
el Gene Scan Analysis Software (version 3.7) (Applied Biosystem). La longitud
exacta de los fragmentos fue corregida mediante un estandar de peso molecular

de fabricacion propia.

4.10. Consentimientos y aprobacion ética

Todos los sujetos analizados en los estudios fueron informados acerca de
los procedimientos y objetivos del estudio asi como de los posibles riesgos y
beneficios, tras lo cual firmaron la correspondiente autorizacion. Los estudios se
desarrollaron de acuerdo a lo regulado para los estudios clinicos en la Declara-
cién de Helsinki de 1975, y bajo la aprobacién del comité ético u érganos com-
petentes de la ULPGC y del Comité de Etica de Copenhague (KF 01 304792).

411. Estadistica

Como estadisticos descriptivos se presentan los valores de la media y la
desviacién estdndar (SD). La homogeneidad de las varianzas se establecié me-
diante el test de Levene. La distribucién normal fue comprobada con el test de
Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk, cuando fue necesario, el analisis estadis-
tico fue realizado con los datos transformados logaritmicamente. Las diferencias
entre sujetos de grupos diferentes se establecieron mediante la prueba ANOVA
para medidas repetidas, analizando también los cambios en funcion del tiempo,
género, edad, talla, masa total libre de grasa y VO,max. Las diferencias entre los
polimorfismos cortos y largos en el estudio Il se realizaron mediante el test t-
Student. Los efectos longitudinales, y los cambios entre el inicio y el final del
estudio 111 se establecieron mediante la prueba ANOVA para medidas repetidas,
analizando también los cambios en funcién del tiempo pasado entre las dos me-
didas, grasa corporal al inicio, edad, talla, masa total libre de grasa, oxidacion de
grasa a nivel basal, MFO y VO,a. También se utilizo en el estudio Il un anali-
sis de regresion mdltiple para determinar qué variables tenian el mayor valor

predictivo para MFO. Ademas, se examiné la existencia de relaciones lineales
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ente variables usando el test de correlacion de Pearson. Las correlaciones del
polimorfismo con masa grasa y leptina fueron ajustadas por testosterona libre,

osteocalcina y VO,mex €n el estudio I1.

La influencia de la longitud de las repeticiones del polimorfismo CAG y
GGN en la composicién corporal, MFO, hormonas y variables de condicion
fisica fue determinada tomando los polimorfismos como variables continuas o
dicotdmicas mediante limites alélicos correspondientes a la mediana de las dis-
tribuciones de las longitudes de CAG y GGN.

Estudio I1: puesto que el gen del receptor de andrdgenos esta localizado en
el cromosoma X y uno de los dos alelos esta aleatoriamente inactivado en las
mujeres (Lyon 1999), decidimos calcular la media de los dos alelos como una
medida representativa de cada par en mujeres (Gonzalez et al. 2007)
(Jaaskelainen et al. 2008). El valor medio que mostr6 el mejor balance entre los
grupos de mujeres y hombres se usé como punto de corte, en consecuencia, los
sujetos que tuvieran un niimero de repeticiones <21 en hombres y <22 en muje-
res se clasificaron como CAG cortos (CAGs), Y aquellos sujetos que mostraran
un numero de repeticiones >21 en hombres y >22 en mujeres, fueron clasificados
como CAG largos (CAG)). En el caso de GGN, aquellos sujetos que tuvieron un
nimero de repeticiones <23 tanto en hombres como en mujeres fueron clasifica-
dos como GGN cortos (GGNs), el resto de los sujetos fueron clasificados como
GGN largos (GGN). Ademas, los sujetos fueron también clasificados segin
mostraran las siguientes combinaciones de haplotipos: CAGs+CGN,,
CAG_ +CGNs, CAG +CGN, y CAGs+CGNG.

Estudio I11: este estudio se realizé con los sujetos pertenecientes al primer
(nimeros extremos de repeticiones cortas) y cuarto (nimeros extremos de repeti-
ciones largas) cuartil, de entre los incluidos en el estudio Il. Por lo que los sujetos
seleccionados por cada grupo tuvieron nimeros de repeticiones de CAG y GGN:
CAGs (cortos < 19 repeticiones), CAG, (largos > 24 repeticiones), GGNs (cortos
<22 repeticiones), y GGN_ (largos > 25 repeticiones).

El analisis estadistico se realizd con el paquete informatico SPSS (SPSS

Inc., Chicago, IL, USA). Se han asumido diferencias significativas para P < 0.05.
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5. Resultados

En el siguiente apartado se resumen los resultados mas relevantes de cada
uno de los articulos. La descripcion detallada de los resultados se encuentra en las

publicaciones anexas que forman parte de esta tesis doctoral.

5.1. Resumen de los resultados del articulo | (Ara et al. 2010)

Aral, Larsen S, Stallknecht B, Guerra B, Morales-Alamo D, Andersen JL, Ponce-
Gonzalez JG, Guadalupe-Grau A, Galbo H, Calbet JA, Helge JW. (2010).
Normal mitochondrial function and increased fat oxidation capacity in leg and

arm muscles in obese humans. Int J Obes (Lond).

Composicidn corporal, VO, ¥ tipo de fibra muscular

La edad, talla, masa magra total, VO,m.x Y l0s tipos de fibras (tipo I, 1A'y
11X) fueron similares en los tres grupos, tanto en brazos como en piernas (Ver
tabla 1 y 2 del estudio 1). Ademas, no hubo diferencias en area y capilarizacion de
las fibras musculares de los brazos y de las piernas (Ver tabla 2 del estudio I). De
acuerdo con el disefio del estudio, los obesos tuvieron mayor peso corporal, grasa
corporal y IMC que los otros grupos (p<0.05); sin embargo, el IMC fue similar

entre post-obesos y controles (Ver tabla 1).

Tolerancia a la glucosa, acidos grasos libres y hormonas

La tolerancia a la glucosa fue menor en obesos que en controles y post-
obesos, tanto antes como después del test de tolerancia a la glucosa oral (p<0.05).
A su vez, la glucosa, NEFA vy la insulina plasmatica medidas en ayunas y en
reposo fueron mayores en obesos que en los otros dos grupos (p<0.05). Las con-
centraciones de leptina plasmatica fue mayor en los obesos comparados con con-
troles y post-obesos (p<0.05) (Ver figura 1a del estudio 1), mientras que la adipo-
nectina fue mayor en post-obesos que en controles y obesos (p<0.05) (Ver figura
1b del estudio 1). No hubo diferencias significativas entre grupos en la hormona

de interleukina-8.
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Oxidacion maxima de grasas durante el ejercicio de piernas y brazos

El valor de MFO durante el ejercicio de piernas fue mayor y ocurrié a una
mayor intensidad relativa (FatMax) en obesos y post-obesos que en controles
(p<0.05) (Ver figura 2a del estudio I). A su vez, el MFO durante el ejercicio de
brazos fue mayor en obesos que en controles (p<0.05), mientras que se encontro
una tendencia (p=0.08) con valores mayores en obesos comparados con post-
obesos. El FatMax de los brazos en intensidad relativa fue mayor en obesos que

en post-obesos y controles (p<0.05).

Actividad de enzimas mitocondriales y respiracion mitocondrial

La actividad de CS fue similar entre grupos en el masculo vasto lateral de la
pierna. Sin embargo, la actividad de CS fue menor en obesos que en post-obesos
y controles en el musculo deltoides del brazo (p<0.05) (Ver tabla 2 del estudio 1).
En los tres grupos, la actividad de CS fue menor en los musculos del brazo que de
la pierna (p<0.05) (Ver tabla 2 del estudio I).

No se encontraron diferencias significativas entre grupos en la actividad de
HAD, sin embargo, en obesos y controles demostraron tener menos actividad de
HAD en el brazo que en la pierna (p<0.05) (Ver tabla 2 del estudio I).

Los tres grupos obtuvieron valores similares de la actividad de LHS en el
vasto lateral (Ver tabla 2 del estudio 1). Los depoésitos de glucégeno muscular
fueron similares tanto en brazos como en piernas en los tres grupos (Ver tabla 2
del estudio 1). Sin embargo, los depésitos de TGIM en al vasto lateral fueron
mayores en obesos que en controles, y en el deltoides fue mayor en obesos com-

parados con los otros dos grupos (p<0.05) (Ver tabla 2 del estudio 1).

El flujo de O, mitocondrial por mg de tejido muscular no fue diferente entre
los tres grupos, incluso tras normalizarla por CS como indice de densidad mito-

condrial (Ver figura 3 del estudio I).

Fosforilacion de AMPK y ACC y expresion proteica de SOCS3

Los tres grupos obtuvieron valores similares en la fosforilacién de AMPK y

expresién proteica de SOCS3 a nivel basal (Ver tabla 2 del estudio I). Sin embar-
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go, la fosforilacion de ACC en el vasto lateral fue menor en obesos que en post-
obesos y controles (p<0.05), mientras que en el deltoides fue menor en controles
que en obesos (p<0.05) (Ver tabla 2 del estudio ). Ademas, cuando el masculo
deltoides fue comparado con el vasto lateral, el grupo control tuvo valores simila-
res en la expresion proteica de SOCS3 y en la fosforilacion de AMPK y ACC;
mientras que obesos tuvo valores mas bajos en la expresion proteica de SOCS3 y
en la fosforilacion de AMPK y ACC en el musculo deltoides comparados con el
vasto lateral (p<0.05) (Ver tabla 2 del estudio ). Los sujetos post-obesos tuvieron
mayores niveles de fosforilacion de AMPK y ACC (p<0.05), pero no de expre-
sion proteica de SOCS3 en el deltoides comparado con el vasto lateral (Ver tabla
2 del estudio I).

5.2. Resumen de los resultados del articulo 11 (Ponce-Gonzalez et al. 2011)
Jests Gustavo Ponce-Gonzalez, Amelia Guadalupe-Grau, Francisco German
Rodriguez-Gonzalez, Cecilia Dorado, Hugo Olmedillas, Teresa Fuentes, Lorena
Rodriguez-Garcia, Bonifacio Nicolas Diaz-Chico, José A L Calbet. (2011).
Androgen receptor gene polymorphisms and the fat-bone axis in healthy young

men and women. J Androl. (In press).

Efectos del polimorfismo del AR sobre la masa grasa y respuesta hormonal

Tanto en hombre como en mujeres, los grupos CAGs y CAG, tuvieron valo-
res similares en composicién corporal y en la concentracion plasmaticas de lepti-
na, osteocalcina y testosterona (Ver tabla 1 del estudio I1); y a su vez, los grupos
GGNs y GGN_ tuvieron valores similares en la concentracion plasmatica de lep-

tina, osteocalcina y testosterona (Ver tabla 2 del estudio I1).

No se encontraron correlaciones del polimorfismo CAG vy las variables de
composicién corporal y hormonas, ni en hombres ni en mujeres. El polimorfismo
GGN tampoco tuvo relacion con las variables de composicion corporal y hormo-
nas en hombres. Sin embargo, en mujeres se encontrd una asociacion directa entre

GGN vy el logaritmo del porcentaje de grasa (r=0.30, p<0.05); el logaritmo del
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porcentaje de grasa en el tronco (r=0.28, p<0.05); el logaritmo de la concentra-
cién sérica de leptina (r=0.40, p<0.05); y el logaritmo de la concentracion sérica
de osteocalcina (r=0.32, p<0.05). Estas correlaciones permanecieron significati-
vas tras hacer los calculos ajustando por testosterona libre, osteocalcina y VO max

en mujeres (Ver tabla 3 del estudio I1).

En hombres, el logaritmo de testosterona libre se asoci6 inversamente con la
adiposidad y con la concentracidn sérica de leptina, y positivamente con la con-

centracion sérica de osteocalcina (Ver tabla 4 del estudio I1).

La adiposidad, junto con las concentraciones séricas de leptina, testosterona
libre y osteocalcina fueron similares cuando se realizaron los célculos por grupos
de haplotipos del polimorfismo del AR, con las combinaciones de alelos:
CAG_+GGN_, CAGs+GGNs, CAGs+GGN(, y CAG_ +GGNes.

5.3. Resumen de los resultados del articulo I11 (Ponce-Gonzalez et al. 2011)
Jess Gustavo Ponce-Gonzalez, Amelia Guadalupe-Grau, Francisco German
Rodriguez-Gonzalez, Cecilia Dorado, Rafael S. de Torres-Peralta, David Mora-
les-Alamo, Lorena Rodriguez-Garcia, Bonifacio Nicolas Diaz-Chico, José A L
Calbet. (2011b).

Androgen receptor gene polymorphisms fat mass accumulation, and maximal fat

oxidation capacity. A longitudinal study. IntJ Obes (Lond). (En revision).

Parte transversal: efectos del polimorfismo del AR sobre MFO y masa grasa

Los grupos extremos de CAG y GGN tenian valores similares en composi-
cioén corporal y condicidn fisica, incluso tras ajustar por la edad (Ver tabla 1 del
estudio 111). No existieron diferencias entre grupos de CAG para la tasa metabo6li-
ca basal, MFO y gasto energético diario. Sin embargo, tras ajustar por la edad y
la talla, la grasa acumulada en el tronco (p=0.09) y MFO por kg de masa magra
de las piernas (p=0.06) tendid a ser mayor en GGNg comparado con GGN, (Ver

figura 2 del estudio I11).
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El nimero de repeticiones de GGN tendié a ser asociado negativamente con
el logaritmo de leptina sérica (r=-0.32, p=0.07), logaritmo de porcentaje de grasa
corporal (r=-0.31, p=0.08), logaritmo dela masa grasadel tronco (r=-0,32,
p=0.07), y una asociacion positiva con MFO por kg de masa magra de las extre-
midades inferiores por la altura al cuadrado (r=0.31, p=0.08). Ademas, se observé
una correlacién negativa entre los niveles de leptinay osteocalcina plasmaticas
(r=-0.44, p<0.05). La leptina se asoci6 positivamente con la grasa corporal total
(r=0.56, p<0.01), mientras que la correlacién entre la osteocalcina y la grasa cor-
poral total fue negativa (r=0,41, p<0.05). Asociaciones similares se encontraron
entre los niveles séricos de leptina y la osteocalcina, con la masa grasa del tron-
co (r=0.48, p<0.01yr=-0.35, p<0.05, respectivamente), y con el porcentaje de
grasa corporal (r=0.63, p<0.01 y r=-0.44, p<0.05, respectivamente). Se observé
una correlacion negativa entre la testosterona libre y la leptina (r=-0.43,
p<0.05). Por otra parte, la testosterona libre en suero se correlacioné inversamen-

te con el porcentaje de grasa corporal (r=-0.45, p<0.05).

Parte longitudinal: efectos del polimorfismo del AR sobre la acumulacién de
masa grasa

Los sujetos pertenecientes a los grupos de CAGsy CAG, acumularon res-
pectivamente 3.4 £5.1y 2.0+ 4.4 kg de grasa corporal total en un periodo de
6.4 + 1.0 aflos de seguimiento (p=NS). A su vez, los sujetos pertenecientes a los
grupos de GGNgs y GGN, acumularon respectivamente 3.2 + 4.5y 0.5 + 4.3 kg de
grasa corporal total en un periodo de 6.9 + 1.1 afios de seguimiento (p=0.13) (Ver
tabla 2 del estudio Ill). Sin embargo, se encontré una tendencia a una diferencia
estadisticamente significativa en la acumulacidn de masa grasa corporal después
de ajustar por el porcentaje inicial de grasa corporal, la altura, y el tiempo trans-
currido entre las dos mediciones (p=0.08); y también cuando se ajusté por el
porcentaje inicial de grasa corporal, estatura, oxidacion de grasa a nivel basal, y el

tiempo transcurrido entre las dos mediciones (p=0.08).

Por otro lado, los sujetos pertenecientes a los grupos de GGNs Yy
GGN_acumularon respectivamente 2.0 £ 2.7y 0.3 + 2.9 kg de grasa en la region

del tronco en un periodo de 6.9 + 1.1 afios de seguimiento (p=0.19) (Ver tabla 2
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del estudio Ill). Estadiferencia fue estadisticamente significativa después de
considerar el porcentaje inicial de grasa corporal, la altura y el tiempo transcurri-
do entre las dos mediciones (p<0.05) (Ver figura 2B del estudio Ill); y también
cuando fue ajustado por el porcentaje inicial de grasa corporal, estatura, oxida-
cion de grasas a nivel basal y el tiempo transcurrido entre las dos medicio-
nes (p<0.05). Hubo tendencia a la significacion cuando se ajusto por el porcenta-
je inicial de grasa corporal, la altura, MFO (valores absolutos), y el tiempo trans-
currido entre las dos mediciones (p=0.07); y ajustandolo por el porcentaje ini-
cial de grasa corporal, la altura, MFO (por la masa magra de las extremidades

inferiores), y el tiempo transcurrido entre las dos mediciones (p=0.08).
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6. Discusion

Estudio I: Normal mitochondrial function and increased fat oxidation capacity in

leg and arm muscles in obese humans. Int J Obes (Lond).

