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RESUMEN

Este estudio considerd los efectos de series repetidas de un ejercicio de fuerza a corto plazo en ancianos (edad: 64.5+5.5
afios; n = 10) y hombres jovenes (edad: 25.1£4.9 afos; n = 10) que realizaron seis series de ejercicio de extension de
rodilla durante dos semanas utilizando varios marcadores de dafio muscular inducido por ejercicio y la actividad
electromiogréfica. Encontramos que los cambios en el transcurso del tiempo en el torque isométrico del cuadriceps, la
actividad de la creatina quinasa y el dolor muscular en los dos grupos fueron similares. Sin embargo, la recuperacion del
déficit de torque agudo estuvo mediada por cambios mas favorables en la actividad electromiografica en el grupo joven
que en el grupo de adultos mayores. El almacenamiento y la reutilizacion de energia eléstica muscular evaluada con
dinamometria mejord selectivamente en el grupo joven al final del protocolo. La concentracién sérica de mioglobina
aumentd selectivamente en el grupo de edad avanzada y permanecid elevada con mas turnos, lo que sugiere una mayor
vulnerabilidad al sarcolema y una adaptacién metabdlica menos efectiva en los adultos mayores, que, sin embargo, no



afecto la contractilidad muscular.
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ABSTRACT

This study considered the effects of repeated bouts of short-term resistive exercise in old (age: 64.5£5.5 years; n = 10) and
young men (age: 25.1+4.9 years; n = 10) who performed six knee extension exercise bouts over two weeks using various
markers of exercise-induced muscle damage and electromyographic activity. We found that time-course changes in
quadriceps isometric torque, creatine kinase activity, and muscle soreness in the two groups were similar. However,
recovery in the acute torque deficit was mediated by more favourable electromyographic activity changes in the young
group than in the older adults group. Muscle elastic energy storage and re-use assessed with dynamometry was selectively
improved in the young group by the end of the protocol. Serum myoglobin concentration increased selectively in old group,
and remained elevated with further bouts, suggesting higher sarcolemma vulnerability and less effective metabolic
adaptation in the older adults, which, however, did not affect muscle contractility.
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INTRODUCCION

El envejecimiento induce una pérdida muscular (sarcopenia) y una pérdida de fuerza que son procesos bien conocidos. A la
edad de 70 afios, el area de la seccién transversal del musculo esquelético y la fuerza muscular se reducen en un 25-30% y
un 30-40%, respectivamente [1]. La pérdida de fuerza muscular contintia disminuyendo en un 1-2% por afio [2]. Los
cientificos y gerontélogos diseflan programas de intervencién para atacar la debilidad general, y se ha recomendado que se
utilice ejercicio de fuerza de alta intensidad para retrasar la sarcopenia, pero puede ser limitado debido a la lesién y a la
reparacién muscular [3].

Si bien el ejercicio de alta fuerza (especialmente con sesgo excéntrico) tiene efectos de promocion de la fuerza y el
crecimiento en el musculo esquelético [4,5], 1a alta tension aplicada durante tales contracciones puede inducir ruptura
miofibrilar, dolor muscular de aparicion tardia, elevacion de proteinas musculares en suero y pérdida temporal de la fuerza
tanto en humanos jovenes como en ancianos [6,7,8,9,10]. Estos marcadores de dafio muscular inducido por el ejercicio
(EIMD) generalmente alcanzan su punto maximo entre 24 y 48 horas después del ejercicio y se recuperan entre los dias 5y
7 en los musculos antigravitacionales [11].

La capacidad de respuesta a una sola sesion de ejercicio excéntrico se ha investigado ampliamente en humanos jévenes y
ancianos con resultados variantes que pueden ser el resultado de diferentes metodologias de cuantificacion del EIMD. Por
ejemplo, existe evidencia de que los humanos de edad avanzada son mas susceptibles al EIMD en comparacién con los
humanos jovenes, y la recuperacion se retrasa después de una sola sesion de ejercicio excéntrico cuando se miden los
marcadores inflamatorios [12,13]. Por el contrario, los estudios que utilizan los marcadores EIMD indirectos
convencionales (enzimas y proteinas séricas, fuerza, dolor) han demostrado un mayor dafio en sujetos jovenes que en
ancianos [14,15].

