Rev.int.med.cienc.act.fis.deporte - vol. 20 - nimero 79 - ISSN: 1577-0354

Glereca-Arvizuo, J.; Ramos-Jiménez, A.; Moreno-Brito, V.; Cervantes-Borunda, M.; Hernandez-
Torres, R.P. (2020) Response of Creatine Kinase to an Anaerobic Supramaximal Exercise in ACTN3
Genotypes. Revista Internacional de Medicina y Ciencias de la Actividad Fisica y el Deporte vol. 20
(79) pp. 381-393 Http://cdeporte.rediris.es/revista/revista79/artefecto1172.htm

DOI: http://doi.org/10.15366/rimcafd2020.79.001

ORIGINAL

RESPUESTA DE CREATINA QUINASA A UN EJERCICIO
ANAEROBIO SUPRAMAXIMO EN GENOTIPOS DE ACTN3

RESPONSE OF CREATINE KINASE TO AN ANAEROBIC
SUPRAMAXIMAL EXERCISE IN ACTN3 GENOTYPES

Glereca-Arvizuo, J.!: Ramos-Jiménez, A.%2. Moreno-Brito, V.3 Cervantes-
Borunda, M.* y Hernandez-Torres, R.P.*

!Docente e investigador. Departamento de Ciencias de la Salud, Divisién Multidisciplinaria en Ciudad
Universitaria. Universidad Auténoma de Ciudad Juérez (México) jaime.guereca@uacj.mx

2 Docente e investigador. Departamento de Ciencias de la Salud, Instituto de Ciencias Biomédicas.
Universidad Auténoma de Ciudad Juarez (México) aramos@uacj.mx

3 Docente e investigador. Facultad de Medicina y Ciencias Biomédicas. Universidad Autbnoma de
Chihuahua (México) vmoreno@uach.mx

4 Docentes e investigadores. Facultad de Ciencias de la Cultura Fisica. Universidad Autbnoma de
Chihuahua (México) mcervant@uach.mx, rhernant@uach.mx

AGRADECIMIENTOS: Los autores agradecen al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
(CONACYT) por la beca doctoral de Jaime Glereca Arvizuo (371390/249892).

Codigo UNESCO/UNESCO Code: 2409 Genética / Genetics; 5899 Deportes /
Sports

Clasificacion del Consejo de Europa/Council of Europe Classification: 2.
Bioquimica del deporte / Biochemistry of sport

Recibido 28 de agosto de 2018. Received August 28, 2018
Aceptado 2 de febrero de 2019. Accepted February 2, 2019

RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue investigar las diferencias en la actividad de la
enzima Creatina Quinasa (CK) en pre y post ejercicio anaerobio supramaximo
(EASM) en portadores de los genotipos del gen de la alfa-actinina-3 (ACTN3). Se
reclutaron 39 hombres sanos fisicamente activos (18-35 afios) y se sometieron a un
EASM de 30 s (Wingate). El gen ACTNS3 se determiné a partir del ADN de glébulos
blancos en sangre periférica y se evalud la actividad de la CK en muestras
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sanguineas en condiciones basales, a las 24 y 48 h post EASM. Los portadores del
genotipo XX vs RR presentaron 1,4 veces menor actividad de CK en condiciones
basales (p<0,05) y una mayor actividad de CK a las 24 h post ejercicio (p<0,05).
Una serie de EASM fue capaz de causar un incremento significativo de la actividad
de CK a las 24 h en los portadores del genotipo XX.

PALABRAS CLAVE: Alfa-actinina-3, creatina quinasa, genética deportiva,
polimorfismo genético.

ABSTRACT

The aim of the present study was to investigate the differences in the activity of the
enzyme Creatine Kinase (CK) in pre and post anaerobic supramaximal exercise
(ASME) on carriers of the genotypes of the alpha-actinin-3 gene (ACTN3). 39
healthy physically active men (18-35 years) were enrolled and underwent an
ASME of 30 s (Wingate). The ACTN3 gene was determined from the DNA of white
blood cells in peripheral blood and the CK activity was evaluated in blood samples
in basal conditions, at 24 and 48 h after of ASME. The carriers of genotype XX vs
RR had 1.4 times lower CK activity in basal conditions (p<0.05) and higher CK
activity at 24 h after exercise (p<0.05). A series of ASME was capable of causing a
significant increase in CK activity at 24 h in the XX genotype carriers.