En contraste con nuestras hipétesis de partida este estudio demuestra que los
obesos y post-obesos tienen una mayor capacidad de oxidar grasas durante el
ejercicio de piernas (ajustado por VO, pico de las extremidades inferiores) com-
parado con los sujetos controles, y que esta ocurre a una mayor intensidad relativa
de ejercicio. A su vez, la capacidad oxidativa de la mitocondria no esta afectada

en obesos y post-obesos comparados con los sujetos controles.

Estos resultados se encuentran contrariados con los publicados anteriormen-
te, donde se observo que la acumulacion de grasas incrementada en obesos podria
estar explicada por la menor capacidad de oxidar grasas que tienen comparados
con sujetos con sobrepeso y a su vez, éstos con sujetos delgados (Keim et al.
1996) (Mittendorfer et al. 2004) (Perez-Martin et al. 2001). Sin embargo, los
grupos de estos estudios no fueron ajustados por tipo de fibra muscular, VO ey Y
por masa muscular como en nuestro estudio, tres parametros que influyen en la
oxidacion de grasas durante el ejercicio (Helge et al. 1999; Stisen et al. 2006)
(Holloszy 1967; Olmedillas et al. 2010; Sahlin et al. 2007).

Varios trabajos han demostrado que existen otros factores que podrian influir
en la oxidacion de grasa como es la densidad mitocondrial, las actividades en-
ziméticas de HAD y LHS (funcién y capacidad mitocondrial), y la actividad de
los complejos de la cadena de electrones de la respiracion mitocondrial, los cuales
podrian estar disminuidos en obesos comparado con sujetos delgados (Bakkman
et al. 2010; Colberg et al. 1995; Holloway et al. 2009; Jiang et al. 2003; Lagouge
et al. 2006; Menshikova et al. 2007; Raben et al. 1998). Ademas, parece que la
pérdida de peso aguda reduce la respiracion mitocondrial (Rabol et al. 2009). Sin
embargo, nosotros no encontramos diferencias entre grupos en la actividad en-
zimética de CS, HAD y LHS, ni una disminucion del flujo de oxigeno en ninguno

de los pasos de la cadena respiratoria mitocondrial del vasto lateral.
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En concordancia, no se encontraron diferencias en los niveles de fosforila-
cién de AMPK vy expresién proteica de SOCS3 a nivel basal entre los grupos. Sin
embargo, se encontré que la fosforilacion de ACC a nivel basal fue menor en los
obesos que en post-obesos y controles. Este hecho, podria sugerir que los sujetos
que tienen menos fosforilacion basal de ACC, podrian estar acumulando mayor
cantidad de AG en reposo, al no poder introducirlos en el interior de la mitocon-
dria para oxidarlos por el efecto inhibitorio de ACC en las CPT mitocondriales a
través de la produccion de Malonyl-CoA (Ruderman et al. 1999), pudiendo au-

mentar los depdsitos de TGIM como ocurre en los obesos (Ver tabla 2 del estudio

).

Este aumento en los depdsitos de TGIM podria explicar el aumento en la ca-
pacidad de oxidacién de grasa que tienen los obesos comparados con los contro-
les durante el ejercicio. En efecto, se ha demostrado que la mayor oxidacién de
grasa durante el ejercicio en obesos comparado con sujetos delgados fue debido a
una mayor oxidacion de AG intramusculares, ya que la oxidacion de AG plasmé-
ticos fue similar (Goodpaster et al. 2002). En concordancia, se ha demostrado que
las mujeres obesas tenian aumentada la oxidacion de AG ~25% comparado con
mujeres delgadas, usando como fuente principal los TGIM durante el ejercicio
(Horowitz and Klein 2000). A su vez, existen evidencias de que las mujeres tie-
nen més grasa corporal que los hombres en términos absolutos y relativos (Clarys
et al. 1999; Mittendorfer et al. 2003); y al igual que ocurre con los obesos compa-
rados con controles, las mujeres tienen mayor capacidad de oxidacion de grasas
que los hombres durante el ejercicio (Blatchford et al. 1985; Carter et al. 2001;
Costill et al. 1979; Froberg and Pedersen 1984; Powers et al. 1980; Steffensen et
al. 2002).

Los niveles aumentados de leptina sérica encontrado en el grupo obesos
comparado con controles, podria estimular la capacidad de oxidacion de grasa a
través de su receptor en el masculo (Steinberg et al. 2002). Sin embargo, resisten-
cia a esta hormona ha sido documentada junto a una disminucién del receptor de
leptina OB-R en el misculo esquelético de sujetos obesos comparados con con-

troles (Fuentes et al. 2010). Sin embargo, los niveles de SOCS3 fueron similares
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entre grupos en nuestro estudio, proteina relacionada con la inhibicion de la sefia-

lizacion por leptina, provocando resistencia a la leptina (Steinberg et al. 2006).

Otro hallazgo importante de este estudio, es que los sujetos post-obesos tie-
nen una mayor capacidad de oxidacién de grasas durante el ejercicio de piernas
en bicicleta que los controles, a pesar de que tenian similar composicion corporal,
concentracion de TG, funcién mitocondrial y actividad de CS, HAD y LHS. Este
hecho, puede estar causado por mecanismos regulatorios que estén relacionados
con los niveles plasmaticos de adiponectina, ya que esta hormona se encuentra un
33% aumentada en post-obesos comparado con controles, a pesar de que tenian
valores similares en masa grasa. La adiponectina es una hormona que promueve
la oxidacién de AG en el muasculo e higado (Yamauchi et al. 2002), pudiendo
incrementar la oxidacién de grasa en el grupo post-obesos comparado con contro-
les mediante la via AMPK/ACC durante el ejercicio. Sin embargo, a nivel basal
no encontramos diferencias entre grupos en la fosforilacion de AMPK, a pesar del

mayor nivel de adiponectina plasmatica en el grupo post-obesos.

Por otro lado y en concordancia con otros (Olsen et al. 2005; Reynolds et al.
2007; Sacchetti et al. 2005), parece ser que la regulacion metabélica de los brazos
y piernas son diferentes durante el ejercicio. Nuestros resultados demuestran que
las piernas tienen mas capacidad de oxidacién de grasas que los brazos en todos
los grupos, a pesar que la distribucion de fibras tipo | fue similar. Sin embargo,
nosotros encontramos en los grupos obesos y post-obesos mayores niveles de

fosforilacion de AMPK y ACC a nivel basal en los brazos que en las piernas.

Por lo tanto parece que la acumulacion y el exceso de grasa por parte del
grupo obesos no es debido a una discapacidad de oxidar grasas o0 a una disfuncion
mitocondrial, pudiendo afectar otros factores como los genéticos en la acumula-
cién de grasa, entre los que se encuentra el polimorfismo del receptor de andro-

genos (tema de estudio en los dos articulos siguientes).
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Estudio I1: Androgen receptor gene polymorphisms and the fat-bone axis in

young men and women. J Androl. (In press).

En contraste con nuestra hip6tesis, no se observo asociacidn entre las varia-
ciones de longitud polimoérfica del ARy la adiposidad o la concentracion de lep-
tina sérica en hombres jovenes. Por otra parte, esta falta de asociacion se mantu-
vo después de ajustar por la osteocalcina, testosterona libre y la capacidad cardio-
respiratoria (VO,max). Sin embargo, encontramos una asociacion positiva entre
la longitud de repeticién GGN con la adiposidad y la concentracién de lepti-
na sérica en mujeres. Esta asociacion fue ain mas fuerte después de considerar
la osteocalcina, testosterona libre y VO, COMo covariables. Al igual que en los
hombres, no se encontrd relacion entre la longitud de repeticion CAG con la

adiposidad o la concentracion sérica de leptina en las mujeres.

Estos resultados indican, que el polimorfismo del receptor de andrégenos tie-
ne poca o ninguna influencia sobre la masa grasa corporal, o su distribucion re-
gional. En contraste, un estudio previo realizado con 106 hombres de Alemania,
con una edad media similar (28 afios) a nuestros sujetos, encontrd que la longitud
del polimorfismo CAG se asocid con el porcentaje de grasa corporal (evaluado
con bioimpedancia: r=0.27) (Zitzmann et al. 2003). Del mismo modo, en un estu-
dio con jovenes daneses (20-29 afios), demostré una asociacién estadisticamente
significativa entre el nimero de repeticiones de CAGy el porcentaje de gra-
sa corporal medida por DXA (Nielsen et al. 2010). En este Gltimo caso, tampoco
se encontrd asociacion entre el nimero de repeticiones de CAG y la grasa visce-
ral medido mediante resonancia magnéticaen 393 sujetos (Nielsen et al.
2010). Stanworth y col. (2008) demostraron una asociacion positiva del polimor-
fismo de CAG con los niveles plasmaticos de leptina, el perimetro en la cintura y
el indice de masa corporal (IMC) en 232 hombres con diabetes tipo 2 (Stanworth
et al. 2008).

Sin embargo y de acuerdo con nuestros resultados, se ha demostrado que no
existe asociacion entre el nimero de repeticiones de CAG y el porcentaje de grasa
(medido por bioimpedancia) en 170 hombres de Grecia (Goutou et al. 2009). A su

vez, tampoco se encontré relacion entre el nimero de repeticiones de CAG y
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masa grasa medido por DXA en 159 personas de edad avanzada (75-89 afios)
(Lapauw et al. 2007). De acuerdo a resultados de estudios previos (Gonzalez
Hernandez et al. 2008), nosotros no encontramos en la presente investigacion
ninguna correlacién entre las repeticiones de CAG y la concentracidn de leptina
en ambos sexos. Por lo tanto, parece que las repeticiones del polimorfismo de
CAG tienen poca o ninguna influencia sobre el tejido adiposo y la leptina sérica

tanto en hombres como en mujeres.

De acuerdo con estudios publicados previamente en hombres (Krithivas et al.
1999; Stiger et al. 2008; Van Pottelbergh et al. 2001), tampoco encontramos una
asociacion entre la longitud de CAG o GGN con la concentracion de testosterona

libre en sangre.

A su vez, parece que las repeticiones polimérficas de GGN tienen poca o
ninguna relacion con la adiposidad o leptina en los hombres de nuestro estudio.
Sin embargo, parece que en mujeres existe una fuerte asociacion positiva entre el
namero de repeticiones de GGN con la masa grasa y con la concentracion sérica
de leptina, la cual no puede ser explicada por diferencias en la concentracién de
testosterona libre. Por otro lado, recientemente se ha demostrado que el nimero
de repeticiones de GGN podria estar asociado positivamente con una mayor con-
centracién de testosterona plasmatica (Bogaert et al. 2009). Este hecho podria
explicar el posible efecto de la testosterona sobre la masa grasa y leptina en las
mujeres, ya que al contrario de lo que ocurre en hombres, las mujeres que poseen
un alto porcentaje de grasa corporal y leptina plasmatica se asocian a una mayor
cantidad de testosterona sérica comparadas con mujeres delgadas (Gambineri et
al. 2002; Pusalkar et al. 2010).

El hecho de que las mujeres con mayor masa grasa, presenten mayores nive-
les de androgenos podria estar relacionado con la hormona de la osteocalcina, ya
que se ha descrito un aumento en los niveles de osteocalcina en mujeres obesas
comparadas con delgadas (Ostrowska et al. 1998). La osteocalcina parece estimu-
lar la produccion de testosterona plasmatica, actuando sobre las células de Leydig
en modelos transgénicos (Oury et al. 2011). En concordancia, nosotros encontra-

mos una asociacidn entre osteocalcina y testosterona libre en nuestro estudio,
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como previamente se habia demostrado en otro estudio realizado en mujeres
(r=57, n=23) (Guadalupe-Grau et al. 2009). A su vez, el receptor de andrdgenos
juega un papel importante en los niveles de osteocalcina y testosterona, ya que
ratones knockout para AR (ARKO) desarrollan osteoporosis y obesidad (Kawano
et al. 2003; Tsai et al. 2011). De hecho, nosotros encontramos una asociacion
positiva entre el nimero de repeticiones de GGN y los niveles de osteocalcina

plasmaética.

Asuvez, la posible interaccion entre el polimorfismo de CAGy GGN
con la masa grasano hasidoestudiado previamente. Lacombinacion
CAGs+GGNs se ha asociado a una mayor sefializacién de andrégenos en otros
estudios (Gonzalez Hernandez et al. 2008; Navarro et al. 2002). Sin embargo,
nuestros resultados indican la falta de interaccion entre el polimorfismo de
CAG y GGN con la adiposidad en nuestros sujetos, estudiando todas las posibles

combinaciones alélicas.
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Estudio I11: Androgen receptor gene polymorphisms fat mass accumulation, and
maximal fat oxidation capacity. A longitudinal study. Int J Obes (Lond). (En

revision).

Este estudio demuestra que los polimorfismos extremos de CAG (<19 vs
>23) en hombres sanos parecen no estar asociados a la masa grasa, su distribu-
cion regional, oxidacion basal y maxima de grasa, y niveles hormonales de tes-
tosterona, leptina y osteocalcina. A su vez, la acumulacion de grasa en el estudio
longitudinal fue similar entre el grupo CAGs y CAG,. Estos resultados, concuer-
dan con otros estudios de sujetos pertenecientes al primer y cuarto cuartil del
polimorfismo de CAG (Andersen et al. 2011; Goutou et al. 2009; Zitzmann et al.
2001). Sin embargo, nuestros resultados estan en contraste con varios estudios
previos, donde ven una asociacién entre el nimero de repeticiones de CAG vy el
porcentaje de masa grasa (Nielsen et al. 2010; Zitzmann et al. 2003). Este hecho
podria estar explicado por la influencia del polimorfismo de CAG sobre los nive-
les de testosterona plasmaética, ya que se conoce el efecto inhibitorio de esta hor-

mona sobre la masa grasa (Mauras et al. 1998; Woodhouse et al. 2004).

No obstante, Crabbe y col. encontraron que existe una asociacion directa de
CAG vy testosterona descrita previamente (Crabbe et al. 2007). Ademas, se en-
contré una relacion lineal positiva entre el nimero de repeticiones de CAG con
los niveles de testosterona y de leptina sérica en hombres con diabetes tipo 2
(Stanworth et al. 2008), por lo que el efecto del polimorfismo del grupo CAG,
sobre la masa grasa a través de un incrementado nivel de testosterona es contra-

dictorio.

Por otro lado, otros estudios demostraron que no existia asociacion entre el
polimorfismo de AR y los niveles de testosterona libre (Krithivas et al. 1999)
(Stiger et al. 2008), tal y como ocurre en este estudio. De acuerdo con nuestros
resultados, no hay asociacidn entre el nimero de repeticiones de CAG vy la grasa
visceral medida mediante resonancia magnética en 393 sujetos (Nielsen et al.
2010). Ademas, también se ha comunicado que no existe asociacion entre la
longitud de CAG y los niveles séricos de leptina (Gonzalez Hernandez et al.

2008; Lenz et al. 2011). Por lo tanto, en hombres jévenes, el nimero de repeticio-
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nes de CAG tiene poco o ningln impacto en la adiposidad, con pequefias diferen-

cias entre los paises, lo que podria deberse a diferencias genéticas y ambientales.

Por otro lado, en contraste con nuestra hipotesis de partida, los polimorfis-
mos extremos de GGN (<22 vs >24) parecen influir en la masa grasa y su distri-
bucién regional en hombres sanos. Nuestros resultados demuestran que el grupo
GGN_ presenté menos masa grasa en todo el cuerpo y en la region abdominal
comparado con el grupo GGNs. A su vez, el grupo GGN, demostraba una ten-
dencia a tener una mayor capacidad de oxidacion de grasa que el grupo GGNs.
Estos efectos se confirmaron con los resultados longitudinales, ya que el grupo
GGN_ mostré una menor acumulacion de grasa corporal que el GGNg a lo largo

de los afios (~7 afios). Este efecto, no habia sido estudiado con anterioridad.