También se ha estudiado el efecto del turno repetido, y en general se acepta que, independientemente de la edad, los
marcadores del EIMD muestran cambios menos graves después del segundo turno de ejercicio, en comparacion con el
primero [16,17]. El fenémeno a menudo se explica por la adaptacion neuronal [18,19], lo que permite que el musculo
distribuya mejor la carga de trabajo entre las fibras; sin embargo, estudios mas recientes han demostrado que la reduccion
de la inflamacioén [20] o la remodelacion de la matriz extracelular [21] pueden contribuir a la proteccidén contra una
segunda lesion. Lavender y Nosaka [15] estudiaron el efecto de la edad sobre el efecto de turnos repetidos, utilizando
marcadores indirectos del EIMD, y se demostré que cuando los dos turnos de ejercicio excéntrico se realizaban con una
pausa de cuatro semanas, el efecto protector conferido por la el primer turno fue menos pronunciado en el grupo mas
anciano. Estos resultados fueron confirmados por Gorianovas y cols. [14], que aplicaron dos turnos de ejercicios de ciclo
estiramiento-acortamiento separados por dos semanas. En contraste con estos estudios, se encontr6 un efecto de serie
repetida similar en mujeres jévenes y ancianas cuando la primera serie de ejercicio excéntrico se repitid siete dias después



de la primera [7]. La inconsistencia en los resultados de estos estudios puede tener su origen en varios factores, como
diferentes disefios experimentales, diferentes medidas de criterio y diferentes edades y géneros de los sujetos estudiados.

Dos problemas importantes surgen de los estudios sobre cuanto dura el efecto protector en los adultos mayores. En primer
lugar, a pesar de que la proteccion puede desempeiiar un papel en la neuroadaptacién temprana, no se realizaron
mediciones de la actividad mioeléctrica [9, 22]. En segundo lugar, los periodos de recuperacion entre los turnos utilizados
en los experimentos no eran realistas; por lo tanto, los resultados son menos informativos cuando se va a disefiar un
programa de intervencién de ejercicio sistematico dirigido controlar a la debilidad muscular. Numerosos estudios
demuestran que tres sesiones por semana son 6ptimas para el desarrollo de la fuerza y el tamafo de los misculos en
personas de edad avanzada [4,23,24]. Aunque existe evidencia de que la fuerza muscular puede aumentar en tan sélo dos
semanas (seis sesiones) de entrenamiento de la fuerza en los adultos mayores [25, 26], los experimentos no proporcionan
evidencia clara sobre el curso temporal del EIMD y la recuperacién/adaptacion temprana en musculo joven versus el
musculo envejecido cuando los turnos se repiten sistematicamente.

Otro tema importante en los estudios del EIMD es que se observd una pérdida de rendimiento agudo en las propiedades
mecanicas de los muisculos, como la fuerza dindmica e isométrica, la tasa de desarrollo de la fuerza y la dindmica del ciclo
de estiramiento-acortamiento (SSC) [27,28,29]. Sin embargo, la magnitud del déficit y el tiempo de recuperacion, después
de una sola sesion de ejercicio, variaron. Ademaés, el curso del tiempo de la pérdida de rendimiento, la recuperacion y la
adaptacion no fueron similares durante un programa de ejercicio de 11 dias con 7 sesiones [22]. El deterioro inducido por
el envejecimiento de las propiedades mecanicas antes mencionadas plantea problemas en los adultos mayores al aumentar
el riesgo de caidas e incapacidad de movilidad, y se cree que el deterioro de estas propiedades mecénicas esta relacionado
con la sarcopenia [30,31,32]. Por lo tanto, proponemos que, en la fase inicial del ejercicio, la magnitud de las adaptaciones
en las diferentes propiedades mecanicas depende de la edad porque los ancianos demostraron una mayor pérdida en la
capacidad de produccién de fuerza rapida después de 4 dias de desuso de las extremidades inferiores y una recuperacion
incompleta en todas las propiedades de fuerza durante el periodo activo de siete dias en comparacion con los sujetos de
control jovenes [33].

En el presente estudio, se disefié una intervencion de ejercicio de cuadriceps de dos semanas de duracion que constaba de
seis turnos para examinar la adaptabilidad a corto plazo de los musculos humanos jévenes y de ancianos. Especificamente,
probamos la hipétesis de que: (i) el curso temporal de los cambios en los marcadores del EIMD (niveles de proteina sérica,
torque isométrico, dolor muscular) y la actividad mioeléctrica son diferentes en sujetos jévenes versus ancianos, y (ii) los
cambios de dos semanas en la tasa de desarrollo del torque (RTD) y la funcién del SSC son diferentes en sujetos jévenes
versus ancianos.

