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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de un entrenamiento intenso
en atletas de resistencia sobre el comportamiento de las colinesterasas (ChE) tras
condiciones de fatiga y su relacion con otros marcadores de carga interna.
Participaron 18 atletas de sexo masculino especialistas en pruebas de resistencia.
Se evaluo las ChE y dos indices de variabilidad de la frecuencia cardiaca en tres
momentos diferentes, previo al protocolo (BASAL), 15 minutos posterior al protocolo
(FINAL) y 24 horas después del entrenamiento (24H). Un ANOVA de una via con
post-hoc de Tukey HSD se utiliz6 para comparar las medias. Se encontraron
cambios significativos en las variables analizadas (p < .001) con tamarios de efecto
muy grandes (d > 0.9) en los diferentes momentos y correlaciones moderadas entre
variables (p <.001). El comportamiento de las ChE muestra un cambio significativo
(p <.001) posterior al ejercicio y una relacion con otros indicadores de carga interna.
Nuestros resultados indican que las ChE tienen relacion con la fatiga en el caso de
los deportistas estudiados, pudiendo ser una medida para determinar la carga de
entrenamiento.

PALABRAS CLAVE: Acetilcolinesterasa, Butirilcolinesterasa, Recuperacion,
Marcadores de carga interna, Variabilidad de la frecuencia cardiaca

ABSTRACT

The objective of the present study was to evaluate the effect of intense training in
endurance athletes on the behaviour of cholinesterases (ChE) after fatigue
conditions and its relationships with other internal load markers. 18 male athletes
specializing in endurance events participated. ChEs and two index of heart rate
variability were evaluated at three different moments, before the study protocol
(BASAL), 15 minutes after (FINAL) and the day after finishing the training (24H). A
one-way ANOVA with post-hoc Tukey HSD was used to compare means.
Significant differences were found in the variables analysed (p < .001), with very
large effect sizes (d > 0.9) between BASAL, FINAL and 24H and moderate
correlations between ChE and LnRMSSD and SS (p <.001). The behaviour of the
ChEs showed a significant change (p < .001) after exercise and relationship with
other internal training load indicators. Our results indicate that ChEs are related
with fatigue in the studied athletes and may be a measure for training load
determination.

KEY WORDS: Acetylcholinesterase, Butyrylcholinesterase, Recovery, Internal
load markers, Heart rate variability
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INTRODUCCION

Cuantificar la carga de entrenamiento es considerado de suma importancia por su
utilizacién en el control de las cargas de trabajo durante el ejercicio [1]. Es por ello
que resulta fundamental cuantificar el estrés generado por el ejercicio conocido
como carga interna [2], ya que permite determinar si el estimulo provocado por la
carga externa [3] facilita el aumento en el rendimiento del atleta, con una
recuperacion optima para cumplir con las adaptaciones del entrenamiento [2].

Cuando no hay un control de la carga y la densidad del entrenamiento es
inadecuada, se puede ocasionar una fatiga inducida por el ejercicio o actividad fisica
intensa, reduciendo, e incluso siendo incapaz de producir fuerza muscular voluntaria
maxima [4]. Esta fatiga puede ser de tipo central o periférica, donde uno de los
principales componentes de esta ultima, son los cambios producidos en los
mecanismos que se encuentran después de las uniones neuromusculares [5-7].
Este tipo de fatiga altera el mecanismo del potencial de accion nervioso y el
potencial de accion muscular por diversos factores, entre ellos la desregularizaciéon
de la neurotransmision, disminucién en la sensibilidad de receptores colinérgicos,
entre otros [7].

Es conocido que los cambios fisioldgicos y metabdlicos parecen ser los causantes
de esta fatiga [8,9]. En respuesta, existen varios métodos para controlar y medir la
carga interna del entrenamiento, entre ellos esta la variabilidad de la frecuencia
cardiaca (VFC) que se ha descrito como indicador de estrés, fatiga, recuperaciéon y
adaptacion al entrenamiento a través de la actividad del sistema nervioso autbnomo
y su interaccion con el corazén [10-12]. Uno de los indices mas utilizados en la VFC
es la raiz cuadrada del valor medio de la suma de las diferencias al cuadrado de
todos los intervalos latido a latido sucesivos del corazén (RMSSD) como medida de
la actividad parasimpatica, utilizando en mayor medida el logaritmo neperiano de la
RMSSD (LnRMSSD) por su mayor sensibilidad [13,14]. Por otra parte, Naranjo et
al. [15] han propuesto un parametro para medir la actividad simpatica llamado indice
de stress (SS), que es el inverso del indice SD2 del Diagrama de Poincaré y
representa un valor directamente proporcional a la actividad simpatica.