Nuestros datos indican que el grupo GGN, tienen menos acumulacion de te-
jido adiposo a lo largo de los afios, explicado por el aumento en la oxidacion de
grasas por kg de masa magra de las piernas en este grupo, obteniendo una corre-
lacion negativa entre GGN y porcentaje de grasa, MFO por kg de masa magra de
las piernas y logaritmo de grasa en el tronco. Este hecho, se relaciona con el en-
contrado en el Estudio Il de esta tesis, donde encontramos una asociacion negati-
va entre GGN y masa grasa s6lo en mujeres. Este hecho, confirma un dimorfismo
sexual en la accion de este polimorfismo del AR sobre la masa grasa, pudiendo
estar explicado por los diferentes efectos que tiene los niveles de testosterona en
hombres y mujeres, ya que el polimorfismo de GGN se asocia positivamente con
la testosterona plasmatica (Bogaert et al. 2009). En concordancia, nosotros encon-
tramos valores aumentados en el grupo GGN_ comparado con GGNs, pero que no
alcanzaron significacion estadistica, por lo que no podemos excluir un error de

tipo Il.

A diferencia del estudio I, aqui encontramos efectos del polimorfismo de
GGN sobre la masa grasa en hombres. Esto puede ser debido a que en este estu-
dio tratamos con sujetos de casos extremos del polimorfismo del receptor de
androgenos (del primer y cuarto cuartil), lo que facilita poner de manifiesto posi-

bles diferencias. Sin embargo, en el estudio 11 se pudo observar esta influencia del
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GGN sobre la masa grasa en las mujeres, sin necesidad de tratar los datos por

cuartiles.

A su vez, en concordancia con nuestros resultados, ha sido descrito que el
factor principal que puede influir sobre la capacidad maxima de oxidar grasas es
el VO,max (Nordby et al. 2006). Los cambios producidos con el paso del tiempo
en el VO,max de los datos longitudinales de este estudio, se asociaron con la
oxidacién maxima de grasas. Este hecho indica que una mejora en VO, podria
producir un incremento en la capacidad de oxidar grasas y por tanto una reduc-
cién de grasa corporal y de grasa del tronco. Sin embargo, las diferencias encon-
tradas en VO,,ax NO explicd la asociacion encontrada entre el nimero de repeti-
ciones de GGN y la acumulacion de tejido adiposo. Este hecho, nos indica que el
polimorfismo de GGN tiene una influencia directa sobre las diferencias encontra-
das en masa grasa.
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Conclusiones

7. Conclusiones

1

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Los sujetos obesos muestran una mayor capacidad de oxidacién de grasa

durante el ejercicio de piernas y brazos comparados con sujetos controles.

Los sujetos post-obesos tienen una mayor capacidad de oxidacién de grasa
solo durante el ejercicio de piernas comparado con sujetos controles, a pe-

sar de la pérdida de peso.

La funcion y la capacidad de oxidacion mitocondrial no se encuentra ate-
nuadas en sujetos obesos y post-obesos comparados con controles en el
musculo vasto lateral de la pierna, pero si en el deltoides de obesos compa-

rado con post-obesos y controles.

La capacidad méaxima de oxidacion de grasas de las piernas es superior a

la capacidad maxima de oxidacion de grasas de los brazos.

La fosforilacion basal de ACC se encuentra reducida en el vasto lateral de
los obesos comparado con los post-obesos y controles, pudiendo ser una

de las causas del aumento de la masa grasa corporal en los obesos.

El polimorfismo CAG del gen del receptor de andrégenos parece no influir
en la masa grasa, en su distribucion regional, en su acumulacién a lo largo
de los afios y en la capacidad maxima de oxidar grasas ni en hombres ni en

mujeres jovenes.

El polimorfismo GGN del gen del receptor de andrdgenos esta relacionado
positivamente con la adiposidad y con la leptina y osteocalcina plasmatica

en mujeres jovenes.

Los sujetos varones con casos extremos largos del polimorfismo GGN del
receptor de andrégenos (4° cuartil) acumulan menos grasa con el paso de
los afios, especialmente en la masa grasa del tronco, debido en parte a su

mayor capacidad de oxidar grasas.
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Conclusions

1) Obese subjects have greater fat oxidation capacity during arm and leg ex-

ercise compared with control subjects.

2) Compared with control subjects, the postobese subjects have greater fat

oxidation capacity during leg exercise.

3) Mitochondrial oxidative function and capacity is not reduced in postobese
and obese compared with control subjects in the musculus vastus latera-
lis, but it is attenuated in the deltoid muscle of obese compared

with postobese and control subjects.

4) The maximal fat oxidation capacity is greater in the leg than in the arms.

5) Basal ACC phosphorylation in the vastus lateralis is reduced in ob-
ese compared with postobese and control subjects. This fact could explain

the increased whole body fat accumulation in obese group.

6) The CAG polymorphism of androgen receptor gene does not appear to
have an influence on fat mass, its regional distribution and the maximal

capacity to oxidize fat in either men or young women.

7) The GGN polymorphism of the androgen receptor gene is positively asso-

ciated with adiposity and plasma leptin and osteocalcin in young women.

8) Men with extreme long GGN polymorphisms of the androgen recep-
tor (4th quartile) accumulate less fat over the years, especially in trunk re-

gion, due in part to its greater capacity to oxidize fat.
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Normal mitochondrial function and increased fat
oxidation capacity in leg and arm muscles in
obese humans
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Aim/hypothesis: The aim of this study was to investigate mitochondrial function, fibre-type distribution and substrate oxidation
during exercise in arm and leg muscles in male postobese (PO), obese (O) and age- and body mass index (BMI)-matched control
(C) subjects. The hypothesis of the study was that fat oxidation during exercise might be differentially preserved in leg and arm
muscles after weight loss.

Methods: Indirect calorimetry was used to calculate fat and carbohydrate oxidation during both progressive arm-cranking and
leg-cycling exercises. Muscle biopsy samples were obtained from musculus deltoideus {m. deltoideus) and m. vastus lateralis
muscles. Fibre-type composition, enzyme activity and O flux capacity of saponin-permeabilized muscle fibres were measured,
the latter by high-resolution respirometry.

Results: During the graded exercise tests, peak fat oxidation during leg ¢ycling and the relative workload at which it occurred
(FatMax) were higher in PO and O than in C. During arm cranking, peak fat oxidation was higher in O than in C, and FatMax
was higher in O than in PO and C. Similar fibre-type composition was found between groups. Plasma adiponectin was higher in
PO than in C and O, and plasma leptin was higher in O than in PO and C.

Conclusions: In O subjects, maximal fat oxidation during exercise and the eliciting relative exercise intensity are increased.
This is associated with higher intramuscular triglyceride levels and higher resting non esterified fatty acid (NEFA) concentrations,
but not with differences in fibre-type composition, mitochondrial function or muscle enzyme levels compared with Cs. In PO
subjects, the changes in fat oxidation are preserved during leg, but not during arm, exercise.
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Introducticn consensus or almost a paradigm that obesity is accompanied
by an impaired ability to oxidize fat during exercise,”®
although not all studies demonstrate this.”® In line with this
notion, there is evidence that mitochondrial oxidative
capacity is decreased in skeletal muscle of O° and type 2
diabetic individuals,'®? although not all agree.!?

In sedentary O subjects, a moderate weight loss accom-
panied by an improved aerobic capacity leads to a normal-

The prevalence of obesity is increasing worldwide, and most
often this is ascribed to unfavorable changes in lifestyle
towards an unhealthy diet and an inadequate physical
activity level. Decreased physical activity may lead to
reduced fat oxidative capacity.! In fact, there seems to be a
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ization of mitochondrial oxidative capacity and insulin
resistance.’* However, when weight loss occurs in the
absence of an increase in physical activity level, that is,
without improvement in aerobic capacity, insulin resistance
is normalized,>'* but muscle oxidative capacity remains
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unaltered.>'® In a previous study, a decreased muscle
B-hydroxy-acyl-CoA-dehydrogenase (HAD) activity was
observed in postobese (PO} subjects,'” but it is not known
whether the obesity-induced attenuation of fat oxidation
and/or mitochondrial oxidative capacity is normalized after
persistent long-term weight loss.

In literature, the majority of studies report data on leg
muscle, but recent studies have demonstrated higher glucose
clearance in arm compared with leg muscle in patients with
type 2 diabetes'® and those with hypertension.'” Further-
more, there is some evidence of heterogeneity in limb fatty
acid (FA) kinetics in patients with type 2 diabetes compared
with controls (C),”° implying that arm muscle may be
metabolically different from leg muscle. In a recent study, we
demonstrated that maximal fat oxidation (MFQO) was lower
during exercise with the arms than with the legs in type 2
diabetics and in lean and O controls.!? However, in O
individuals, MFQO occurred at similar exercise intensity
during leg and arm cycling, whereas in type 2 diabetics
and lean Cs, the exercise intensity at MFO was lower during
arm exercise.'?

Thus, in this study, we investigated MFO in male O, PO
and matched C subjects during graded ergometer exercise
performed either only with the upper body (UB, arm
cranking) or only with the lower extremities. In addition,
we aimed at determining whether regional metabolic
differences could be explained by differences in muscle fibre
composition, enzymatic activity of p-hydroxy-acyl-CoA-
dehydrogenase and basal AMP-activated protein kinase
(AMPK) phosphorylation or acetyl-CoA carboxylase (ACC)
phosphorylation. The underlying hypothesis was that, in
former O subjects, the oxidative capacity in the muscle is not
fully normalized after a persistent long-term weight loss.

Methods

Subjects

Thirty young male subjects participated in the study.
Subjects were fully informed of the nature and the possible
risks associated with the study before they volunteered to
participate. The study was approved by the Copenhagen
Ethics Committee (KF 01 304792) and the experiments
conformed to The Declaration of Helsinki.

Experimental protocol

Initially, subjects were recruited into three groups: PO, obese
(O and control (C). The inclusion criteria for the PO group
were as follows: (1} body mass index (BMI} levels lower than
30kgm 2; (2) weight loss through nonpharmacological or
surgical therapies of at least 10% of their body weight (on an
average, the weight loss was 26% (range 15-37%)); and
(3) weight stability at the time of the study (+2kg for at least 1
month before the beginning of the experiments). The weight
loss of PO subjects had on an average occurred 6+1 years
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earlier (range 1-10 years). Intentionally, the three groups
were matched by age and, in addition, the C and PO groups
were also matched by BMI. However, after recruitment, the
groups turned out to have similar height, lean body mass
and maximal oxygen uptake (VOqpay), expressed both in
absolute terms (Imin ') and relative to lean body mass (litre
per kg of LEM per min).

Subjects reported to the laboratory on 3 days over a 3-week
period and the order of the experiments performed during
the last 2 days was randomized. Subjects were instructed not
to engage in vigorous physical activity on the day before
each test day and also to consume their normal diet avoiding
excess alcohol and tobacco consumption.

On each of the experimental days, subjects presented
themselves after fasting overnight and, after 15 min of rest,
their height and weight were measured. On the first
experimental day, subjects underwent a standard 120-min
oral glucose tolerance test, ingesting 75g of glucose
dissolved in 300ml water. Capillary blood was sampled
before and after the oral glucose tolerance test for measure-
ment of plasma glucose concentrations (ABL, series 700;
Radiometer, Copenhagen, Denmark}. Body composition was
determined using dual-energy X-ray absorptiometry scan-
ning using a Lunar Prodigy Advance bone densitometer
(Lunar Corporation, Madison, WI, USA). Finally, a graded
incremental exercise protocol was used to establish VOomax
on a normal cycle ergometer (Ergometrics 800, Jaeger,
Wiirzburg, Germany). Habitual daily physical activity levels
were assessed by the short version of the International
Physical Activity Questionnaire to which some additional
questions on specific exercise habits were added.

On one day, participants rested for 20min in a supine
position and a needle biopsy sample® from musculus
deltoideus (m. deltoideus) was obtained by suction. Subjects
then performed a graded cycle ergometer exercise test to
determine MFO, and the intensity at which MFO occurred
(FatMax). This test has been described in detail elsewhere.??

On another day, participants again rested in a supine
position and a needle biopsy sample from m. vastus lateralis
was obtained. Subjects then performed a graded arm-crank
exercise protocol using an electrically braked arm ergometer
(Lode Angio, Groningen, The Netherlands). The test com-
menced at 20 Watts for 5min, followed by 15 Watt incre-
ments every 3 min. When subjects reached respiratory
exchange ratio >1.0, the exercise was stopped at the end
of the corresponding 3min period. Thereafter, subjects
rested for 5min. Subsequently, exercise was started at the
last load performed and then increments of 15 Watts were
added every minute until voluntary exhaustion. Subjects
were instructed to maintain a cranking rate of 60rp.m.
There is evidence that continuous and discontinuous
VO2max protocols using UB will lead to comparable results.”®

The design of the graded exercise protocol for UB was
adapted from the protocol published by Smith et al.*
However, minor changes were incorporated to expand the
part of the test where the respiratory exchange ratio was



below 1.0: a lower start workload (20 Watts and not 50 Watts),
lower increments (15 Watts and not 20 Watts) and lower crank
rate (60 instead of 80r.p.m.}. To elicit stable phases, 3 min
instead of 2 min steps were applied in the protocol. After the
5 min resting period, the increased progression in workload in
the final maximal part of the test was chosen to facilitate
untrained subjects’ achievement of UB VOypax.

On one of the two last experimental days, an initial 30 min
basal measurement of resting metabolic rate was performed.
Rates of VO, and VCO, were measured by an open circuit
ventilated hood system (Oxycon Pro; Jaeger, Wiirzburg,
Germany). Thereafter, a venous blood sample was obtained.
The same online system was used to measure pulmonary
oxygen uptake (VO) and carbon dioxide excretion (VCOy)
during UB, as well as normal lower body bicycle exercise on
the 2 last experimental days.

Analytical procedures

Blood was transferred into tubes containing 0.3M EDTA
(10 mg ml™ blood} and immediately centrifuged at 4°C for
10min. A small fraction of the blood was transferred into
tubes containing ethylene glycol tetraacetic acid, which was
later used for determination of insulin concentrations.
Plasma was stored at —80°C until analysis. Plasma insulin
was determined using a radioimmunocassay kit (Insulin
RIA100, Pharmacia, Uppsala, Sweden). Plasma glucose was
analysed using a conventional commercially available assay
on an automated analyser (Hitachi, 612 Automatic Analyzer,
Roche, Switzerland). Plasma NEFA was measured using a
‘Wako NEFA-C test kit (Wako Chemical, Neuss, Germany)
and the analysis was performed on an automatic analyser
(Hitachi, 612 Automatic Analyzer). Blood glycosylated
haemoglobin was analysed on a Bayer DCA 2000+ (Bayer
Healthcare, Elkhart, IN, USA) using a latex immunoaggluti-
nation inhibition method. Plasma adiponectin, leptin and
interleukin-8 were measured using specific high-sensitive
human ELISA Kits. The adiponectin assay (Linco Research,
St Charles, MO, USA) had an intra-assay coefficient of
variation of 3.9%. The leptin assay (R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA) had an intra-assay coefficient of variation of 3.2%.
The interleukin-8 assay (R&D Systems) had an intra-assay
coefficient of variation of 3.2%.

Muscle biopsy samples were divided into three parts: one
part was frozen directly in liquid nitrogen within 15s after
sampling, another part was mounted in a mounting medium
and frozen in isopentane cooled by liquid nitrogen and the
last part was put into a BIOPS (see Kutnesove™)
solution®® and immediately analysed for mitochondrial
function.!® The first two parts were stored at —80°C until
further analysis.

For histochemical analysis, the mounted part of the biopsy
specimens was cut into serial transverse sections (10 um} in a
cryostat. The sections were stained for myofibrillar ATPase>®
and for muscle capillaries.”” Subsequently, fibre-type com-
position, fibre size and capillary density were determined
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using a computerized quantification system (Tema Scanbeam,
Hadsund, Denmark®™>"). For each biopsy, an average of
150 £12 fibres were analysed. In each biopsy, only a small
number of type IC and type IIAX fibres were distinguished,
and these were therefore pooled into type IIA and type IIX
fibres, respectively.