MATERIALES Y METODOS

Sujetos

Diez hombres jovenes sanos y fisicamente activos (edad: 25.1+4.9 afos, altura: 176+6.9 cm, peso: 72.4+17.6 kg) y
hombres adultos mayores (edad: 64.5%+5.5 afios, altura: 176.2+8.8 cm, peso: 80.3+10 kg) participaron en el estudio. El
grupo de adultos mayores era un grupo de personas de la universidad, mientras que los sujetos jovenes eran estudiantes.
Los sujetos se sometieron a un examen médico y completaron el entrenamiento y un cuestionario sobre el estado de salud
antes del comienzo del estudio. Los principales criterios de exclusion fueron los siguientes: lesiones actuales de rodilla,
cirugia previa de cadera y dolor muscular existente, trastornos endécrinos como diabetes, enfermedades cardiovasculares
y enfermedad inflamatoria pélvica. Se recomend¢ a los sujetos que evitaran cualquier actividad fisica intensa o ejercicios
no habituales, que mantuvieran sus hdébitos dietéticos y de suefio normales y que no tomaran ningin fadrmaco
antiinflamatorio (por ej., antiinflamatorio no esteroideo) o suplementos nutricionales (por ej., vitaminas,
proteinas/aminoacidos) durante el periodo experimental. Una semana antes del primer dia de la investigacidn, los sujetos
acudieron al laboratorio para una sesién de familiarizaciéon durante la cual se familiarizaron con el equipo de prueba. Los
sujetos dieron su consentimiento informado por escrito de acuerdo con la Declaracion de Helsinki después de recibir una
explicacion tanto verbal como escrita del protocolo experimental y sus riesgos potenciales. El presente estudio fue
aprobado por el Comité de Etica de la Universidad de Pecs. (nimero de expediente: 4817).

Disefo y procedimientos

Los sujetos realizaron seis series de ejercicio excéntrico-concéntrico durante dos semanas (Tabla 1). Hubo cinco sesiones
de prueba: antes del turno 1, y a las 24 h, 48 h, una semana y dos semanas después del turno 1 (Tabla 1). En estas
sesiones, evaluamos el torque isométrico voluntario maximo (MVC) y la actividad mioeléctrica (EMG) del musculo



cuadriceps femoral, y también medimos los niveles de diferentes marcadores séricos. Todos los ejercicios y pruebas se
realizaron por la mafiana (entre las 9:00 y las 12:00 hs). Las muestras de sangre siempre se tomaron antes de las sesiones
de ejercicio o pruebas. En las sesiones de prueba 1 y 5, también determinamos la funcion RTD y SSC.

Tabla 1. Sesiones de ejercicio, sesiones de pruebas y tests/mediciones realizadas durante el experimento.

Day 1 Day 2 Day 3 Day 4 Day 5 Day 6 Day 7
(Test 1) (Test 2) (Test 3)
Serum markers * " *
Isometric MVC * " *
SSC function *
Muscle soreness * " *
Exercise bout * * *
Day 8 Day 9 Day 10 Day 11 Day 12 Day 13 Day 14 Day 15
(Test 4) (Test 5)
Serum markers * *
Isometric MVC * *
SSC function *

- -

Muscle soreness

Exercise bout

Data obtained from test session 1 were considered as baseline data.
MVC = maximal voluntary contraction

S5C = stretch-shortening cycle

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0224866.t001

Propiedades mecanicas de los musculos

Se utiliz6 el dinamémetro Multicont II (Mediagnost, Budapest and Mechatronic Ltd., Szeged, Hungria) para testear las
propiedades mecénicas del musculo cuadriceps. Los sujetos se sentaron en el asiento acolchado del dinamémetro y
realizaron tres contracciones isométricas voluntarias maximas (MVC) a 70° de flexion de rodilla (0° = extension completa).
Se instruy6 a los sujetos para que generaran el torque mas alto posible lo mas rapido posible. El torque méximo y el RTD
se determinaron fuera de linea a partir de las curvas de torque-tiempo. El RTD se cuantifico como RTD (Nm/ms) = dM
(Nm)/dt (ms), donde M es el torque y t es el tiempo en milisegundos. El RTD se determind para los primeros intervalos de
30, 50, 100 y 200 ms desde el inicio de la contraccién. Los mayores valores obtenidos de estos intervalos de medicion se
promediaron para cada sujeto y se utilizaron para el analisis estadistico.