A pesar de su importancia, muy pocos trabajos se han centrado en la
neurotransmision y, en particular, en las colinesterasas (ChE) y su posible papel en
la fatiga [16]. Las ChE (acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa) son las enzimas
encargadas de hidrolizar al neurotransmisor acetilcolina (ACh) y han sido
ampliamente estudiadas en investigacion clinica. Sin embargo, estas enzimas
parecen tener unas funciones bioldgicas adicionales cuyo conocimiento es aun
incompleto [17,18]. La acetilcolinesterasa (AChE) se encuentra predominantemente
en el corazdn, cerebro y musculo esquelético modulando la ACh en la hendidura
sinaptica. La butirilcolinesterasa (BChE) predomina en higado y en el suero
sanguineo, hidrolizando la ACh circulante y pudiendo remplazar la accion de AChE
[18].
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Se ha demostrado que uno de los factores que puede influir en la actividad de las
ChE, es el ejercicio fisico y se sabe que después de una sola sesion de actividad
fisica aumenta considerablemente la actividad de estas enzimas en ratas [19]. Otra
investigacion, también realizada en ratas, estudioé el comportamiento de la expresién
de ChE y su relacion con la fatiga [16], sin embargo, existe poca informacién sobre
la actividad de las ChE en la actividad fisica en humanos. Hay dos estudios
recientes [20,21], pero que no relacionan los cambios de las ChE con ningun efecto
sobre la fatiga.

Asumimos, al menos a nivel tedrico, que una de las posibles causas de fatiga podria
ser la disminucién de la neurotransmision [7], e igualmente se puede inferir que el
entrenamiento de resistencia es un inductor de fatiga, probablemente de origen
neuromuscular, aunque poco se sabe al respecto [6]. Por lo tanto, el objetivo del
presente estudio fue evaluar el efecto de un entrenamiento intenso en atletas de
resistencia sobre el comportamiento de las colinesterasas en relacidén con la fatiga
y con otros marcadores de carga interna como el LnRMSSD y SS.

MATERIAL Y METODOS
SUJETOS

Participaron 18 atletas entrenados de pruebas de resistencia de sexo masculino
(edad: 20.66 + 2.79 anos; estatura: 173.93 + 6.17cm; peso: 63.76 £ 7.63Kg). Los
sujetos formaban parte de un grupo de entrenamiento, de forma que todos seguian
la misma rutina. Participaron en el estudio de forma voluntaria, para lo que firmaron
un consentimiento informado. Este estudio fue aprobado por el Comité Etico de la
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, siguiendo los estandares éticos de todos los
principios expresados en la Declaracion de Helsinki [22] para la realizacion de este
estudio.

PROCEDIMIENTO

Al inicio del estudio se realizé un historial clinico a todos los atletas, asi como una
exploracion fisica con el objetivo de descartar cualquier patologia que afectara al
disefo de la investigacion. La sesion de entrenamiento se efectudé en una pista de
tartan de 400 metros de la Universidad Auténoma de Nuevo Leo6n a las 16:00 horas
en un ambiente moderadamente calido y humedo. El entrenamiento consistié en
intervalos de 100, 200, 300, 400, 800 y 1000 metros a la maxima intensidad
permitida para cada distancia, con periodos de recuperacion entre cada intervalo de
2 minutos. Se realizaron tres tomas para las variables: la primera antes de comenzar
el protocolo de estudio (BASAL), la segunda medicion se realizo a los 15 minutos
de finalizar la sesién de entrenamiento (FINAL) y la tercera muestra se tomé a la
mafana siguiente de finalizar el entrenamiento (24H).

Las variables analizadas fueron el LnRMSSD, SS (mediciones no invasivas) y ChE
(medicion invasiva) como medidas de carga interna para controlar el estrés fisico
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generado por el entrenamiento. La toma de muestras sanguineas se realizé por
venopuncion y la sangre se almacend en tubos de 4 mL con anticoagulante de
heparina de sodio (BD Vacutainer Sodium Heparin) siguiendo el procedimiento del
Clinical and Laboratory Standards Institute [23]. Las muestras fueron centrifugadas
a 3000 rpm por 10 minutos para separar el plasma que fue almacenado a -80° C
hasta su procesamiento.

ANALISIS DE COLINESTERASAS

Se utilizé el método de espectrofotometria colorimétrica mediante el Kit de ensayo
de Acetilcolinesterasa (Acetylcholinesterase Assay Kit Colorimetric ab138871). Para
la mezcla de reaccion se prepara la solucidon estandar de acetilcolinesterasa y las
diluciones seriadas para la curva de calibracion. Se colocé los estandares, las
muestras y los controles blancos en las placas. Las muestras fueron diluidas 1:5,
mas 50 pL de la mezcla de reaccion. Se deja encubando por 30 minutos a
temperatura ambiente protegido de la luz y posteriormente se analiza en un lector
de absorbancia de microplaca Bio-Rad a 420 nm (iMark Bio-Rad Clinical
Diagnostics, California, USA) hasta obtener el resultado para posteriormente
corregir las concentraciones de la dilucidn. Se realizaron dos mediciones no
consecutivas de las ChE y se calculé la confiabilidad en ICC = 0.79 (IC 95% = 0.70;
0.86). En este estudio se valoran en conjunto las dos isoformas de ChE: la AChE y
la BChE.