Before biochemical analysis, the directly frozen parts of
the muscle biopsy samples were freeze-dried and dissected
free of connective tissue, visible fat and blood using a
stereomicroscope. Both in arm and leg muscle samples, the
maximal activity of HAD and citrate synthase (CS}
was determined fluorometrically as described previously.??
Hormone-sensitive lipase (HSL) activity was assayed as
previously described,® but only in leg muscle because of
limited availability of arm muscle tissue. The muscle
glycogen and triacylglycerol content was measured enzyma-
tically, as described previously.®!

Mitochondrial respiration protocol

We applied a protocol that is a slightly modified version®® of
a detailed description given elsewhere.?* In brief, mitochon-
drial function is assessed in saponin-permeabilized muscle
fibres using sequential additions of substrates and inhibitors
to assess the respiratory capacity of the various steps in the
mitochondrial respiratory chain. Mitochondrial respiration
analysis was performed only in leg muscle because of limited
availability of arm muscle tissue.

Westernt blot analysis

Muscle protein extracts were prepared as described pre-
viously®* and total protein content was quantified using
the bicinchoninic acid assay.>®* Equal protein amounts
(50ug) of each sample were electrophoresed on a 7.5-10%
SDS—polyacrylamide gel and transferred to Hybond-P
membranes.®* To detect suppressor of cytokine signaling-3
(SOCS3) protein expression, membranes were incubated
with a rabbit polyclonal-specific anti-human SOCS3 anti-
body (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). To
control for differences in loading and transfer efficiency
across membranes, an antibody directed against a-tubulin
was used to hybridize on the same samples (Biosigma,
Madrid, Spain). To detect Thr'”Z-phosphorylated-AMPKe
and Ser’*'-phosphorylated-ACCP, specific polyclonal anti-
bodies directed against the phosphorylated and total forms
of these kinases were used (Cell Signaling Technology,
Barcelona, Spain). Specific bands were visualized with the
ECL chemiluminiscence kit, the ChemiDoc XRS system
(Bio-Rad Laboratories), and analysed with the image analysis
program Quantity one (Bio-Rad Laboratories, Hemel
Hempstead, Hertfordshire, UK). Data are reported as the
band intensity of immunostaining values (arbitrary units}
obtained for SQCS3, relative to those obtained for x-tubulin,
or as arbitrary units of band density obtained for the
phosphorylated form of AMPKa and ACCp, relative to those
obtained for the total AMPKs and ACCp forms, respectively.
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a-Tubulin, total AMPKa and total ACCP protein levels were
similar in the three groups (data not shown, all P:>0.05).
‘Western blot analysis of all proteins studied was performed
in triplicate, with a variation coefficient less than 10%.

Calculations

‘Whole-body fat and glucose oxidation were calculated from
VO and VCO; values during the last 60s of each exercise
step in the graded exercise tests, using standard indirect
calorimetry equations.®® It is assumed that protein oxidation
is similar and small during exercise in the three groups
studied. For each subject, polynomial curve fitting was used
to determine whole-body peak fat oxidation. Resting meta-
bolic rate was averaged over a minimum of 5min. Resting
energy expenditure was calculated according to the formula
of Weir®® Delta efficiency was calculated as previously
described.®”

The homeostasis model analysis index was calculated as
originally described by Matthews et al.>® as fasting insulin
concentration (WUml ) x fasting glucose concentration
(mmoll Y/22.5.

The short, interviewer-administered International Physical
Activity Questionnaire identifies the frequency and duration
of moderate and vigorous leisure time physical activity,
walking physical activity and inactivity during the past
week. Total energy expenditures (kcalday '} were calculated
from the International Physical Activity Questionnaire
according to guidelines.®®

Statistics

Results are presented as means*s.e.m, if not otherwise
stated. One-way and two-way analyses of variance with
repeated measures for time factor were performed. In all

the level of significance. Statistical analysis was performed
using Sigma Stat 3.1 (Sigmastat, SPSS, Erkrath, Germany).

Results

Body composition, VOzmay, physical activity and energy
expenditure

Age, height, lean body mass and VO;p,, for both UB and
lower body were similar in the three groups (Table 1).
According to the study design, body weight, body fat and
BMI were higher (P<0.05) in O compared with the other
groups, but similar between PO and C (Table 1).

At rest, energy expenditure was significantly higher in O
compared with PO and C, but the respiratory exchange ratio
was similar between the groups (Table 1). PO reported
significantly higher total energy expenditure than O and C
(Table 1); however, despite this, there were no significant
differences between groups in the individual components,
that is, in vigorous or moderate physical activity or in the
time spent walking or sitting (data not showny}.

Glucose tolerance, free FAs and adipokines

Glucose tolerance was lower in O than in C and PO, as
shown by higher (P<0.05) capillary plasma glucose
concentrations both before (5.4+0.1 vs 4.9+0.2 and
4.9+0.1mmoll ', respectively) and after oral glucose toler-
ance test (6.6+03 vs 4.9+04 and 5.5+0.4mmoll !,
respectively). Venous fasting plasma glucose (5.5+0.1,
5.140.1and4.9+0.1mmoll ' in O, C and PO, respectively)
and insulin concentrations (89.5+10.2, 47.6+7.8,
39.7+69pmoll ' in O, € and PO, respectively} were
significantly higher in O than in the two other groups. As
a consequence, the calculated homeostasis model analysis
index was significantly higher in O than in the other groups

cases, two-tailed testing was applied and P< 0.05 was used as 21.9+£2.6, 106+1.6 and 88+1.6 in O, C and PO,

Table 1 Characteristics of male postobese, obese and control subjects

Postobese (n—10) Qbese (n—10) Controf (n—10)

meantsem. mear t s.e.m. meants.e.m.
Age (years) 315t16 304123 31.2+£1.5
Height (cm) 184 £2 184+3 184 £3
Weight (kg) 90.2£3.1 115.0+5.4> 91.0+4.2
BMI (kgm %) 26.6+0.7 338+1.0* 26.6 0.6
Body fat (%) 228+1.8 349+1.6* 24,7 +1.8
LBM (kag) 668115 69.2+372 655£1.9
LB VO e (Imin ") 3.7+0.1 34102 3.6+0.1
LB VO (mImin Tkg 7 per LBM) 551+£2.0 500£2.6 546x1.5
UB VO (min 1) 27+1.2 25109 25112
UB VOzmax (MIMin "kg " per LEM) 40.7+1.5 370120 375119
RER at rest 0.79+0.03 0.84+0.02 0.81£0.02
Resting energy expenditure (kcal day ") 1812 +63 2131 £ 119* 1803 + 491
Total energy expenditure (IPAQ)(kcal day ') 6039 £1616 2582+ 668* 1959 £425

Data are mean+s.e.m. Abbreviations: BMI, body mass index; IPAQ, International Physical Activity Questionnaire; LB, lower body; LBM, lean body mass;
RER, respiratory exchange ratio; UB, upper body; VOzmae, maximal oxygen consumption. *(P<0.05) obese vs postobese , 1(P<0.05) obese vs control,
HP<0.05) postobese vs control.
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Figure 1 Plasma leptin (a) and plasma adiponectin (b) concentration at rest
in male postobese, obese and control subjects. Data are meansts.e.m.
*(P<0.05) Obese vs postobese and control, *(P<0.05) postobese vs obese
and control.

respectively). Despite differences in basal plasma glucose
levels, blood glycosylated haemoglobin concentration was
not different between groups (5.2x0.1, 53+0.1 and
5.1+£0.1% in PO, O and C, respectively). Fasting plasma
NEFA concentrations at rest were significantly higher
(P<0.05) in O than in PO and C (411 £164, 264+ 115 and
280+151umoll ! in O, C and PO, respectively). Plasma
leptin was significantly higher in O than in the other groups
(Figure la), whereas plasma adiponectin was significantly
higher in PO than in C and O (Figure 1b). Plasma
interleukin-§ did not differ significantly between groups
(1.79+0.42, 1.03+0.31 and 2.37+0.94pgml ! in O, C and
PQ, respectively).

Fat oxidation and delta efficiency: regional differences
Peak fat oxidation during leg cycling (404 £ 41 and 396 + 29
vs 267 +28 mgmin ') was higher (P<0.05), and FatMax
occurred at a higher (P<0.05) relative workload (47.4+1.5
and 45.3 +2.6 vs 38.3 £ 1.8% VO3 in O and PO than in C
(Figure 2a). The delta efficiency during bicycling was similar
between groups (24.1+£0.7, 245+0.7, 23.9+0.7% in O, C
and PO, respectively).

Peak fat oxidation during arm cranking was higher
(P<0.05) in O than in C (245+19 vs 182+ 20 mgmin %),
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Figure 2 ‘Whole-body fat oxidation during graded bicyde (a) or arm
cranking (b) exercise as a function of workload (%V05mayx) in male postobese,
obese and control subjects. Data are meansts.e.m. *(P<0.05) obese vs
control, ®(P<0.05) postobese vs control. The large symbols represent the
peak fat oxidation and the exercise intensity at which it occurs (Fatmax). The
small symbols are the actual points measured during the graded exercise tests.
The bell-shaped dotted curves represent the average of the fitted curves for all
subjects in each group.

whereas a trend (P=0.08) towards higher values in O
compared with PO (245+19 vs 195+19mgmin ') was
found. FatMax occurred at a higher (P<0.05) relative
workload in O than in PO and C (37.9£2.0 vs 30.1+1.7
and 2B.5£1.7% VO;nay, in O, C and PO, respectively).
During the arm cranking exercise, the estimated fat oxida-
tion rates were significantly higher in O than in C and PO at
exercise intensities above 40% of VO, armpeak. The delta
efficiency during arm cranking was similar in the three
groups (19.7 £0.4, 20.9 £1.1 and 19.1 £ 1.0% in O, C and PO,
respectively).

Muscle fibre types and metabolic enzymes

The relative content of type I, ITA and IIX fibres was similar
in the leg (m. vastus lateralis) and arm (m. deltoideus}
muscles, as well as between groups (Table 2). There were no
significant differences in either fibre-type area or capillariza-
tion between groups in either arm or leg muscles (Table 2). In
m. vastus lateralis, CS activity was not significantly different
between groups, whereas in m. deltoideus, CS activity was
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Table 2 Muscle fibre type, size and enzyme activity in deltoid and v. lateralis muscles of male postobese, obese and control subjects

Postobese Obese Corrtrof
Leg Arm Leg Am Leg Arm

Fibre type (%)

Type | 52073 44.9+4.8 43.1+3.9 47.8+4.1 49.6+3.8 537+43

Type Ila 38.0t5.8 34.6+4.7 406+3.8 301£25 38.9+3.8 31651

Type lix 10.0+£2.3 20538 16.2+£3.5 221+28 11527 148+33
Fibre size/area (102 um?) 5.5£0.6 55+0.5 57+0.3 6.2:0.6 51:04 6.4+0.5
Capil. per fibre (capil. per fibre) 44+£0.3 41£02 47102 46103 43102 44+0.2
Capill. per area (capmm ?) 43328 38519 417+ 24 430 £31 431£26 37120
C§ activity (umolg "min ") 85.7+10.6 55.2+2.4} 69.8+4.9 452 +52%} 91.0+6.2 548+38™
HAD activity (umolg "min ") 88.8+11.0 715423 83.5+5.5 64.3+5.5 98.3+58 67.4+53%
HSL activity (mUmg ") 0.254 +0.01 0.254 +0.01 0.225+0.012
Glycogen (nmolmg ") 359 £49 336+ 28 340+ 30 310+£34 380 +42 299 +30
IMTG (nmolmg ") 144 +20 140+ 23 207 £19* 321 £53* 131 +18H 165+ 25
SOCS3 (au) 0925 +£0.143 0.662+0.155 1.182+0.103 0.744 £0.128% 1.014+0.134 0.975+0.168
PAMPK (au) 0.198 £0.048 0.579 £0.126F 0.167 £0.019 0.361 £0.040° 0.238£0.037 0.296 £ 0.045
PACC (au) 1.645 £0.139" 2.282£0.258* 1.000 £ 0.139 2.875£0.253¢ 1.605+0.198" 1.720£0.188!

Abbreviations: au, arbitrary units; capil., capillarization; CS, citrate synthase; HAD, B-hydroxy-acyl-CoA-dehydrogenase; HSL, hormone-sensitive lipase; IMTG,
intramuscular triacylglycerol; pAMPK, phosphorylated 5’-AMP-activated protein kinase; pACC, phosphorylated acetyl-CoA carboxylase; SOCS3, suppressor of
cytokine signaling-3. Data are mean £ s.e.m. *P<0.05 in relation to PO group, 1(P<0.05) in relation to O, }(P<0.05) arm vs leg.

lower (P<0.05} in O than in PO and C (Table 2}. In the three
groups, CS activity was lower (P<0.05) in the arm than in
the leg muscles (Table 2).

There was no between-group differences in arm or leg
muscle HAD activity; however, in O and C, HAD activity was
lower (P<0.05) in m. deltoideus than in m. vastus lateralis
(Table 2). The three groups had similar HSL activity in
m. vastus lateralis (Table 2). Muscle glycogen stores were
similar in arm and leg muscles in the three groups (Table 2).
In m. vastus lateralis, the triacylglycerol content was higher
(P<0.05) in O than in C, and in m. deltoideus, the
triacylglycerol content was higher (P<0.05) in O than in
PO and C (Table 2).

Muscle AMPK and ACC phosphorylation and SOCS3 protein
expression

The three groups had similar basal AMPK phosphorylation
levels and SOCS3 protein expression (Table 2). In m. vastus
lateralis, ACC phosphorylation levels were lower (P<0.035) in
O than in PO and C, whereas in m. deltoideus, ACC
phosphorylation levels were lower (P<0.05} in C than in O
(Table 2Z). Moreover, when m. deltoideus was compared with
m. vastus lateralis, C had similar AMPK and ACC phosphory-
lation levels and SOCS3 protein expression, whereas O had
significantly lower SQCS3 protein expression and higher
AMPK and ACC phosphorylation levels in m. deltoideus
than in m. vastus lateralis (Table 2). PO individuals had
higher AMPK and ACC phosphorylation levels but not
SOCS3 protein expression in m. deltoideus compared with
m. vastus lateralis (Table 2). In m. vastus lateralis, there was
negative correlation between the level of ACC phosphoryla-
tion and ftriacylglycerol content (R=-0.38, P<0.05),
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whereas this relationship was not statistically significant in
m. deltoideus.

Mitochondrial respiration

The mitochondrial O, flux per mg muscle tissue was not
different between the three groups. When O, flux per mg
muscle tissue was normalized for CS activity (index of
mitochondrial density), there were no differences in mito-
chondrial respiration between groups (Figure 3}, although
for the normalized maximal coupled state 3 respiration, a
trend (P = 0.08) towards a higher respiration in O compared
with PO was observed (Figure 3b). Across all analyses
performed, we did not observe any response to the addition
of cytochrome ¢, indicating a preserved integrity of the outer
mitochondrial membrane (data not shown).

Discussion

This study demonstrates that O and PO compared with C
subjects, matched for lower body VO> peak values, have an
increased capacity to oxidize fat during leg exercise, and this
occurs at a higher relative exercise intensity. Furthermore,
the study demonstrates that mitochondrial oxidative
capacity was not impaired in O and PO compared with C
subjects.

The capacity to oxidize fat in the muscle is determined by
several factors such as percentage of type I fibres, mitochon-
drial density and HAD and HSL enzyme activities.'®*!
However, in this study, O compared with PO and C subjects
had similar muscle fibre type, capillarization, pre-exercise
glycogen stores and CS, HAD and HSL activities in the
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Figure 3 Mitochondrial respiration (O, flux per mg tissue) in leg (vastus lateralis) muscle from postobese, obese and control subjects. Mitochondrial respiration is
measured with (a) malate, octanoyl carnitine, ADP and glutamate (state 3 respiration with electron input from complex |+ 1); (c) malate, octanoyl camitine, ADP,
glutamate and succinate (state 3 maximal coupled respiration with parallel electron input from complex |+ 1I); and (e) malate and octanoyl carnitine (state 2
respiration with electron input from complex |+ II). (b, d and f) Show mitochondrial respiration (O flux per mg tissue) normalized for mitochondrial content
(CS activity) with the protocol specified in (a, ¢ and e) above, respectively. Data are means £s.e.m.

m. vastus lateralis. Another mechanism that could facilitate
muscle fat oxidation is an increased availability of free fatty
acid (FFA).1 In line with this, we observed increased
circulating levels of FFA and augmented intra-muscular
triglyceride concentrations in arm and leg muscles, which
could explain the enhanced capacity to oxidize fat during
both arm cranking and bicycling in the O compared with C
subjects. In agreement, Goodpaster et al.” reported that total
fatty acid oxidation during moderate-intensity exercise
tended to be higher in O than in lean men. Furthermore,
they demonstrated that the higher fat oxidation in O
compared with lean individuals was due to higher oxidation
of FAs derived from non-plasma sources, as plasma FA
oxidation was similar.” It must be highlighted that Good-
paster ef al.” matched their O and C lean subjects for VOzmax,
as we did in this study. Our results also agree with those of
Horowitz and Klein,*? who reported an ~ 25% greater whole-
body FA oxidation in O compared with lean women. In line
with this, Horowitz and Klein*®? showed that women with
abdominal obesity have an increased utilization of intra-
muscular triglycerides during exercise. In contrast to our
results, it has been reported that fat oxidation capacity is
reduced in extremely O individuals, even after weight
loss. 51142 However, in these studies, subjects were not
matched for physical fitness and physical activity.