El torque de la MVC también se midié en un angulo de rodilla de 30° para determinar el umbral de activacion para iniciar
la contraccion de la prueba del SSC. Para determinar la funcién del SSC, los sujetos realizaron una contraccién con ciclo
SSC del cuadriceps durante la cual el dinamémetro aplicé rapidamente una cantidad preestablecida de energia para
estirar los cuéddriceps [22]. La fase excéntrica de la contraccién comenzaba a los 30° de flexion de la rodilla y el sujeto
tenia que ejercer fuerza contra el brazo de palanca lo mas rapido y con la mayor fuerza posible. Cuando el sujeto alcanzaba
los 60% del torque isométrico MVC medido previamente a 30° de flexion de rodilla, el brazo de palanca del dinamdémetro
comenzaba a rotar en la direccion de la flexion de rodilla. Se instruyo a los sujetos para que resistieran el brazo de palanca
giratorio al maximo, lo detuvieran dentro del rango de movimiento mas corto (fase excéntrica) y luego extendieran la
rodilla sin demora y lo méas rapido posible a 30°. La velocidad inicial del brazo de palanca era de 300°-seg-1 y la cantidad
preestablecida de carga de estiramiento (expresada en joules) fue la mitad del torque MVC isométrico de referencia. La
carga de estiramiento aplicada representa la cantidad de trabajo que el brazo de palanca del dinamdmetro realizaba sobre
la tibia para flexionar la articulacidn de la rodilla. A medida que avanza la flexion excéntrica de la rodilla, la energia
almacenada en el servomotor disminuye a cero (el brazo de palanca se detiene) y parte de la energia se almacena en el
musculo cuadriceps.

Las instrucciones dadas a los sujetos aseguraron que la transferencia de la energia que estira el musculo cuadriceps
ocurriera en poco tiempo y en un pequeio rango de movimiento para que la contraccién concéntrica (es decir, extension
de la rodilla) comenzara sin demora. Durante la fase concéntrica, el motor del dinamémetro se apagaba automaticamente y
proporcionaba resistencia a través de la friccion y la inercia del brazo de palanca y la parte inferior de la pierna (Video S1).
El par y el angulo de la rodilla en funcion del tiempo se registraron para cada contraccion, y de forma similar a Kyréldinen
y cols. [34], calculamos el trabajo mecénico negativo (Wssc-) y positivo (Wssc +) durante el SSC mediante la integracion de


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0224866.t001

la curva de torque-posicion entre los limites del rango de movimiento:

0,
W(J) = [M[Hj -db
i,

donde M = torque, d6 = desplazamiento angular, y 61 y 6n representan el primer y ultimo punto de datos del éngulo de la
rodilla, respectivamente. También se determind el tiempo total para completar la fase excéntrica (Tssc-), la fase
concéntrica (Tssc+) y toda la contraccién SSC (Tssc).

Para examinar la capacidad de almacenar y reutilizar la energia elastica, se realizé una contraccién concéntrica pura
después del test de SSC. Para cada sujeto, esta contracciéon comenzaba exactamente en el angulo de la rodilla donde se
detuvo la palanca del dinamdémetro durante el test de SSC (fase de transicion) y terminaba en la posicién de 30°. Los
sujetos relajaban completamente sus cuéadriceps y luego realizaban una extension de rodilla de maximo esfuerzo durante la
cual, de manera similar a la fase concéntrica del SSC descrita anteriormente, el motor del dinamémetro se apagaba y
proporcionaba resistencia a través de la friccion. Para esta contraccion, el trabajo mecanico (Wcon) se calculd como en la
ecuacion anterior. Para investigar la capacidad de almacenar y reutilizar energia elastica, se determind el trabajo SSC
positivo y la relacion de trabajo concéntrico puro (Wssc+/Wcon).