VARIABILIDAD DE LA FRECUENCIA CARDIACA

La monitorizacion de la VFC se realiz6 mediante el equipo Polar Team 2 (Polar
Team?, Polar Electro OY, Kempele, Finland) durante 10 minutos en un ambiente
controlado y en posicidon supina. Los datos fueron analizados mediante el software
Kubios v.2.2 (Kubios HRV, University of Eastern Finland, Kuopio, Finland), para
posteriormente calcular el logaritmo neperiano a los datos de RMSSD, como
variable de la actividad parasimpatica. Igualmente, a partir de los valores de SD2 se
calculé el SS como medida de la actividad simpatica, siguiendo el protocolo
propuesto por Naranjo y colaboradores [15].

ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizé el paquete estadistico SPSS en su version 25 para el analisis de los datos
(IBM Corp., Armonk, NY) utilizando un nivel de significancia de p < .05. Se realizé
la prueba de normalidad utilizando el test de Shapiro-Wilk. Se utilizd6 en analisis
ANOVA vy posteriormente el post-hoc de Tukey HSD para la comparacion de
medias. Se utilizé la correlacion de Pearson para las relaciones entre las variables.
La fiabilidad de las mediciones de colinesterasa se evalué mediante el analisis del
coeficiente de correlacion intraclase.

La magnitud del cambio por tomas fue evaluada por el tamano del efecto (ES)
usando la d de Cohen [24]. Se consideron los intervalos propuestos por Hopkins y
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colaboradores [25] siendo 0.1, cambio pequefio; 0.3 moderado; 0.5 grande; 0.7 muy
grande y 0.9 extremadamente grande.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se observan los datos descriptivos de las variables durante las
diferentes tomas, con media (M) y desviacién estandar (DE). Ademas, se muestra
el comportamiento y los cambios significativos en las variables analizadas. El
LnRMSSD y el SS presentan un cambio significativo en la toma FINAL y estas dos
variables junto con las ChE muestran un cambio significativo en la toma de 24H,
pudiendo observar que el LnRMSSD y SS tienen un comportamiento inverso vy
similar.

Tabla 1. Medias y desviacion estandar de las variables analizadas en los 3 momentos de la

evaluacion
M £ DE M £ DE M £ DE
BASAL FINAL 24H
ChE (mU/mL) 4195.11 £+ 457.84 4354.75 + 429.58 3104.34 + 577.08*$§
LnRMSSD (UA) 1.84 + 0.21 0.91 + 0.26* 1.75+ 0.13%§
SS (UA) 10.42 + 3.43 26.40 + 10.42* 10.73 + 3.925¢§

Nota. M = Medias de los datos. DE = Desviacién estandar de los datos. BASAL = Previo al
entrenamiento. FINAL = Al finalizar el entrenamiento. 24H = Un dia después del entrenamiento. (*)
Diferencia significativa (p <.001) con respecto BASAL. (§) Diferencia significativa (p <.01) con
respecto a FINAL. (§§) Diferencia significativa (p <.001) con respecto a FINAL.

Para reforzar los cambios significativos encontrados en la Tabla 1, se muestran en
la Tabla 2 los valores del tamafio del efecto para observar la magnitud de cambio
de las variables y que estos cambios no fueran al azar, donde encontramos que los
cambios significativos valorados muestran tamanos del efecto muy grandes en la
toma FINAL para el LhnRMSSD y SS. Estas dos variables a su vez junto con las ChE,
muestran también tamafios del efecto muy grandes para la toma FINAL.

Tabla 2. Magnitud de cambio de las variables mediante el tamafo del efecto

Tomas ChE LnRMSSD SS
BASAL vs FINAL 0.360 -3.956 2.305
BASAL vs 24H -2.108 -0.504 0.082
FINAL vs 24H -2.484 4.323 -2.184

Nota. BASAL = Previo al entrenamiento. FINAL = Al finalizar el entrenamiento. 24H = Un dia
después del entrenamiento.
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Al explorar los coeficientes de correlaciéon de Pearson se encontraron correlaciones
moderadas y estadisticamente significativas entre las ChE y LnRMSSD (r = -.480;
p =.001) y entre las ChE y SS (r =.419; p =.001).

DISCUSION

La contribucion principal de este estudio fue mostrar el comportamiento de las ChE
en plasma, asi como su relacion con otros marcadores de carga interna antes y
después de un entrenamiento en fondistas universitarios.