Another important finding from this study is that PO
subjects with a steady body composition retain an increased
capacity to oxidize fat during leg exercise but not during arm
exercise when compared with Cs of similar body composi-
tion. This increased capacity to oxidize fat during exercise in
the PO group was observed despite muscle triglyceride
concentration, mitochondrial function and CS, HAD and
HSL activities being similar to those of Cs. Thus, the

increased capacity to oxidize fat in PO and O individuals is
most likely caused by regulatory mechanisms that could
involve other lipolytic enzymes such as adipose triglyceride
lipase,** which may be upregulated in obesity, or by changes
in malonyl coenzyme A, an allosteric inhibitor of carnitine
palmitoyltransferase-1, the rate-limiting enzyme controlling
transfer of long-chain fatty acyl-coenzyme As into the
mitochondria for oxidation.*

An important question raised by this study is why fat
oxidation during exercise is only normalized in arm and not
leg muscle in PO individuals. One possible explanation is
that, in our study, adiponectin levels were 33% higher in PO
individuals than in Cs who had similar fat mass. Adiponectin
promotes FA oxidation in muscle and liver,*® and this is
primarily mediated by the activation of 5'-AMPK. In skeletal
muscle cells, AMPK increases FA oxidation by inhibiting
ACC through phosphorylation, which reduces intracellular
malonyl coenzyme A levels and thereby relieves the inhibi-
tion of carnitine palmitoyltransferase-1; this ultimately
increases the influx and oxidation of long-chain FAs into
the mitochondria.*® However, in the PO group, resting
phosphorylated AMPK and phosphorylated ACC levels were
comparable to those observed in the C group, despite higher
adiponectin levels, implying that this cannot explain the
fact that fat oxidation is not normalized during leg exercise
in PO individuals. On the other hand, when levels of these
molecules in arm and leg muscles were compared within
each group, both PO and O subjects showed disproportion-
ate levels between arm and leg muscle, whereas C subjects
had comparable levels. This may reflect the fact that, in the
basal situation, the level of phosphorylation of AMPK and
ACC could be differently regulated in arm and leg muscle in
PO and O individuals compared with C. Moreover, the fact
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that fat oxidation was normalized during arm cranking but
not during bicycling implies that local regulatory factors
predominate. This also opens up the possibility of a
differential regulation of fat oxidation during exercise in
arm and leg muscles. The mechanism behind the presence of
higher plasma adiponectin levels in PO compared with C
subjects with a similar body fat mass is not readily apparent.
Although VOyp., is not higher in PO compared with C
subjects, the observed higher energy expenditure implies a
higher level of daily physical activity, which is known to
increase plasma adiponectin levels.*”*® Previous studies
have reported adipose tissue hyperplasia in the PO state,*®
and it is possible that this may also influence the fasting
basal adiponectin levels.

In addition to adiponectin, skeletal muscle FA metabolism
can also be stimulated acutely by leptin, both in lean rodents
and humans.*>*' However, the signalling isoform of the
leptin receptor is reduced in skeletal muscle of O compared
with lean subjects.” In theory, reduced leptin sensitivity
could influence lipid oxidation during exercise, but this
study cannot address this issue. The presence of similar
cytokine signalling-3 (SOCS3) in the muscle between groups
implies that differences in SOCS3 expression do not seem to
contribute to the increased capacity to use fat during exercise
in obesity. In skeletal muscle, leptin may downregulate
leptin signalling by inducing the protein SOCS3, which
blunts JAK2/STAT3-dependent leptin signalling®* and there-
by causes leptin resistance in the muscle.>*

The present findings have several implications. As pre-
viously shown by others, ' our data indicate that muscle
metabolism has a non-homogeneous distribution between
arms and legs. The fact that, in other populations, arm and
leg muscles are different in terms of glucose clearance® and
also in FA Kkinetics, with the legs but not the arms being
impaired at baseline and during a hyperinsulinemic-
euglycaemic clamp,? is in line with our findings, in which
increased fat oxidation in PO subjects was only cbserved
during leg exercise, but not during arm exercise.

Finally, the postulate that impaired muscle mitochondrial
function is present in obesity has in the latter years received
considerable attention.*** Menshikova et al.>* found that
fewer mitochondria and a reduced oxidative capacity in
skeletal muscle were present in obesity,>® and a deficiency of
electron transport chain activity in subsarcolemmal and
intermyofibrillar mitochondria fractions in obesity has been
reported by the same group.*® In contrast, we previously
found higher respiration in deltoideus muscle in O
compared with lean C subjects, normalized relative to CS
activity.’® In this study, we also found no teduction in
mitochondrial respiration in O individuals, supporting the
concept that mitochondrial function is not impaired in
obesity. Acute weight loss seems to reduce skeletal muscle
mitochondrial tespiration,®” but very few data are available
in relation to weight loss and mitochondrial respiration
in humans. In our study, PO individuals had similar
mitochondrial respiration after long-term weight loss as Cs.

International Journal of Obesity

There are several causes that could lead to a decreased
mitochondrial content, for instance, genetic disposition
towards a specific fibre-type composition. However, fibre-
type distribution was assessed in our study and no differ-
ences between groups were present.

In conclusion, a major finding in this study was that O
individuals exhibited a higher MFQ during leg and arm
exercise compared with matched Cs. In PO individuals, the
higher MFO during leg exercise compared with matched Cs
persisted despite weight loss, whereas during arm exercise,
MFQ was normalized. Surprisingly, and in contrast to our
hypothesis, fat oxidative capacity or mitochondrial oxidative
capacity was not attenuated in PO individuals. The arm-to-
leg differences in fat oxidation reported here may reflect the
different degree of utilization of the extremities in man and
may in future provide a means to bring out the role of daily
physical activity in the changes occurring in muscle as a
result of obesity and subsequent weight loss.
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Abstract

Androgen receptor (AR) CAG, (polyglutamine) and GGN,, (polyglycine) repeat polymorphisms
determine part of the androgenic effect and may influence adiposity. The association between
fat mass, and its regional distribution, with the AR CAG, and GGN,, polymorphisms was
studied in 319 and 78 physically active non-smoker men and women (mean + 3D: 283 +7.6
and 24.8 &+ 6.2 years old, respectively). The length of CAG and GGN repeats was determined by
PCR and fragment analysis, and confirmed by DNA sequencing of selected samples. Men were
grouped as CAG short (CAGg) if harbouring repeat lengths <21, the rest as CAG long (CAGy).
The corresponding cut-off CAG number for women was 22. GGN was considered short (GGNg)
if GGN €23, the rest as GGN long (GGNy). No association between AR polymorphisms and
adiposity or the hormonal variables was observed in men. Neither was there a difference in the
studied variables between men harboring CAG+GGNL, CAGs+GGNg, CAGgtGGNL, and
CAG+GGNg combinations. However, n women, GGN,, was linearly related to the percentage
of body fat (r=0.30, P<0.05), the percentage of fat in the trunk (r=0.28, P<0.05), serum leptin
concentration (r=0.40, P<0.05), and serum osteocalcin concentration (r=0.32, P<0.05). In men,
free testosterone was inversely associated with adiposity and serum leptin concentration, and
positively with osteocalcin, even after accounting for differences in CAG,, GGN, or both. In
summary, this study shows that the AR repeat polymorphism has little influence on the absolute
and relative fat mass or its regional distribution in physically active men. In young women, the

GGN length is positively associated with adiposity, leptin and osteocalein.
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Introduction

Testosterone, osteocalcin, and leptin are three of the main hormones regulating fat mass in
humans. The association between these hormones and fat mass may be modulated by
polymorphic variations in the androgen receptors (Guadalupe-Grau et al, 2011, Guadalupe-Grau
et al, 2010b; Nielsen et al, 2010, Zitzmann et al, 2003).

The AR gene contains a polyglutamine tract encoded by C4G repeats and a polyglycine
tract (GGN) encoded by (GGT);GGG(GGT),(GGC),. In vitro experiments have shown that
elimination of the CAG tract in both human and rat AR resulted in elevated transcriptional
activation activity, while an expansion of the CAG repeat in human AR caused a linear decrease
of transactivation function (Chamberlain et al, 1994), and reduced transcriptional potential (Lee
and Chang, 2003; Tut et al, 1997). The length of the GGN tract (number of glycine residues) is
linearly and inversely associated with AR protein content in cell cultures (Ding et al, 2005), and
longer GGN tracts resulted in a linearly reduced AR activity per cell (Ding et al, 2005). Body
fat accumulation and its regional distribution are in part determined by sex hormones. In men,
fat mass and abdominal obesity are associated with reduced circulating androgens (Khaw and
Barrett-Connor, 1992, Phillips et al, 2003), whereas testosterone has an anti-obesity effect
(Mauras et al, 1998; Rolf et al, 2002; Woodhouse et al, 2004). In women, increased circulating
androgens have been associated with both abdominal obesity (Garaulet et al, 2000; Hauner et al,
1994) and reduced visceral fat (Turcato et al, 1997).

Previous studies in men from Germany (Zitzmann et al, 2003) and Denmark (Nielsen et
al, 2010) reported a positive association between CAGn and fat mass assessed with
bioimpedance (Zitzmann et al, 2003) and dual-energy x-ray absorptiometry (DXA) (Nielsen et
al, 2010) and MRI (Nielsen et al, 2010). It has been suggested that these findings need to be
confirmed in other cohorts (Nielsen et al, 2010). Moreover, the potential interactions between
CAG and GGN repeat polymorphisms combinations and fat mass have not been studied.

The osteoblasts' produced hormone osteocalcin is also a negative regulator of fat mass (Ferron
et al, 2008). A negative association between osteocalcin with fat mass and serum leptin has been

reported in cross-sectional studies (Guadalupe-Grau et al, 2009; Kindblom et al, 2009; Pittas et
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al, 2009); and osteocalcin blunts the expected increase in leptin concentration with fat mass
accumulation in humans (Guadalupe-Grau et al, 2010a). Serum osteocalcin levels are also
associated with testosterone levels in women (Ahn et al, 2010; Guadalupe-Grau et al, 2009), and
in males osteocalcin stimulates testosterone production by acting on the Leydig cells (Oury et
al, 2011).

Therefore, osteocalcin may act as a confounder, masking a potential relationship
between AR polymorphism and fat mass phenotype in humans. Likewise, physical activity and
fitness (Nielsen et al, 2010; Serrano-Sanchez et al, 2010; Wang et al, 2010) may also influence
the relationship between AR polymorphism and the fat mass phenotype.

The aim of this study was to determine if androgen receptor polymorphisms are
associated to fat mass and its regional distribution in young men and women, assessing how this
relationship is influenced by osteocalcin and cardiorespiratory fitness (VO,max). We
hypothesized that men and women with high CAG and GGN repeat lengths would have
increased fat mass after accounting for free testosterone, osteocalcin and VO,max as

confounding variables.

Methods

Subjects

Three-hundred nineteen Caucasian men and seventy-eight women agreed to participate in this
study. Men and women were (mean + standard deviation) 28.3 + 7.6 and 24.8 + 6.2 years old,
and their respective body weight, height, and percentage of body fat were 77.8 £ 10.2 and 59.8
+75Kg 176.8 £ 5.6 and 1645+ 59 cm, 18.8 £ 7.4 and 28.0 = 6.4%, in men and women,
respectively. They were recruited from physically active university students, sports clubs and
local police officers in Gran Canaria (Spain). Recruitment started in February 2003 and
extended to March 2010. All subjects underwent a medical examination prior to mclusion in the
study. Inclusion criteria were: age ranging from 18 to 60, body mass index <35, and
participation in sports or other type of physical activities with a minimum frequency of one time

per week. Subjects smoking, taking any medications or having any chronic disease,



57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

hypertension or orthopaedic limitations were excluded. Less than 5% of all volunteers had to be
excluded, mostly due to smoking or chronic diseases. The study was performed in accordance
with the Helsinki Declaration of 1975 as regards the conduct of clinical research, being
approved by the Ethical Committee of the University of Las Palmas de Gran Canaria. All

volunteers provided their written informed consent before participation in the study.

Tests

The test day, between 7.30 and 8.30 a.m., subjects reported to the laboratory under fasting
conditions. After lying in the supine position for at least 5 minutes, a 20 ml blood sample was
obtained from an antecubital vein. Then their body composition was determined. In some
subjects, an additional test was carried out on a diftferent day to assess their VO,max, as

previously reported (Guadalupe-Grau et al, 2011).

Body composition

Whole-body composition was assessed by dual-energy X-ray absorptiometry (DXA) (QDR-
1500, Hologic Corp., Software version 7.10, Waltham, MA) as previously reported (Perez-
Gomez et al, 2008). Upper and lower limb lean mass (kg) was calculated from the regional
analysis of the whole body scan (Sanchis-Moysi et al, 2009, Serrano-Sanchez et al, 2010),
which gives a valid and a reliable estimate of muscle mass in the extremities (Kim et al, 2002).
Serum free testosterone, leptin and osteocalcin determinations

Serum leptin, free testosterone, and osteocalcin were determined by Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) (ELx800 Universal Microplate Reader, Bioteck
Instruments Inc, Vermont, USA), using reagent kits from Linco Research (#FEZHL-
80SK, Linco ResearchSt. Charles, Missouri, USA), IBL (Hamburg, Germany) and from
Nordic Bioscience Diagnostics (Herlev, Denmark), respectively. Low-end sensitivity
was 0.05 ng/mL for total leptin, 0.17 pg/mL for the free testosterone and 0.5 ng/mL for

osteocalein, respectively. Intra- and interassay coefficients of variation were 3.8 and
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4.4% for leptin, 6.1 and 7.8% for free testosterone, and 6.7 and 6.7% for osteocalcin

(Guadalupe-Grau et al, 2009; Guerra et al, 2008).

CAG and GGN repeat polymorphisms

DNA was extracted from blood samples (200 ul) using High Pure PCR Template Preparation
Kits (Roche Applied Science). To determine the length of the CAG and GGN repeats the
corresponding regions located on the exon 1 of the 4R gene (Genbank accession no. M27423)
were amplified using two pairs of primers whose sequences have been previously reported
(Rodriguez et al, 2006). One primer from each pair was marked with fluorescent dye (FAM or
VIC). Amplification was performed in a 25 pl reaction volume, containing 50 ng of genomic
DNA, 200 uM of each deoxynucleotide triphosphate, 1x Fast Start Taq DNA polymerase Buffer
(Roche Applied Science, Mannheim, Germany), 1x GC-rich solution buffer (Roche Applied
Science), and 1U of Fast Start Taq DNA polymerase (Roche Applied Science). The
concentration of each pair of primers was 1.2 and 1.5 uM for the amplification of the CAG and
GGN repeats, respectively. PCR conditions were: 30 cycles of 95°C for 45 sec, 56°C for 30 sec
and 72°C for 30 sec for CAG amplification; 30 cycles of 95°C for 1 min, 55°C for 2 min and
72°C for 2 min for GGN amplification. Each PCR was initiated with a denaturation step at 95°C
for 5 min and terminated with an extension step at 72°C for 5 min. The PCR product was diluted
1:100 in distilled water and 1 pl of the dilution was mixed with 10l of formamide and 0.3 pl of
GeneScan 500 LIZ Size Standard (Applied Biosystems, Warrington, UK), denatured at 98°C for
5 min and cooled on ice. Fragment separation was performed by automated capillary
electrophoresis, using an ABI Prism 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems), and the
length was determined with Gene Scan Analysis Software (version 3.7) (Applied Biosystems).
Internal standards supplied by the manufacturer were used for quality control. We blindly
repeated the genotype analysis in 54 of the samples, and the results were totaly coincident. The
fragments size was confirmed by sequencing 48 DNA samples harbouring different size alleles

for both repeats by using the Big Dye Terminator Sequencing Kit (Applied Biosystem) at
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University of Las Palmas Sequencing Facility. Genotyping was performed specifically for
research purposes based on the hypothesis that the aforementioned polymorphisms may
influence leptin, osteocalcin, testosterone and fat mass. The researchers performing the

genotyping were totally blinded to the subjects’ identities.