KEYWORDS: Alpha-actinin-3, creatine kinase, gene polymorphism, sports
genetics.

INTRODUCCION

El estudio de la genética en fechas actuales ha permitido conocer que la expresion
de ciertos genes beneficia las capacidades fisicas. No obstante, las capacidades
fisicas no estan determinadas por un solo gen, sino por la sinergia e interaccion de
varios genes y la respuesta de estos a las condiciones ambientales (Saunders et
al., 2007). A la fecha, se han estimado aproximadamente mas de 200 variaciones
genéticas relacionadas al rendimiento deportivo (Bray et al., 2009) pero, sélo poco
mas de 20 polimorfismos estan estrechamente relacionados con el deportista de
alto rendimiento (Bray et al., 2009). El polimorfismo R577X del gen de la alfa-
actinina-3 (ACTN3), es uno de los polimorfismos mas estudiados en el ambito del
desemperio deportivo y de las capacidades fisicas.

El gen ACTN3 presenta dos alelos, el alelo R codifica para la proteina funcional alfa-
actinina-3 y del alelo X se obtiene una proteina alfa-actinina-3 no funcional
(MacArthur y North, 2004). La proteina alfa-actinina-3 se expresa sélo en musculo
esquelético, especificamente en las fibras de contraccion rapida (Beggs et al.,
1992), y es una de las principales componentes estructurales de la linea Z del
sarcomero (Beggs et al., 1992). La combinacién de los alelos R y X da origen a los
genotipos RR, RX y XX. Estos genotipos, han sido asociados con el rendimiento
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deportivo habiendo indicios de que proporcionan ventaja deportiva, ya sea de tipo
aerébica o anaerdbica (MacArthur y North, 2004). Dicho de otra manera, los
genotipos RR y RX se asocian con una mayor capacidad de desarrollar potencia
(Orysiak et al., 2014), fuerza (Broos et al., 2015) y velocidad (Mikami et al., 2014).
Mientras que el genotipo XX favorece las actividades de resistencia aerébica (Yang
et al., 2003).

Se ha reportado que la proteina ACTNS3 tiene funciones de sefializacion metabdlica
en el musculo esquelético, al menos en modelo murino (Lee, Houweling, North y
Quinlan, 2016), y por ello favorecer la fuerza muscular (MacArthur et al., 2008). Sin
embargo, también se conoce que la ausencia de esta proteina (genotipo XX) no
perjudica la contraccién muscular (Zanoteli et al., 2002), pero provoca cambios a
nivel enzimético en masculo esquelético de raton KO, modificando el metabolismo
de las fibras rapidas, volviéndolas mas oxidativas (MacArthur et al., 2008). Se
reporta ademdas una disminucion en las propiedades elasticas de las proteinas
musculares a nivel de lalinea Z del sarcomero (Seto et al., 2011), lo que se reflejaria
en una menor capacidad de generar contracciones fuertes y rapidas. Con lo anterior
podemos deducir que los portadores del genotipo XX serian mas susceptibles al
dafio muscular provocado por contracciones fuertes y rapidas (Clarkson et al., 2005;
Vincent et al., 2010) lo cual se veria reflejado en un incremento en la actividad de la
Creatina Quinasa (CK).

Por otro lado, recientemente, se han reportado resultados inconsistentes en la
actividad enzimatica de la CK post ejercicio entre genotipos de ACTN3 (Clarkson et
al., 2005; Vincent et al., 2010; Venckunas et al., 2012). En el ambiente deportivo, la
CK, es utilizada como marcador bioquimico de dafio tisular (Landau et al., 2012; Wu
et al., 2004), sus concentraciones en plasma se incrementan posterior al ejercicio
aerobico (Hoffman, Ingwerson, Rogers, Hew-Butler y Stuempfle, 2012) o anaerobico
(Rodas et al., 2002; Vincent et al., 2010), siendo suficiente una sola sesion de
ejercicio anaerobio supramaximo (EASM) para verla aumentada (Hammouda et al.,
2012). Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue investigar las diferencias
en la actividad de la enzima CK pre y post EASM (Wingate) entre genotipos de
ACTN3 en participantes fisicamente activos.