Marcadores de suero

Se recogieron muestras de sangre de diez mililitros de una vena antecubital mediante una técnica de puncién venosa
estandar utilizando agujas desechables y se colocaron en tubos planos Vacutainer (Becton-Dickinson). Después de la
coagulacion, la muestra de sangre se centrifugé a 1500 g durante 10 min para obtener suero. El suero se almacené a -80°C
hasta que se analiz6 la actividad de la creatina quinasa (CK) y la concentracion de mioglobina (Mb). Las actividades de la
CK se determinaron mediante una prueba de laboratorio de rutina estandar (método UV cinético optimizado, COBAS
INTEGRA® 400 plus, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania). Usando esta metodologia, el rango de referencia de
la CK fue 0-200 UI'l-1. Para la determinacion de la Mb, se aplicé un inmunoensayo de quimioluminiscencia automatizado
(Immulite 1000, Siemens Healthcare Diagnostics GmbH, Marburg, Alemania). El limite de referencia superior en el
percentil 97.5 para la Mb fue 70 nug L-1; sin embargo, segin las sugerencias del fabricante, el valor medio fue de 25 ug L-1.

Dolor muscular

Los sujetos informaban el nivel de dolor detectado durante las contracciones de la prueba de la MVC. Se pidi6 a los sujetos
que marcaran un punto en una escala analdgica visual de 50 mm de longitud, donde 0 mm significaba "sin dolor" y 50 mm
significaba "extremadamente doloroso". La longitud de la linea desde 0 hasta el punto marcado proporcionaba una medida
numeérica del dolor [18].

Actividad EMG

Se registraron sefales de electromiografia de superficie (EMG) (frecuencia de muestreo de 1000 Hz) de los musculos vasto
lateral (VL) y vasto medial (VM) (Noraxon, Scottsdale, EE. UU.). La piel se prepard cuidadosamente afeitdndola, frotando y
limpiando con alcohol la zona. Se colocaron electrodos duales Ag/AgCl (Noraxon, Scottsdale, EE. UU.) Con una distancia
entre electrodos de 20 mm sobre el vientre muscular, de acuerdo con las recomendaciones de SENIAM (www.seniam.org).
Las sefiales de EMG sin procesar se rectificaron, filtraron y suavizaron utilizando el método de raiz cuadrada media (RMS)
con una ventana de suavizado de 200 ms. La actividad EMG maxima del VL y del VM se promedio y se utilizé para el
anélisis de datos.

Ejercicio dinamométrico

Los turnos de ejercicio consistieron en extensiones de rodilla de maximo esfuerzo realizadas sobre un dinamoémetro como
se describié anteriormente. Los sujetos entrenaron usando sélo la extremidad derecha. Cada turno comenzaba con un
calentamiento de cinco minutos de ciclismo en un cicloergémetro, seguido de un estiramiento de los musculos extensores
de la rodilla. Después del calentamiento, los sujetos realizaban 4 series de 15 repeticiones de contracciones excéntricas-
concéntricas a una velocidad angular constante de 60°sseg-1 sobre 60° de rango de movimiento, entre 20° y 80° de la
posicidn de la articulacién de la rodilla. Se animd a los sujetos a resistir al maximo el brazo de palanca giratorio del
dinamémetro durante la fase excéntrica y luego a extender la rodilla con fuerza durante la fase concéntrica. Se
proporcioné un descanso de un segundo entre las repeticiones y se proporcion6 un descanso de dos minutos entre las
series. Los torques maximos alcanzados durante las contracciones del ejercicio se promediaron para cada sujeto en cada



turno. Se les dio estimulo verbal a los sujetos durante el ejercicio.
Analisis estadistico

Se calcularon estadisticas descriptivas (valores medios y desviaciones estandar) para las variables medidas y calculadas.
Se verifico la normalidad de todas las variables. Las diferencias entre grupos en los valores iniciales se determinaron
mediante t-tests independientes (todas las variables mecénicas, actividad EMG) y pruebas U de Mann-Whitney (CK, Mb).
Los cambios inducidos por el ejercicio en todas las variables mecénicas y la actividad EMG se analizaron mediante un
andlisis de varianza (ANOVA) de modelo mixto de dos vias (grupo por tiempo). En caso de interaccion significativa o
efectos principales de tiempo, se utiliz6 la correccién de Bonferroni para el andlisis post-hoc para realizar comparaciones
por pares. Determinamos los efectos del entrenamiento a lo largo del tiempo en variables dependientes como la Mb y la CK
utilizando un ANOVA de Friedman no paramétrico. Para probar las diferencias en estas variables, se utilizé la prueba de
pares apareados de Wilcoxon para el analisis post hoc. Debido a que el dolor muscular se midi6 en la escala ordinal, las
diferencias se determinaron utilizando la prueba U no paramétrica de Mann-Whitney. El nivel de significancia se estableci6
en p <0.05.