Statistical analysis.
All variables were checked for normal distribution using the test of Shapiro-Wilk. When
necessary, the analysis was done on logarithmically transformed data. Since the AR gene is
located in the X-chromosome and one of the two alleles is randomly inactivated in women
(Lyon, 1999), we decided to calculate the mean of two alleles as representative of each pair in
women (Gonzalez et al, 2007, Jaaskelainen et al, 2008). The influence of CAG and GGN repeat
lengths on body composition, hormones and VO,max was determined taking CAG and GGN
repeat lengths as either continuous or dichotomous variables with allele cut-off thresholds. The
relationship between CAG and GGN as continuous variables with body composition, hormones
and physical fitness variables was examined using linear regression analysis. The median value
which resulted in the most balanced grouping was used as a cut-off threshold (Hickey et al,
2002; Rodriguez-Gonzalez et al, 2009). Thus, men were grouped as CAG short (CAGg) if
harbouring repeat lengths <21 and C4G long (CAG;) if harbouring repeat lengths >21. Women
were grouped as CAG short (CAG) if harbouring repeat lengths <22 and CAG long (CAG;) if
harbouring repeat lengths >22. Men and women were ascribed to the GGN short (GGNg) group
if harbouring repeat lengths of <23, otherwise they were included in the GGN long (GGN;)
group. These median CAG and GGN values are identical to those reported for the population of
Gran Canaria (Rodriguez-Gonzalez et al, 2009) and similar to those observed in other Caucasian
cohorts (Ruhayel et al, 2004; Shah et al, 2008, Stanworth et al, 2008). In addition, men were
also grouped 1f having any of the following haplotype combinations: C4Gy+CGN,
CAG;+CGNy, CAG;+CGN; and CAG;+CGNG.

To determine if the association between C4G and GGN repeat numbers and body

composition variables is influenced by free testosterone, partial correlation coefficients were
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calculated after adjustment for free testosterone. The association between GGN repeat length
with adiposity (percentage of body fat) and serum leptin concentration in women was assessed
by calculating the partial correlation coefficients adjusted for free testosterone, osteocalcin and
VO,max.

The impact of AR was assessed separately in men and women. Comparisons between
short and log polymorphic variants were carried out using the Student's t-test. Lean mass was

corrected for differences in height by dividing muscle mass by height® (Lietzke, 1956).

Results

The median CAG repeat length was 21 men and 22 in women, ranging from 13 to 35, and from
9 to 33 repeats, respectively. Men and women had a median GGN repeat length of 23, ranging
from 12 to 28 and from 15 to 26, respectively.

In men and women, CAGg and CAGy, groups had similar body composition and similar
concentrations of leptin, osteocalcin and testosterone (Table 1). Likewise, n men and women,
leptin, osteocalcin and testosterone concentrations were similar in GGNg and GGNy, groups
{Table 2). However, women with a GAGy, repeat length polymorphism were about 3 cm taller
than their GAGg counterparts.

There was no relationship between CAG and GGN repeat length and either body
composition or hormonal variables in men, nor between CAG repeat length and body
composition or hormonal variables in women.

In women, the length of GGN repeat AR repeat polymorphism was linearly related to the
logarithm of the percentage of body fat (Lg % fat=1.7xLgGGN -0.87, r=0.30, P<0.05); the
logarithm of the percentage of fat in the trunk (Lg % fat Trunk =2 5xL.gGGN -2.15, r=0.28,
P<0.05), the logarithm of serum leptin concentration (Lg leptin =6.2xLgGGN -7.46, r=0.40,
P<0.05), and the logarithm of serum osteocalcin concentration (Lg osteocalcin =2.3xLg GGN -
1.87, r=0.32, P<0.05). The association between GGN repeat length with adiposity and serum
leptin concentration remained statistically significant after accounting for free testosterone,

osteocalcin and VO,max, in women (Table 3).
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In men, the logarithm of free testosterone was inversely associated with adiposity and
serum leptin concentration, and positively with osteocalcin (Table 4). These associations
remained unchanged after accounting for differences in CAG, GGN or both CAG and GGN
repeat length.

Adiposity and the serum concentrations of free testosterone, leptin, and osteocalcin were
similar in men harboring the allelic combinations CAG+GGNp, CAGg+GGNg, CAG+GGNL,

and CAG+GGNG.

Discussion
In contrast, with our hypothesis no association was observed in our young men between AR
length polymorphic variations and adiposity or serum leptin concentration. Moreover, this lack
of association remained after adjusting for osteocalcin, free testosterone and cardiorespiratory
fitness (VO,max). In women, however, a consistent association between GGN repeat length
with adiposity and serum leptin concentration was observed. This association was even stronger
after accounting for osteocalcin, free testosterone and VO,max as confounders. Like in men, the
CAG repeat length was not associated with adiposity or serum leptin concentration in women.
Thus, our results indicate that, in young men, the AR polymorphism is not associated
with whole body fat mass, its relative amount or its regional distribution. This finding is in
contrast with a previous study in 106 men trom Germany, who had a similar mean age (28
vears) compared to ours, in which the CAG repeat length was associated with the percentage of
body fat (assessed with bioimpedance: r=0.27). Likewise, in a study of young Danish men (20-
29 years old), a weak (r=0.06) but statistically significant association between the CAG repeat
number and the percentage of body fat measured by DXA was reported (Nielsen et al, 2010). In
the latter, no association between CAG repeat number and visceral fat measured using MRI in
393 subjects was observed (Nielsen et al, 2010). Stanworth et al. reported in 232 men with type
2 diabetes, a positive association of CAG repeat number with leptin, waist circumference, and

body mass index (Stanworth et al, 2008).
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In agreement with our results, no association between the CAG repeat number and the
percentage of body fat (assessed with bioimpedance) was reported by Goutou et al. in 170 men
(mean age: 42) from Greece (Goutou et al, 2009). Thus, in young men, the CAG repeat number
has little or no influence on adiposity, with small differences between countries, which could be
due to genetic and environmental differences. As a novelty, we have shown for the first time
that there is no association in young men between the GGN repeat number and adiposity.

The possibility for an interaction between the C4G and GGN repeat polymorphism and
fat mass has not been previously studied in young men. The CAGy + GGNy microsatellite
combination has been associated to stronger androgen signalling (Gonzalez Hernandez et al,
2008a; Navarro et al, 2002). However, our results indicate lack of interaction between CAG and
GGN repeat numbers and adiposity in men, since men harboring the allelic combinations
CAGH+GGNL, CAGgtGGNg, CAGst+GGN, and CAG+HGGNg have similar adiposity
phenotypes.

In agreement with previous studies (Gonzalez Hernandez et al, 2008b), no relationship
was observed in the present investigation between CAG repeat number and serum leptin
concentration in either sex. However, in women a strong association between the GGN repeat
number and serum leptin concentration was observed, which could not be accounted for by
differences in free testosterone. This association may be indirect, 1.e., due to lower anti-obesity
effects of testosterone in women with higher GGNn, resulting in increased fat mass. However, it
may be also mediated by a direct inhibitory effect of testosterone derived androgens in the
adipocytes (Pineiro et al, 1999). In fact, testosterone administration in female subjects decreased
leptin levels beyond the expected level from the reduction of fat mass (Elbers et al, 1997). The
effect of leptin on target cells depends on its circulating free fraction, which is determined by
soluble leptin receptor (sOB-R), the main leptin-binding protein in plasma (Chan et al, 2002;
Lou et al, 2010). Free plasma testosterone has been reported to be inversely related to sOB-R
{Ara et al, 2006; Chan et al, 2002), although the potential role played by androgens and AR in

regulation of sOB-R remains unknown.
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In agreement with previous studies in middle-aged (Krithivas et al, 1999; Stiger et al,
2008) and aged men (Van Pottelbergh et al, 2001), no association between CAG or GGN length
and free testosterone levels were observed in the present investigation.

The regulation of osteocalcin production in man remains unknown (Foresta et al, 2011).
Androgen receptor knockout (ARKO) male mice have disrupted adipogenesis and osteogenesis
leading to osteoporosis and late onset obesity (Kawano et al, 2003; Tsai et al, 2011). Transgenic
models indicate that, in males, osteocalcin stimulates testosterone production by acting on the
Leydig cells (Oury et al, 2011). In turn, dyhidrotestosterone stimulates the expression and
release of osteocalcin from the human male adipose tissue (Foresta et al, 2011). In agreement, a
positive association between osteocalcin and free testosterone was observed in men, which was
not significantly influenced by the AR genotypes. In contrast, no association was observed
between free testosterone and osteocalcin in women. However, in a recent nine-week strength
training study we observed a significant association between changes in free testosterone and
changes in serum osteocalcin m women (r=57, n=23) (Guadalupe-Grau et al, 2009). In
agreement with a role for androgens in the regulation of serum osteocalcin in women, we found
a positive association between the length of the GGN tract and serum osteocalcin in the present
study. It remains to be determined whether estradiol interacts with testosterone to regulate
osteocalcin levels in women.

In summary, this study shows that the androgen receptor repeat polymorphism has, if any,
little influence in the absolute and relative fat mass or its regional distribution in physically
active non-smoker men, whereas, in young women, the GGN repeat number is positively
associated with adiposity. These findings could indicate that under conditions of reduced
androgen levels, like observed in females, an increased number of androgen receptors and,
hence, androgen-mediated transcriptional potential, due to lower GGN repeat number may favor

an androgenic mediated reduction in adipose mass and serum leptin concentration.
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Table 1. Body composiion, anthropometrics, physical activity, fithese and hormones in men and women with CAGs and CAGL androgen receptor polymorphisms (mean £5D).

17

Age (years)

Helght {om)

Body maes (kg)
Percentage of body fat (%)
Lean body mass (kg)
Whole body fat mass (kg}
Trunk fat mass (kg)
Percentage of trunk fat (%)
Sports history (years)
VOzmax (mlkg’.min’)
Leptin (ng.mi-)
Csteocaaln (pg.ml )

Free testosterone {pg.mb?)

Men

75
176.4
76.9
186
592
147
68
1786
8.1
47.2
47
214
203

CAGs
£
£

<4

M

-

-

-

I+

I+

H

78
54
&8
68
&8
&7
41
88
6.3
78
47
7.3
141

176
175
174
174
174
174
174
174

160
185
168
148

8%
1773
785
19.1
80.2
167
74
184
82
465
50
218
ne

CAGL

-4

74
58
107
80
54
8.4
6.2
102
583
79
48
88
48

144
144
141
141
141
141
141
141
135
128
133
128
127

Women

240
163.3
58.1
271
4036
162
89
207
80
438
131
184
39

CAGs

I+

H

H

M

M

M

I+

I+

H

H

M

M

83
a£.8"
6.9
56
38
439
7
6.9
8.3
8.5
6.9
8.2
1.8

46
47
47
47
47
47
48
47
40
38
36
37
34

283
166.4
60.7
293
40.2
183
74
24.4
68
387
161
VAR
34

CAGL

3

4+

e

e

3

3

3

4+

4+

e

e

3

3

74
6.0
83
73
3.1
68
44
100
79
7.2
83
7.2
18

H
3
3
3
H
H
H
3
27
26
30
it
it

* P<0.08 compared with CAGL (same gender).



Tabie 2. Bedy composition, anthropometrics, physical activity and fitness in men and women with GGN, and GGNL androgen receptor polymorphisms (mean =50}
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Age (years)

Height (cm)

Body mass {kg)
Percentage of body fat (%)
Lean body mass (kg)
Whole body fat maes (kg)
Trunk fat mass (kg)
Percentage of trunk fat (%)
Sporte higfory (vears)
VOamax (mlkg’ min’)
Leptin (ng.ml')
Gstecoaloin (ng.mi-)

Free testosterone (pg.mi)

Men

79
176.7
772
164
595
146
68
175
79
473
48
214
217

GGNs

*

70
L
a7
71
58
68
43
83
60
7.8
46
82
1.0

173

85
1771
788
195
838
160
75
186
85
4863
&0
27
196

GGNL

*

-1

8.3
66
110
7.8
54
8.5
&1
97
68
80
80
7.8
93

122
122
121
121
121
121
121
121
18
18
M
12
103

Women

258
1681
600
77
406
171
68
222
70
404
137
183
38

GGNs

+

-

74
64
88
80
38
74
47
107
848
73
83
57
21

34
3
35
35
35
35
36

#H
33
30
30
30

243
164.0
59.6
283
40.3
17.0
6.3
221
80
395
14.3
207
35

GGNL

i3

52
54
6.2
47
34
42
23
60
78
88
71
74
17

n

43
43
43
43
43
43
43
43
36
3
36
36
33
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Table 3. Relationship between the logarithm of GGN repeat length with adiposity and serum leptin concentration in women after accounting for free
testosterone, osteocalcin and VOzmax in women (n=435).

Fat mass? % BFe Trunk fat % Trunk fat Leptin (ng.mi")2
logarithm of GON -0.34* 0.41% -0.33* -0.39% -0.31%

* Logarithmically transformed; * P<0.03



Table 4. Relationship between free testosterone, adiposity, leptin and osteocaicin in men (n=259).

20

Fat mass % BF Trunk fat % Trunk fat Leptin (ng.ml") Osteocalcin (ng.mi-1)
Free testosterone (pg.mi1) -(0.26* -0.28* -().28* -0.29* -(.25* 0.2
Adjusted for LgCAG 027+ 0.29 -0.30% -0.30% 0.25* 0.22
Adjusted for LgGGN -p.27* -0.29* -0.30% 0.30% 025 0.22%
Adjusted for LgCAG and LgGGN 0.27 -0.29% -0.30% -0.30% -0.25* 0.22*

*P<0.05
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Abstract

Androgens play an important role in the regulation of lipolysis and fat tissue mass. The
cellular sensitivity to androgens varies depending on polymorphic variations of androgen
receptors (AR). The aim of this longitudinal study was to evaluate if extreme CAG and GGN
repeat polymorphisms of the AR may influence body fat mass, its regional distribution, fat
accumulation, basal metabolic rate, and basal and maximal fat oxidation (MFO), maximal
oxygen uptake (VOmax), as well as the serum concentration of hormones implicated in the
regulation of fat mass like leptin, testosterone and osteocalcin. CAG and GGN repeats length
were measured in 319 young and physically active men (mean + SD: 28.3 + 7.6 years old).
From these we selected the subjects with short (CAGg; < 19) and long (CAG;; = 24) CAG
repeats, and the subjects with short (GGNyg; < 22) and long (GGNL; > 25) GGN repeats, using
the median CAG and GGN value as a cut off value. CAG repeat polymorphism was not
associated to fat mass. CAGg and CAGy, subjects had similar basal metabolic rate and
maximal fat oxidation capacity and accumulated comparable amounts of fat tissue over 6.4 =
1.0 years of follow up. Men with GGN=22 had greater whole body and trunk fat mass than
men with GGN>25. This concurs with a trend for a greater maximal fat oxidation capacity in
the GGNy, group (P=0.06), who accumulated less fat mass, particularly in the trunk region
seven years later. In the whole group of subjects the VO,max (per kg of lower extremity lean
mass) explained 53% of the variance in MFO, whilst age explained and additional 5%. In
conclusion, the CAG repeat polymorphism has little, if any, influence in fat mass deposition
in young adults whilst a long GGN polymorphic variant may protect from fat mass

accumulation.