MATERIALES Y METODOS
Participantes

En un estudio transversal-observacional se reclutaron a 42 hombres sanos
fisicamente activos (edad 18-35 afios) que realizaban actividades deportivas tres o
mas dias a la semana. Los criterios de inclusién fueron: hombres saludables y
fisicamente activos. Los de exclusion: atletas de alto rendimiento, deportistas y
participantes que estuvieran bajo algun tratamiento médico farmacoldgico, o que
presentaran alguna lesion muscular que les impidiera realizar ejercicio fisico. Antes
de los estudios, a cada uno de los participantes se les explicaron los procedimientos
y riesgos propios de las evaluaciones del estudio, posteriormente firmaron la carta
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de consentimiento informado. Para asegurarse del buen estado de salud de los
participantes se les aplico un cuestionario de salud general y el cuestionario PAR-
Q & YOU (Thomas et al., 1992). El protocolo de investigacion y sus procedimientos
fueron aprobados por el comité de ética de la Universidad Autonoma de Ciudad
Juérez (CBE.ICB/053.08-15), basados en las recomendaciones de la declaracion
de Helsinki.

Todas las mediciones y determinaciones se realizaron de 8 a 10 h, pidiendo a los
participantes presentarse al laboratorio en condiciones de ayuno de al menos 8 h, y
sin haber practicado ejercicio y/o actividad fisica intensa durante 3 dias previo al
estudio.

Ejercicio anaerobio supraméximo

Antes de la aplicacion del EASM se peso al sujeto en traje de bafio con una bascula
digital (SECA 876, Hamburgo, Alemania). Posteriormente se aplicO un
calentamiento general de 10 min incluyendo 5 min en bicicleta, para luego aplicarle
el test anaerdbico de Wingate como EASM (Monark Ergomedic 884e, Suecia), de
acuerdo con los procedimientos ya publicados (Bar-Or, 1987). La carga aplicada al
cicloergometro durante el test fue el 7,5% del peso corporal del participante.

Determinacion de la actividad enzimatica de la CK

Para determinar la cinética de la CK en plasma se pidi6 al participante presentarse
durante 3 dias consecutivos, en los cuales, a través de una puncion en la vena
antecubital, se obtuvo una muestra sanguinea antes de la aplicacion del EASM, a
las 24 y 48 h post EASM. La concentracion de CK se determiné a través de un
analizador de quimica clinica (Cobas Integra 400 plus, Roche Instrument Center,
USA).

Genotipos

A través de un kit comercial MasterPure (Epicentre Biotechnolgies, USA) se obtuvo
ADN gendémico de leucocitos. Se amplificé un segmento de 291 pares de bases (pb)
del gen ACTN3 aplicando la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
se utilizaron los siguientes cebadores: directo: 5-CTGTTGCC
TGTGGTAAGTGGG-3’ y reverso: 5'-GGTCACAGTATGCAGGAGGG-3’ (Eurofins
MW G-Operon, Alemania). La reacciéon de la PCR se realiz6 mezclando: 19 uL de
agua estéril, 2,5 puL de buffer, 0,75 yL de MgCl,, 0,5 pL de dNTP’s, 0,5 pL del
cebador directo/reverso, una muestra de ADN a 100 ng y 0,25 uL de la enzima Taq
polimerasa, todo lo anterior sometido a 35 ciclos bajo las siguientes condiciones de
amplificado: desnaturalizacién inicial de 95°C durante 10 min y de 95°C durante 1
min para la segunda desnaturalizacion. Para la etapa de alineacién fue de 58°C
durante 30 s y la etapa de elongacién de 72°C durante 1 min, una etapa de
finalizacién a 72°C durante 10 min. Para la determinacion de los genotipos de
ACTN3, se combiné el amplificado de PCR y la enzima Ddel (Desulfovibrio
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desulfuricans) (New England BioLabs, Estados Unidos) y se incub6 a 37°C en calor
humedo durante 4 h y 20 min de inactivacion a 65°C. Se visualizaron los productos
en geles de poliacrilamida al 12%. Para el genotipo RR se obtuvo las siguientes
bandas: 205 y 86 pb, mientras que para el genotipo RX: 205, 108, 97 y 86 bp, por
ultimo, para el genotipo XX: 108, 97 y 86 pb (Figura 1)

Mediciones antropométricas, somatotipo y composicion corporal

Todas estas mediciones se realizaron de acuerdo con el protocolo ya publicado
(Guereca et al., 2017) y siguiendo la metodologia estandarizada por la International
Society for the Advancement of Kinanthropometry (ISAK). Para determinar los
componentes del somatotipo (Heath y Carter, 1990) y composicién corporal se
utilizé el software LifeSize 2,0 (Sidney, Australia) (Olds y Norton, 2000).