Dentro de la literatura, se ha descrito que las ChE podrian tener modificacién de su
actividad influida por el ejercicio fisico, esto se ha descrito en varias investigaciones
tanto en ratas [16,19], como en humanos [20,21]. Ademas la han relacionado con la
fatiga neuromuscular en ratas despues de un protocolo de ejercicio [16]. Sin
embargo, ninguno de los estudios realizados en humanos lo ha relacionado con su
posible papel en torno a la fatiga. De acuerdo con nuestros resultados, los valores
de ChE registrados tras la sesion de entrenamiento en la toma FINAL no muestran
ningun cambio significativo (p = 0.851) ni relevante (d = 0.36). Estos resultados no
coinciden con el incremento reportado en otros estudios [20,21], probablemente por
el protocolo de ejercicio utilizado. En estos dos trabajos se realiza una actividad a
baja intensidad: 30 min a 7 Km/h [20] y 60 min a 10.6 £ 1.7 Km/h [21]. Sin embargo,
en nuestro estudio se analiza el efecto de un entrenamiento de intervalos de alta
intensidad. Esto sugeriria que los niveles en plasma de ChE no se eleven por las
altas tasas de hidrolisis el mecanismo de neurotransmisién por el tipo de ejercicio
realizado.

Por otro lado, el descenso de las ChE que se presenta para la toma 24H con
respecto a latoma BASAL y a la toma FINAL podria deberse a varios factores, entre
ellos, un efecto para favorecer la neurotransmision durante el proceso de
recuperacion. Otro, probablemente por factores internos que pudieran afectar su
sintesis [17], como el ejercicio fisico [20] y la regularizacion de la expresion del gen
de acetilcolinesterasa (ACHE) en respuesta al estado fisiologico ocasionado por
esos estimulos externos [18].

La idea de la relacion con la neurotransmision se veria reforzada por el hecho de
que en nuestros resultados encontramos una correlacion inversa entre las ChE y el
LnRMSSD (actividad parasimpatica) y una relacién directa entre las ChE y el SS
(actividad simpatica). Se sabe que la actividad parasimpatica esta mediada por la
liberacion de ACh en la descarga eferente del nervio vagal [12,26] y en esta linea,
un estudio de Canaaniy colaboradores [27] demuestra que al descender la actividad
de la AChE se acelera la recuperaciéon de la frecuencia cardiaca (FC) y aumenta la
VFC [28]. Sin embargo, otros autores [29] no encontraron ningun cambio
postejercicio después de la inhibicion de AChE en sujetos sanos, pero si en
cardiopatas [30].
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El LnRMSSD, como era de esperar, desciende después del ejercicio y el SS
aumenta inmediatamente en la toma FINAL respecto a la toma BASAL, por la
suspension casi total de la actividad parasimpatica y elevacion simpatica, tal como
lo han reportado varios estudios [31-34]. Se ha descrito dentro de la literatura que
esto se pudiera deber a que cuanto mayor es la intensidad relativa del ejercicio,
mayor es la carga metabdlica (H*, fosfato inorganico, liberacion de epinefrina), que
tendra un efecto sobre la estimulacién barorrefleja y metabolorrefleja que estaria
relacionado con una baja actividad parasimpatica y una alta actividad simpatica
[10,35-37].

Posteriormente en la recuperacion encontramos un aumento del LnRMSSD y un
descenso del SS en la toma 24H respecto a la toma FINAL, alcanzando valores que
no difieren de los valores iniciales de la toma BASAL. Esto es debido principalmente
a la reactivacién parasimpatica por la regulacion del descenso de catecolaminas
circulantes, descenso de la presion arterial, y de los propios barorreflejos y
metabolorreflejos. Esto a su vez tendra un efecto reflejo eferente de la estimulacion
vagal que aumentara la actividad parasimpatica y provocando una caida de la
estimulacion simpatica [11,12,38-40]. Por otra parte, la normalizacion de los datos
de VFC a las 24 horas de un ejercicio de estas caracteristicas esta bien
documentada en la bibliografia [39,41].

Las limitaciones principales de este estudio fue el no tener acceso a una medicion
directa de los procesos de neurotransmisién. Por otro lado, y en vista de los
resultados obtenidos, podria haber sido interesante observar el comportamiento de
recuperacion de las ChE posterior a las 24 horas de acabado el ejercicio. Sin
embargo, los resultados encontrados nos permitiran incursionar sobre nuevas
perspectivas del rol de las ChE en el ejercicio.

CONCLUSIONES

El comportamiento de colinesterasas podria ser un indicador de carga interna dado
que presenta una relacion aceptable con indicadores de la variabilidad de la
frecuencia cardiaca. Esta funcion podria estar relacionada con su papel mediador
en la neurotransmision.
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