25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

Introduction

In most cases, obesity is associated with reduced circulating androgens and a high
concentration of leptin in plasma, which is associated with leptin and insulin resistance in
peripheral tissues, such as skeletal muscle ™. Body fat accumulation and its regional
distribution are in part determined by sex hormones. In men, fat mass and abdominal obesity
is associated with lower circulating androgens 56 whereas testosterone has an anti-obesity
effect . The concentration of leptin in plasma is proportional to the size of the fat mass, but
for a given amount of fat mass (and BMI) women have a higher concentration of circulating
free leptin compared with men 112 This fact has been explained by the differences in the
circulating androgens between men and women, because testosterone reduces leptin
secretion .

Another endocrine factor with a major influence in fat mass is the osteoblasts'
produced hormone osteocalein, which is also a negative regulator of fat mass and serum leptin
17 Serum osteocalein levels stimulate testosterone production by acting on the Levdig cells
in male transgenic models '¥ Therefore, osteocalcin may act as a confounder, masking a
potential relationship between AR polymorphism and fat mass phenotype in humans.

Previous studies have shown that male androgen receptor (AR) knockout (AR'fy) mice
develop obesity and exhibit insulin and leptin resistance accompanied by altered lipid
metabolic profiles and dyslipidemia **°. These data suggest that circulating androgen action
by AR might play a direct regulatory role in leptin synthesis and secretion by adipocytes. The
association between androgen hormones, leptin and fat mass may be modulated by
polymorphic variations in the androgen receptors 2.

The AR gene contains a polyglutamine tract encoded by CAG repeats and a

polyglycine tract (GGN) encoded by (GGT)3GGG(GGT)2(GGC)n. Short CAG repeats are
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associated with increased AR transactivation activity and stronger transcriptional potential >
26 whereas short GGN repeats are associated with increased AR protein content in cell
cultures, that may in turn enhance the response to androgen stimulation 2",

A positive association of CAGn with fat mass and serum leptin has been described by

21-22,29

previous studies . However, other researches did not find an association between the

CAG repeat polymorphism and whole body fat or testosterone levels ***,
On the other hand, GGN polymorphism has been less studied. The association
between GGN repeats and body fat is also controversial with some studies reporting no

association *%3!

whilst Gustafson et al. reported that middle aged and old men who had both a
rare GGN (not 17) and short CAG (=23) had higher waist-to-hip ratios than the rest of the
studied population.

We hypothesised that the influence of AR polymorphisms on body fat mass, its
regional distribution and leptin levels should be accentuated in men with extreme GGN and
CAG repeat numbers. Since the accumulation of fat mass over the years is multifactorial and
may be related to maximal fat oxidation capacity of the muscles, we also hypothesized that
men with smaller GGN or CAG repeat number will have greater fat oxidation capacity and
will be less prone to accumulate fat mass over the years.

Therefore, this study had two main aims. First, to determine if men with short CAG or
GGN polymorphisms (<25 percentile) have greater fat oxidation capacity than those with
longer CAG or GGN polymorphisms (>73 percentile). Second, to determine if men with short
CAG or GGN polymorphisms accumulate less fat tissue over the years at the whole body and
trunk region than those with longer CAG or GGN polymorphisms, after accounting for

confounding factors like basal energy expenditure, maximal fat oxidation (MFO) and physical

fitness.



73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

Methods

Subjects

Initially, this study included 319 Caucasian men. They were recruited from physically active
university students, sports clubs and local police officers from Gran Canaria (Spain). All
subjects underwent a medical examination. Inclusion criteria were: age ranging from 18 to 60,
body mass index < 35, and participation in sports or other kind of physical activities with a
minimum frequency of once a week. Subjects smoking, taking any kind of medications or
having any chronic disease, hypertension or orthopaedic limitations were excluded. Less than
5% of all volunteers had to be excluded, mostly due to smoking or chronic diseases. After
determination of the AR CAG and GGN polymorphisms (see below) Subjects pertaining to
the first or fourth quartile for CAG or GGN repeat numbers were contacted again and about
half of them agreed to participate in this follow up study. The study was performed in
accordance with the Helsinki Declaration of 1975 as regards the conduct of clinical research,
being approved by the Ethical Committee of the University of Las Palmas de Gran Canaria.
After receiving written and verbal information on the potential risk and benefits of the study
all subjects signed a consent form to participate in this study. The longitudinal study was
finished in August 2010. Tests

The initial tests were carried out on four different days. The first testing day, subjects reported
to the laboratory between 7.30 and 8.30 a.m. after an overnight fast. After lying in the supine
position for at least 5 minutes a 20 ml blood sample was obtained from an antecubital vein.
On the second testing day their body composition and jumping performance were determined.
The third testing day was used to assess their running speed (30 meters sprint) and their
anaerobic capacity (300 meters sprint). The last day, an additional test was carried out to

measure their VO,max, as previously reported .
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Approximately 6-7 years later, subjects reported back to the laboratory after an
overnight fast for the measurement of body composition by DXA, basal energy expenditure
and maximal fat oxidation (MFO) by indirect calorimetry, and their VO;max. All subjects
responded a Minnesota Leisure Time Physical Activity Questionnaire. Subjects were
requested to refrain from non-habitual exercise, caffeine or alcohol drinks, for at least 24h

prior to the test **.

Leptin, fiee testosterone and osteocalcin assays

Serum leptin, free testosterone and osteocalcin were determined by Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) (ELx800 Universal Microplate Reader, Bioteck Instruments
Inc, Vermont, USA), using reagent kits from Linco Research (#EZHIL-80SK, Linco Research
St. Charles, Missouri, USA) for leptin, from IBL. (Hamburg, Germany) for free testosterone
and from Nordic Bioscience Diagnostics (Herlev, Denmark) for osteocalcin. The sensitivity
of the assays was: 0.05 ng/ml. for total leptin, 0.17 pg/mL for free testosterone, and 0.5
ng/ml for osteocalcin. Intra- and interassay coefficients of variation were 3.8 and 4.4% for

leptin, 6.1 and 7.8% for free testosterone, 6.7 and 6.7% for osteocalcin.

Body composition

Whole body composition was assessed by dual-energy X-ray absorptiometry (DXA) (QDR-
1500, Hologic Corp., Software version 7.10, Waltham, MA) as reported in Perez-Gomez et al.
36. Upper and lower limb lean mass (kg) was calculated from the regional analysis of the

37-38

whole body scan , which gives a valid and reliable estimate of muscle mass in the

. 39
extremities .
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Vertical jump performance and runmning sprint tests

The vertical forces generated during vertical jumps were measured with a force plate (Kistler
Quattro Jump, Winterthur, Switzerland) and sampled at 500 Hz. Subjects performed 2
different types of vertical jumps **: "Squat Jumps™ (SJ) and "Countermovement Jumps"
(CM1J). The ST started with the knees bent at 90° and without previous counter movement.
The CMI started from a standing position allowing for counter movement, with the intention
of reaching knee bending angles of around 90° just before impulsion (during the SJ and CMJ,

the hands were placed on the hips).

A 30-m sprint, starting in a stationary position, was performed on the basketball court.
Time was recorded by 7 photocells prepared every 5 meters (General ASDE, Valencia,
Spain). The timer was automatically activated upon crossing the first cell and corresponding
records were collected at distances of 5 and 30 meters. To perform this test subjects were
encouraged to run as fast as possible the 30 meters. Each subject performed 3 trials and the

fastest was taken as the representative value of the test.

Anaerobic capacity

An all-out 300-m running test was used to estimate the anaerobic capacity, since the
anaerobic metabolic pathways contribute more than 50% to the overall energy expenditure
during all-out exercise tests with duration between 30 and 60 s *'*%. The test was performed

on a 400-m track; the time was recorded manually with a digital stopwatch.

Indirect calorimetry
After overnight fast, basal energy expenditure was measured during 30 minutes while the
subject lied supine on a bed using a metabolic cart (Vmax N29; Sensormedics, California,

USA). This was followed by an incremental exercise test to determine the maximal fat
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oxidation (MFO), and the intensity at which MFO occurred (FatMax) during leg cycling B
The test started at 30 Watt for 5 min, followed by 30 Watt increments every 3 min. When
subjects reached an RER>1.0 the exercise was stopped at the end of the corresponding 3 min
period load. After 5 minutes of recovery, subject performed an incremental test (30 W/min)
beginning in the last load of the MFO test to determine their VO;max. Subjects were
instructed to maintain a cranking rate of 80 rpm. Whole-body fat and glucose oxidation were
calculated from VO, and VCO; values during the last 60 s of each exercise step in the graded
exercise tests, using standard indirect calorimetry equations *'. It was assumed that protein
oxidation was similar and small during the incremental exercise tests in the four groups

studied.

CAG and GGN repeat polymorphisms

DNA was extracted from blood samples (200 ul) using High Pure PCR Template Preparation
Kits (Roche Applied Science). To determine the length of the CAG and GGN repeats the
corresponding regions located on the exon 1 of the AR gene (Genbank accession no. M27423)
were amplified using two pairs of primers whose sequences have been previously reported *°.
One primer from each pair was marked with fluorescent dye (FAM or VIC). Amplification
was performed in a 25 ul reaction volume, containing 30 ng of genomic DNA, 200 uM of
each deoxynucleotide triphosphate, 1x Fast Start Tag DNA polymerase Buffer (Roche
Applied Science, Mannheim, Germany), 1x GC-rich solution buffer (Roche Applied Science)
and 1U of Fast Start Taq DNA polymerase (Roche Applied Science). The concentration of
each pair of primers was 1.2 and 1.5 uM for the amplification of the CAG and GGN repeats,
respectively. PCR conditions were: 30 cycles of 95°C for 45 sec, 56°C for 30 sec and 72°C for
30 sec for CAG amplification; 30 cycles of 95°C for 1 min, 55°C for 2 min and 72°C for 2 min

for GGN amplification. Each PCR was initiated with a denaturation step at 95°C for 5 min
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and terminated with an extension step at 72°C for 5 min. The PCR product was diluted 1:100
in distilled water and 1 pl of the dilution was mixed with 10ul of formamide and 0.3 pl of
GeneScan 500 LIZ Size Standard (Applied Biosystems, Warrington, UK), denatured at 98°C
for 5 min and cooled on ice. Fragment separation was performed by automated capillary
electrophoresis, using an ABI Prism 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) and the
length was determined with Gene Scan Analysis Software (version 3.7) (Applied
Biosystems). Internal standards supplied by the manufacturer were used for quality control.
We blindly repeated the genotype analysis in 54 of the samples, and the results were
completely coincident. The fragments size was confirmed by sequencing 48 DNA samples
harboring different size alleles for both repeats by using the Big Dye Terminator Sequencing
Kit (Applied Biosystem) at University of Las Palmas Sequencing Facility with excellent
agreement between both procedures. Genotyping was performed specifically for research
purposes based on the hypothesis that the aforementioned polymorphisms may influence
MFO, leptin, osteocalcin, testosterone and fat mass. The researchers performing the

genotyping were totally blinded to the subjects’ identities.

Statistical analysis

All variables were checked for normal distribution using the test of Shapiro-Wilk. When
necessary, the analysis was done on logarithmically transformed data. The influence of CAG
and GGN repeat lengths on body composition, MFO, hormones and VO;max was determined
taking CAG and GGN repeat lengths as either continuous variables or as dichotomous
variables with allele cut-off thresholds. The relationship between CAG and GGN as
continuous variables with body composition, hormones and physical fitness variables was
examined using linear regression analysis. The longitudinal study was carried out with

subjects belonging to the first (short repeat number) and fourth (long repeat number) quartile
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of the CAG and GGN number distributions: CAGs (short < 19 repeats), CAGy (long > 24
repeats), GGNg (short < 22 repeats), and GGNy, (long > 25 repeats). Comparisons between
short and long groups were carried out with ANOVA after accounting for age, height, total
lean body mass, and VO.max as covariates. Lean mass was corrected for differences in height

by dividing muscle mass by height *°

. Longitudinal effects were assessed with ANOVA for
repeated measures after accounting for age, height, total lean body mass, VO.max, initial
body fat mass, basal fat oxidation, time elapsed between the two measurements, and MFO as

covariates. Stepwise multiple regression analysis was used to determine which variables had

the highest predictive value for MFO.

Results

Body composition, basal energy expenditure, MFO, physical activity and fitness are reported
in table 1. The distribution of AR allele frequencies for CAG and GGN repeat numbers are
illustrated in Fig. 1. The median CAG repeat length was 21 (range: 13 -33), while the the
GGN median length was 23 (range: 12 - 28). The median CAG and GGN values for short and
long CAG groups were 17 26, respectively. The corresponding values for the GGN groups

were 19 and 25, for the GGNg and GGNy, respectively.

CAG and MFO

Although the CAGg subjects were 8 years older than their CAGy, counterparts (P<0.05), both
groups had similar body composition, even after accounting differences in age (Table 1). Not
significant differences were observed between CAG groups in basal metabolic rate and

maximal fat oxidation, even after accounting for the total lean body mass (Table 1). Likewise,
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cardiorespiratory fitness (VOmax), muscular fitness and daily energy expenditure were also

comparable between groups (Table 1).

GGN and MFO

The GNNjg group was 6 years older than their GGNp, (P<0.05). Both groups had similar body
composition and physical fitness (Table 1), even after adjusting for age and height (data not
shown). When adjusting for age and height, the fat mass in the trunk region tended to be
higher in the GNNg compared to the GNN, group (P=0.09). There was also a trend for a
higher MFO per kg of lower extremity lean mass in the GGNy, compared to the GGNjg
(P=0.06) (Fig. 2A). There were no significant differences in basal metabolic rate or in MFO

between GGN groups, even after accounting for age, height and VO;max as covariates.

Correlations
A negative correlation was found between serum leptin and osteocalcin (r=-0.44; p<0.03).
Leptin was positively correlated with whole body fat (r=0.56; p<0.01), while the correlation
between osteocalein and whole body fat was negative (r=-0.41; p<0.05). Similar associations
were found between serum leptin and osteocalcin with fat mass in the trunk region (r=0.48;
p<0.01 and r=-0.35; p<<0.03 respectively), and with the percentage of body fat (r=0.63; p<0.01
and r=-0.44; p<0.05 respectively). A negative correlation was found between serum leptin and
free testosterone (1=-0.43; p<0.03). Morcover, serum free testosterone was inversely
correlated with percentage of body fat (r=-0.45; p<0.05).

The GGN repeat number tended to be negatively associated to the logarithm of serum

leptin (r=-0.32; p=0.07), logarithm of percentage of body fat (r=-0.31; p=0.08), logarithmic of
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fat mass in trunk region (r=-0.32; p=0.07), and positively associated to MFO per kg of lower

extremity lean mass per height squared (r=0.31; p=0.08).

Longitudinal study

Longitudinal data were available for 17 and 19 subjects with extreme values for CAG and
GGN genotypes, respectively. Their physical characteristics and body composition changes
are depicted in Table 2. Body composition and VO;max changed similarly in both groups
during the follow up (Table 2). The CAGs and CAGy, subjects accumulated 3.4 + 5.1 and 2.0
+ 4.4 kg of whole body fat over 6.4 + 1.0 years of follow up. This difference in fat mass
accumulation was not statistically significant (P=0.49) even after accounting for initial age,
change in VO;max, body height, initial body fat mass, basal fat oxidation and MFO as
covariates.

The GGNg and GGNp, subjects accumulated 3.2 + 4.5 and 0.5 + 4.3 kg of whole body
fat over 6.9 + 1.1 years of follow up (P=0.13) (Table 2). There was trend for a statistical
difference in whole body fat mass accumulation after accounting for the initial percentage of
body fat, height, and time elapsed between the two measurements (P=0.08); the initial
percentage of body fat, height, whole body basal fat oxidation, and time ¢lapsed between the
two measurements (P=0.08); but not when adjusted for the initial percentage of body fat,
height, MFO (absolute values), and time clapsed between the two measurements (P=0.11), the
initial percentage of body fat, height, MFO (per lean mass of the lower extremities), and time
elapsed between the two measurements (P=0.12), and the initial percentage of body fat,
height and whole body basal fat oxidation, the ditferences (absolute values) in VOamax, and

time elapsed between the two measurements (P=0.25).
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The GGNg and GGNL subjects accumulated 2.0 + 2.7 and 0.3 + 2.9 kg of fat in trunk
region over 6.9 = 1.1 years of follow up (GGNs vs. GGNy: P=0.19) (Table 2). This difference
was statically significant after accounting for the initial percentage of body fat, height and
time elapsed between the two measurements (P<0.03) (Fig. 2B); the initial percentage of body
fat, height, whole body basal fat oxidation and time elapsed between the two measurements
(P<0.03); but not when adjusted for the initial percentage of body fat, height, MFO (absolute
values), and time elapsed between the two measurements (P=0.07), the initial percentage of
body fat, height, MFO (per lean mass of the lower extremities), and time ¢lapsed between the
two measurements (P=0.08), and the initial percentage of body fat, height and whole body
basal fat oxidation, the difference (absolute values) in VOamax, and time elapsed between the

two measurements (P=0.20).