Analisis estadisticos

Para conocer las diferencias en las frecuencias genotipicas se realizé una Chi
cuadrada (y?) para el total de la poblacién (42 participantes). Sin embargo, 3
participantes no completaron la totalidad de las mediciones y fueron eliminados del
estudio. El tamafio de la muestra se calculo con el programa G*power 3,1,9,2 (Faul,
Erdfelder, Lang y Buchner, 2007), usando un tamario del efecto de 0,50, un valor de
alfa de 0,05 y un poder de 0,80, sugiriendo una muestra total de 9 participantes por
grupo. Para comprobar la normalidad de los datos se aplico el test de Shapiro-Wilk,
y se buscaron valores atipicos utilizando el diagrama de cajas y bigotes. En la
busqueda de diferencias entre genotipos, caracteristicas antropométricas y
actividad de CK, se aplico un analisis de varianza (ANOVA) multivariante y la prueba
post hoc de Tukey. Para analizar las diferencias en la actividad de la CK entre
genotipos, entre tiempo y la posible influencia de la edad y masa muscular, se aplico
un ANOVA de medidas repetidas, colocando al genotipo como factor inter-sujetos,
la edad y la masa muscular como covariable, seleccionandose el método Bonferroni
para comparar los efectos principales. Por ultimo, para eliminar la posible influencia
de los valores basales en CK se realizé un ANOVA univariante de los residuales (24
y 48 h menos las concentraciones basales). El nivel de significancia estadistica fue
del 0,05. Los datos se analizaron con el programa SPSS versién 22,0.

RESULTADOS

Las frecuencias alélicas y genotipicas se presentan en la Tabla 1, observandose
gue la muestra poblacional se encuentra en equilibrio Hardy-Weinberg (X? = 0,095;
p =0,75).
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Tabla 1. Frecuencias genotipicas y alélicas del gen ACTN3.

Frecuencia genotipica n (%)
Muestra

Frecuencia alélica %

RR

RX

XX

R X

Hombres (n: 42)

10(25)

22(50)

10(25)

0,50 0,50

X2=0095.p=0,75.

Las caracteristicas fisicas de los participantes entre genotipos fueron semejantes,
excepto en la estatura (tabla 2), donde los participantes con genotipo RR fueron
mas altos que sus contrapartes. Los resultados de la actividad de CK se presentan

al final de la Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas antropomeétricas y fisicas de los sujetos agrupados por genotipos de
ACTNS.

RR (n=9) RX (n=20) XX (n=10)
Edad (afios) 254+20 23827 249+55
Peso (kg) 80,5+ 10,6 77,7+134 741+ 19,0
Talla (m) 1,79 £ 0,05%° 1,73 £ 0,04 1,72 + 0,08
IMC (kg/m?) 248+28 25 37T 245+50
Masa grasa (kg) 11,9+48 12,5+ 51 12,7 +8,7
Grasa corporal (%) 154+50 16,3+ 48 155+6,5
Masa muscular (kg) 31,746 320+42 314271
Muslo medio (cm) 531x24 534+46 508+6,0
Endomorfia 39+15 49+18 4729
Mesomorfia 42+0,9 5108 49+13
Ectomorfia 21+09 1.,56+£10 2.0 247
CK basal (UI/L) 188,1 £+ 62.7° 1499+ 488 1299+ 38,8
CK 24 h (Ul/L) 188,9 + 76,1 1726 +63 4 200,5 + 96,7
CK 48 h (Ul/L) 200,6 + 99,6 1562,1 £ 523 1454 £ 470

Los valores se presentan en medias + desviacion estandar (DE). IMC = Indice de masa corporal,
CK= Creatina Quinasa. @ diferencias entre genotipos RR vs RX. ® diferencias entre genotipos RR vs
XX.p <0,05.

Los resultados de los fragmentos obtenidos de la restriccion enzimatica con la
enzima Ddel para la determinacion de los genotipos de ACTN3, se muestran en la

Figura 1.
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Figura 1. Fragmentos obtenidos de la restriccion enzimatica con la enzima Dde/. Carril M: Marcadores de
25 pb (1 pg/pL). Se cargaron 2.5 pl a 160 ng/pl.. Camiles 1 al 6 20 pl de producto digendo de muestras
representativas con buffer de carga 10X (azul de bromofenol). Flechas: Fragmentos de diferentes
tamanos obtenidos de la digestion de cada producto de amplificacion. Gel de poliacrilamida/bisacrilamida
al 12% tefildo con bromuro de etidio (concentracion final de 10 pg/pl) en camara de electroforesis vertical
grande: (26x25 cm) Hoefer SB 600 Ruby (GE) Comda electroforética: 145 min a 300 V. M: Marcador

molecular. pb. pares de base

Al analizar de manera individual las concentraciones iniciales (tiempo 0) de CK entre
genotipos, se observd una menor concentracion en el genotipo XX vs RR (Figuras
2 y 3). Al analizar de manera simultanea por medidas repetidas las diferencias en
CK entre genotipo y tiempo, sélo se observaron diferencias entre tiempo, siendo
mayor las concentraciones de CK a las 24 h respecto a los valores basales (p =
0,012); sin embargo, a través del analisis univariante de los residuales se observo
gue solo en el genotipo XX vs RR la CK se elevé y presento diferencias estadisticas

a las 24 h post EASM (Figura 3).

250
* - RX
- RR
_:; 200 -
=
b
© 150-
100 T T L]
0 24 48
Tiempo (h)

Figura 2. Comparacién de la actividad de CK entre genotipos de ACTN3 en diferentes tiempos evaluados
después de realizar una prueba de Wingate con el 7.5% del peso corporal agregado al pedaleo. Los
valores se presentan en medias y error estandar. * Diferencia estadistica entre XX y RR. CK: Creatina

Quinasa.
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Figura 3. Comparacion de la actividad de CK entre genotipos de ACTNS3 en diferentes tiempos evaluados
después de realizar una prueba de Wingate con el 7.5% del peso corporal agregado al pedaleo. Los
valores se presentan en medias de los valores residuales y su error estandar. * Diferencia estadistica

entre XX y RR. CK: Creatina Quinasa.

DISCUSION

Al eliminar la posible influencia de las condiciones basales de la actividad de CK por
medio del analisis de los residuales, se observé que los portadores del genotipo XX
vs RR presentan una mayor actividad a las 24 h post EASM, regresando a sus
valores basales a las 48 h (p <0,05). Dichos resultados son similares a los
reportados previamente por Vincent et al. (2010), quienes reportaron una tendencia
no significativa, a las 24 h post ejercicio excéntrico. Lo anterior nos sugiere que los
portadores del genotipo XX vs RR podrian ser mas susceptibles a sufrir dafio
muscular después de una serie de EASM. Los presentes resultados estan acordes
a lo hipotetizado, pues se esperaba que los portadores de los genotipos XX vs RR
presentarian una mayor actividad de la enzima CK post ejercicio. Se ha descrito que
la actividad de CK en personas no entrenadas es mayor post ejercicio (Vincent y
Vincent, 1997), sin embargo, en este trabajo no encontramos diferencias en las
caracteristicas fisicas de los sujetos que pudieran influir en la actividad de CK. Se
ha encontrado también que, en ratones, los portadores del genotipo XX presentan
una disminucién en las propiedades elasticas de las proteinas musculares a nivel
de la linea Z del sarcomero (Seto et al., 2011), provocando una disminucion en las
interacciones con otras proteinas musculares (Seto et al., 2011), lo que los haria
mas susceptibles al dafio muscular durante el ejercicio (Clarkson et al., 2005). Por
otro lado, se presume que la presencia del alelo R juega un papel de proteccion
contra el dafio muscular ante el incremento del ejercicio (Vincent et al., 2010)