Factors determining MFO
Table 3 depicts the correlation matrix between MFO and fitness variables. The VO,max (per
kg of lower extremity lean mass: VOamax Leg) explained 53% of the variance in MFO. In a
stepwise multiple regression model with MFO per kg of lower extremities lean mass as
dependent variable and VO.max (per kg of lower extremity lean mass), logarithm of age, %
of body fat and performance in 300 m as independent variables, VO:max (per kg of lean mass
of lower extremities) alone explained 52% of the variance in MFQ, while the logarithm of age
explained and additional 5%. The two other variables were excluded from the model (MFO =
0.00017 - VO;max (ml/kg lean mass lower extremities) Leg - 0.023 - log age (years) - 0.022,
R=0.77, P<0.05; n=32).

In the whole group of subjects, the accumulation of fat tissue (whole body: r=-0.47;

n=23; and trunk region: r=-0.51, n=23) was associated to the changes in VO,max (expressed
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by kg of lower extremities lean mass). There was no significant relationship between MFO

and whole body fat mass accumulation (r=-0.32, P=0.15, n=23).

Discussion

This study shows that the CAG repeat polymorphism does not appear to be associated to fat
mass in healthy young men, since subjects with short (<19, 1st quartile) and long CAG (>23,
4th quartile) had similar fat mass and regional distribution of adipose tissue. This finding is
further supported by a similar basal metabolic rate and maximal fat oxidation capacity, even
after accounting for the total lean body mass in both CAG groups, as well as by the fact that
both groups accumulated comparable amounts of fat tissue over the years. In contrast to our
hypothesis, men in the first GGN repeat length quartile (i.e., GGN=22) appear to have greater
whole body and trunk fat mass than men pertaining to the fourth quartile (GGN>24). This
concurs with a trend for a greater maximal fat oxidation capacity in the GGNy, group. These
trends have been confirmed by the longitudinal study, showing lower trunkal fat mass
accumulation in the GGNy. than in the GGNg group.

In contrast with our hypothesis, we observed that CAG repeat length was not
associated with whole body fat mass, its relative amount or its regional distribution, basal fat
oxidation, maximal fat oxidation capacity or serum leptin concentration. These results concur
with other studies where subjects in the first and fourth quartile for CAG length were
compared **?***7. However, our results are in contrast with a previous study in 106 men from
Germany, in which the CAG repeat length was associated with the percentage of body fat
assessed with bioimpedance (r=0.27) 2 Likewise, in young Danish men (20-29 years old), a
weak (r=0.06) but statistically significant association between the CAG repeat number and the

percentage of body fat measured by DXA was reported 2. The latter is at odds with the linear
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relationship reported by Crabbe et al. between CAG number and free testosterone 8 since
higher levels of testosterone are usually associated with lower adiposity . However, in

49-50 51 -
d and aged men " no association between

agreement with previous studies in middle-age
CAG or GGN length and free testosterone levels were observed in the present investigation.

In men with type 2 diabetes, a positive linear relationship between the CAG number
and serum testosterone and leptin levels has been reported *°. In agreement with our results,
no association between CAG repeat number and visceral fat measured using Magnetic
resonance imaging in 393 subjects was observed by Nielsen et al. *. Lack of association
between serum testosterone and the percentage of body fat assessed with bioimpedance was
also reported by Goutou et al. in 170 Greek men (mean age: 42) ' Consistent with our
results, no association between CAG length and serum leptin levels have been reported by
others ****, Thus, in young men, the CAG repeat number has little or no impact in adiposity,
with small differences between countries, which could be due to genetic and environmental
differences.

As anovelty, we have clearly shown with cross-sectional and longitudinal data that the
GGN repeat polymorphism has a role on maximal fat oxidation, body fat mass and its
regional distribution. Our data indicate that a GGNy, AR polymorphism protects against fat
mass accumulation over the years. This result is supported by the higher MFO per kg of lower
extremity lean mass found in the GGNy, compared to the GGNg group, and by the trend for a
positive association between the GGN number with the logarithm of the percentage of body
fat, logarithm of fat mass in the trunk region and MFO per kg of lower extremity lean mass.
Increased circulating androgen levels, besides the elevated MFO, could contribute to explain
the lower accumulation of fat mass in the GGNL, group. In fact, in the present investigation,

free testosterone tended to be higher in the GGNp compared with GGNg group. In agreement,
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greater serum concentration of total testosterone and free testosterone has been reported in
GNN1, than in the GGNg men a

In agreement with our results, it has been reported that the main determinant of the
maximal fatty acid oxidation capacity is the VO,max > Interestingly, our longitudinal data
reveal a positive association between the change in VO,max and the change in maximal fat
mass oxidation capacity, indicating that an improvement in VO;max was associated with an
increase in MFO and a reduction in whole body and trunk fat mass, and vice versa. However,
in the present investigation, VOamax differences did not account for the association between

GGN length and fat mass accumulation.

In conclusion, the CAG repeat polymorphism has little, if any, influence on leptin, fat
mass and it regional distribution in healthy young men. In contrast, a long GGN polymorphic
variant may protect from fat mass accumulation, particularly in the trunk region. This is in
part explained by the higher maximal fat oxidation capacity of men with the longest GGN

repeat polymorphism.
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Table 1. Body composition, anthropometrics, basal energy expenditure, fat oxidation, physical activity, and fithess in healthy men divided by extreme
groups of andragen receptor polymorphisms: CAGs, CAGL, GGNs and GGN. (mean =+ standard deviation).

CAGs n CAGL n GGNs n GGNL n
Age (years) 397 £ 64 9 314 £ 81* 14 379 + 65 10 315 = 74" 13
Height (cm) 1760 = 48 9 1765 + 57 14 1762 + 44 10 1780 + 66 13
Body mass (kg) 837 £ 134 9 813 =+ 111 14 865 + 103 10 828 + 123 13
Percentage of body fat (%) 230 + 66 9 19.7 £ 63 14 240 = 41 10 196 + 68 13
Body fat mass (kg) 198 £ 75 9 165 + 73 14 210 + 51 10 167 = 76 13
Fat mass in the trunk region (kg) 104 + 46 9 79 £ 40 14 110 £ 32 10 79 £ 421 13
Lean body mass (kg) 609 + 69 9 616 + 64 14 625 + 66 10 630 £ 78 13
Lean mass ams (kg) 73 £ 14 9 74 £ 11 14 77 £ 09 10 76 £ 14 13
Lean mass legs (kg) 208 + 26 9 204 + 20 14 211 + 23 10 212 £ 26 13
Lean mass extremities (kg) 281 + 36 9 278 + 30 14 288 + 31 10 288 + 39 13
Lean mass arms/Ht? (kg-m2) 23 + 03 9 24 + 03 14 25 + 02 10 24 + 04 13
Lean mass legs/Ht2 (kg:m2) 67 £ 06 9 65 = 04 14 68 £ 05 10 67 = 07 13
Lean mass extremties/Ht2 (kg-m2) 90 £ 08 9 89 £ 06 14 93 £ 07 10 91 £ 10 13
Energy expenditure
Energy expenditure (Kcal-d') 2885 + 1066 9 3241 + 1281 10 2833 + 1172 9 3656 + 1733 10
Basal Fox (mg/min) 972 £ 331 9 870 + 401 14 1034 = 322 10 986 + 438 13
Basal Fo/LBM (mg-kg'-min-) 16 + 05 9 15 £ 07 14 17 £ 06 10 16 £ 08 13
Basal FodLML (mg-kg-min-') 47 £ 14 9 44 + 22 14 50 = 17 10 47 + 22 13
Basal FodLML-Ht2 (mg-kg'-min) 144 = 45 9 134 £ 63 14 154 £ 53 10 148 + 65 13
Basal energy expenditure (Keal-min-') 1541 + 494 9 1433 + 703 14 1375 = 277 10 1361 = 490 13
Basal energy expenditureLBM (keal kg'-min') 256 + 96 9 234 = 111 14 222 = 49 10 216 £ 70 13
Maximal F o (mg/min) 3243 + 1174 9 3662 + 1918 14 2890 + 913 10 3893 + 1494 13
Maximal Fo/LBM {mg-kg'-min-') 53 £ 20 9 59 + 29 14 46 = 13 10 61 £ 22 13
Maximal FodLML (mg-kg-'-min ) 158 + 67 9 179 = 93 14 136 = 39 10 182 = 6471 13
Maximal Fo/LML-Ht? (mg-kg " min-') 486 + 188 9 564 + 307 14 424 + 123 10 580 = 222 13
Intensity of Maximal Fo (W) 819 + 239 9 810 + 250 14 752 + 275 10 818 + 213 13
Maximal aerobic power
VQomax {|-min-') 35 £ 04 9 37 £ 06 14 35 = 06 10 37 £ 05 13
VOzmax/Body mass (ml-kgmin') 425 +£ 84 9 HT7 £ 70 14 412 = 69 10 B0 £ 57 13
VOomax/LBM {ml-kg'-min-) 575 £ 65 9 600 = 79 14 569 = 87 10 589 = 65 13
VOomax/LML (ml-kg"-min-) 1696 + 257 9 1810 =+ 243 14 1684 + 264 10 1747 + 170 13
HR max (bpm) 1796 + 87 9 1872 £ 92 14 1818 + 98 10 1829 + 104 13
Jumping tests
SJJH (m) 029 + 005 9 028 + 005 13 027 = 004 9 030 + 005 12
SIWmaxMML (wkg') 1704 + 138 9 1482 + 664 14 1502 + 546 10 1215 + 856 13
CMJJH (m) 033 + 003 8 034 + 005 13 032 + 003 9 035 = 004 12
CMJIWmaxMML (w-kg ") 1641 + 650 9 1593 + 714 14 1660 + 616 10 1303 = 9186 13
Running tests
T30m (s) 46 = 02 7 45 + 03 9 46 = 02 8 44 + 02 10
T300m (s) 511 = 51 9 472 = 37 14 507 = 50 10 483 + 35 12

Ht: height; LBM: lean body mass; LML: lean mass legs; Fox fat oxidation; HRyax maximal heart rate; SJJH: jumping height in squat jumps;
SJWmax/LML: maximal power in squat jumps per kg of lean mass of the legs (LML); CMJJH: jumping height in countermovement jumps;
CMJWmax/LML: maximal power in countermovement jumps per kg of lean mass in legs; Tzom and Tzoom running time in the 30 and 300 m running
sprint, respectively. * P < 0.05 compared with the short group inside of each AR polymorphism type. T P < 0.1 compared with short group inside of
each AR polymorphism adjusting for age and height.



Table 2. Longitudinal data about body composition, physical characteristics and fitness in healthy men divided by extreme groups of AR. CAGs, GAGL GGNs and GGNL (mean + standard deviation).
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Age (years)

Body mass (kg)

Percentage of body fat (%)
Body fat mass (kg)

Fat mass in the trunk region (kg)
Lean body mass (kg)

Lean mass arms (kg)

Lean mass legs (kg)

Lean mass extremities (kg)
Maximal aerobic power

VOomax (ml-min-')

VO:max/Body mass (ml-kg'min'')

VOzmax/LBM (ml-kg-min-')
VOzmax/LML (ml-kg!min!)

Body fat mass accumulated (g/day)
Trunk fat mass accumulated (g/day)

Lean body mass accumulated (g/day)

CAGs (n=7) CAGL (n=10) GGNs (n=9) GGNL (n=10)
15t Assessment 2™ Agsessment 15t Assessment 2" Assessment T i 1¢t Assessment 2nd Agsessment 1t Assessment 27 Assessment T 1
361 44 420 4.4 278 83 348 75 I ns 318 7.2 380 6.9 2838 69 342 + 60 1 1
812 10.0 85.8 12.4 76.8 102 80.2 127 * ns 81.4 8.2 86.1 10.9 786 133 817 + 139 * ns
23 20 248 46 18.1 72 197 61 ns ns 218 35 240 44 18.3 8.0 187 + 67 ns ns
1841 28 216 6.1 14.4 7.3 16.4 77 ns ns 17.7 31 209 54 153 83 158 + 79 ns ns
91 13 113 37 6.8 41 79 41 ns ns 88 22 108 33 71 52 73 = 43 ns ns
60.1 77 61.3 73 59.2 49 60.6 6.4 ns ns 60.6 71 622 6.9 603 55 628 + 86 ns ns
69 1.0 7.4 12 6.5 08 73 1.0 ns ns 6.8 1.0 7 0.9 6.8 09 78 + 16 ns ns
208 30 213 24 19.8 18 203 22 ns ns 204 28 211 2.4 203 20 211 £ 29 ns ns
274 38 28.7 34 26.2 24 278 32 ns ns 272 36 288 33 271 27 288 + 44 ns ns
39 1.0 34 04 36 07 35 068 ns ns 38 08 35 06 37 07 36 + 05 ns ns
472 78 398 58 46.4 6.3 443 71 ns ns 47.0 6.6 4038 7.2 472 75 448 + 63 ns ns
63.7 10.4 55.2 49 59.8 76 58.2 86 ns ns 633 93 56.4 9.0 608 79 578 + 71 ns ns
1871 341 158.9 116 1792 244 1739 244 ns ns 188.7 292 166.3 271 180.7 211 1717 + 182 ns ns

CAGs (n=T) CAGL (n=10) GGNz (n=9) GGNL (n=10)

151 + 236 080 + 180 141 = 194 011 = 1865 0.08

0.93 144 040 = 114 0.88 116 0.02 112

0.59 087 059 + 097 0.69 0.72 0.88 1.54

LBM: lean body mass; LML: lean mass legs. * P < 0.05 adjusting for time elapsed between the two assessments and initial height. T P < 0.05 without adjusting for any variable. T P < 0.05 after accounting for the initial % of body fat,

height and time elapsed between the two assessments. t= (time effect); i= interaction (time x group); ns = non significant.



Table 3. Relationship between CAG and GGN androgen receptor polymorphisms, leptin, osteocalcin, free testosterone, body composition and MFO.

Leptin
Leptin
Free testosterone -043*
Osteocalcin -0.44*
Percentage of body fat -063*
Age 051*
Number of CAG repeats -0.15
Number of GGN repeats -0.23
Total fat accumulated per day 017

Trunk fat accumulated per day 0.13

Energy expenditure 012
{(Kcal kg LBM--min-) ’

Lg of Lean body mass -0.14

Free
testosterone

-043”

0.30
-045*
-062*
0.29
0.21
0.11
0.11

0.01

047~

Osteocalcin

-0.44~
0.30

-0.44*
-061™
0.001
0.27
-0.27
-0.18

0.018

-0.026

Percentage of Whole body

body fat

0.63*
-0.45*
-0.44*

0.42*
0.12
20307
0401
038 1

-0331

0.08

fat

0.56 %
0.21
-041%
0.95 **
0331
-0.08
023
036}
0341

-0.35"

0331

Trunk fat

mass

051*
-0.23
0341
094
0.36*
-0.15
20291
0.39
0.38 1

-038"

032}

Changes in

VOmax LML MFO (g/min)
0.31 022
047 037t

-0.255 0.1
0.40 § -0301
0.20 061
-0.34 0.12
025 0.30
0.43* 028
0.47* 025
017 0.48
0.31 0.46 *

MFO/Kg

LML Ht*

022
0.35
0.08

0351

061"
013

0311
024
021

0.55*

0.31

Lg of
Leptin
085*
-051*
-043*
074
061™
-0.10
-032¢
0.05

0.01

-0.13

-0.04

LBM: lean body mass; LML: lean mass legs; MFO: maximal fat oxidation; Ht: height, Lg: logarithm.  P<0.1; * P<0.05; ** P<0.01.
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Figure legends

Figure 1 Distribution frequency of the CAG (A) and GGN (B) repetition numbers

separated by quartiles.

Figure 2. Maximal fat oxidation (MFO) of the GGN groups (A). Fat mass accumulated
in the trunk region in ~7 years (B), after accounting for the initial percentage of body

fat, height and time elapsed between the two measurements. * P<0.05
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