Dado a las bajas concentraciones de CK encontradas a las 24 y 48 h post EASM (<
500 UI/L), se considera que el ejercicio aplicado no fue de intensidad suficiente para
provocar dafio muscular (Martinez-Abat et al., 2005). Los resultados mas altos de
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CK post ejercicio fueron de 200,5 UI/L en el genotipo XX, datos cercanos a los
valores basales encontrados por otros autores (166-177 UI/L; Schumann y Klauke,
2003). Por lo anterior, una posible limitacion del estudio fue no detectar el mejor
momento para determinar la maxima actividad de la CK; sin embargo, hay
contradicciones con relacién al tiempo de deteccion del pico maximo de CK post
ejercicio. Por ejemplo, en el trabajo de Pimenta et al. (2012) reportan la mayor
actividad de CK a las 4 h post ejercicio, por el contrario, otros estudios mencionan
gue la mayor actividad se encuentra entre las 24 y 48 h post ejercicio (Vincent et al.,
2010; Venckunas et al., 2012).

Por otro lado, el presente estudio muestra que los portadores del genotipo XX vs
RR presentan menor actividad de CK en condiciones basales (1,4 veces menos),
datos similares a los reportados por Clarkson et al. (2005). La menor actividad de
CK observada en los portadores del genotipo XX podria ser debido al tipo de fibra
muscular. Se ha reportado que los portadores del genotipo XX vs RR y RX
presentan mayor proporcion de fibras tipo | (Ahmetov et al., 2011), mientras que los
portadores del genotipo RR vs XX, presentan mayor proporcion de fibras
musculares lIx (Vincent et al., 2010) y una mayor area seccional transversal en las
fibras lla y lIx (Broos et al., 2016) siendo las fibras tipo Il las que contienen una
mayor concentracion de CK (Jansson, y Sylvén, 1985) debido a su metabolismo
energetico.

Se ha observado que la actividad de la CK se modifica por la edad, el género, la
raza y la masa muscular (Baird, Graham, Baker, y Bickerstaff, 2012; Meltzer, 1971).
Para determinar la posible influencia de la edad y la masa muscular sobre la
actividad de la CK, se incluyeron como covariables en el modelo estadistico, sin
embargo, no se observo la participacion de ninguna de ellas.

Los estudios donde se relaciona la actividad de la CK y los genotipos de ACTN3
son escasos (Clarkson et al., 2005; Vincent et al., 2010; Venckunas et al., 2012),
una de las principales diferencias entre dichos estudios y el presente trabajo, son
los protocolos de ejercicio empleados para la estimulacion de la CK. En el presente
estudio se aplicd una sola sesion de EASM, mientras que Vincent et al. (2010)
emplearon 20 repeticiones de contracciones excéntricas maximas de rodilla,
Clarkson et al. (2005) emplearon 50 repeticiones de contracciones exceéntricas
maximas en flexores de codo, y Venckunas et al. (2012) emplearon 2 series de 50
saltos verticales. Dichos protocolos se basan en movimientos poco frecuentes
durante la préactica de algun deporte de alto rendimiento, no obstante, y a pesar de
utilizar protocolos anaerdbicos de ejercicio diferentes, ninguno de ellos estimulo
incrementos significativos en la actividad de CK entre los genotipos.

Debido a que la prueba de Wingate aqui aplicada detecté poco incremento, pero
significativo de CK a las 24 h post ejercicio, y solo en los portadores del genotipo
XX, se sugiere un muestreo de la actividad de CK con intervalos mas cortos entre
las 4y 24 h post EASM, ademas un protocolo de ejercicio mas intenso y de mayor
tiempo, ya que se ha observado que cuando el ejercicio es de mayor duracion, las
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concentraciones de CK en plasma son mucho mayores (Belli et al., 2017; Del Coso
et al., 2017).

CONCLUSIONES

El presente estudio muestra que los portadores del genotipo XX vs RR presentan
menor actividad de CK en condiciones basales y una mayor actividad a las 24 h post
EASM. Sin embargo, la intensidad, el tiempo y tipo de ejercicio aplicado no fueron
suficientes para estimular una elevacion de la CK superior a las 500 UI/L, nivel
sugerido como indicador de dafio muscular.
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