Resultados

Salvo el cociente Wssc+/Wcon, los valores basales de las variables mecanicas y la actividad EMG fueron significativamente
mayores en el grupo joven (p <0.05). No hubo diferencia entre los grupos en la actividad de la CK y el nivel de Mb en los
valores iniciales.

Se encontré una diferencia significativa entre los grupos en los torques de ejercicio logrados durante los seis turnos
(jovenes = 224+37 Nm; ancianos = 177+37 Nm; p = 0.001).

Se encontr6 un efecto principal de tiempo significativo para el torque MVC (F4.15 = 20.03 p = 0.000), sin interaccién
grupo por tiempo. El torque de la MVC disminuyd uniformemente en los dos grupos 24 hs después del primer turno y
volvio a la linea de base después de dos semanas (Fig. 1).
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Figura 1. Cambios en el torque de la MVC (media £SD) durante un entrenamiento de extension de rodilla excéntrico-concéntrico de
dos semanas en hombres jévenes y ancianos.
MVC = contraccién voluntaria mdxima *Significativamente diferente de la linea de base (p <0.05) después del efecto principal de
tiempo significativo.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0224866.g001

Se encontr6 un efecto principal de tiempo significativo (F4.15 = 13.33, p = 0.000) y una interaccion de grupo por tiempo
(F4.15 = 3.60, p = 0.030) para el RTD (Fig 2). El RTD se redujo sélo en el grupo de jévenes 24 hs después del turno 1 (p =
0.03) y tendié a aumentar en la dltima sesidon de prueba (p = 0.090). A pesar del efecto principal del tiempo significativo,
no se observaron cambios en el RTD para el grupo anterior durante el experimento.
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Figura 2. RTD de la contraccion isométrica voluntaria maxima a 70° de flexion de la rodilla (media £SD) durante un entrenamiento
de extension de rodilla excéntrico-concéntrico de dos semanas en hombres jovenes y ancianos.
RTD = tasa de desarrollo de torque. * Significativamente diferente de la linea de base (p <0.05) después de un efecto principal de
tiempo significativo. # Diferencia significativa entre grupos (p <0.05).
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0224866.9002

No hubo un efecto de tiempo significativo en la actividad EMG; sin embargo, la interaccion significativa grupo por tiempo
(F4.15 = 2.58, p = 0.047) sugiere que los dos grupos respondieron de manera diferente (Fig. 3). Los analisis post-hoc
revelaron que la actividad EMG en el grupo de ancianos disminuy6 a las 24 hs (p = 0.021) y s6lo se recuper? al final del
experimento. Por el contrario, la actividad EMG en el grupo joven tendi6é a aumentar desde el inicio hasta 24 hs después
del primer turno (p = 0.089); Sin embargo, esta elevacion siguid siendo no significativa también en momentos de medicién
posteriores.
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Figura 3. Actividad EMG (media =SD) durante un entrenamiento de extension de rodilla excéntrico-concéntrico de dos semanas en
hombres jovenes y ancianos.
EMG = electromiografia. # Significativamente diferente de la linea de base (p <0.05).
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0224866.9003

El dolor muscular alcanzé su punto maximo 24 hs después de la primera sesion en ambos grupos (significativamente
diferente de la linea de base, p = 0.000), y con mas sesiones, disminuy6 gradualmente y regresé al nivel de la linea de base
en la tltima sesién de prueba (Figura 4). No encontramos diferencias entre los grupos en el dolor muscular en ninguno de
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los momentos de medicion.
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Figura 4. Dolor muscular (media £SD) durante un entrenamiento de extension de rodilla excéntrico-concéntrico de dos semanas en
hombres jovenes y ancianos.
* Significativamente diferente de la linea de base (p <0.05) después de un efecto principal de tiempo significativo.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0224866.9004

La actividad de la CK alcanz6 su punto méximo a las 24 hs después del turno 1 (p = 0.001) y luego regresé gradualmente
al nivel inicial en la Gltima sesién de prueba en ambos grupos (Fig. 5). La diferencia entre grupos en la actividad de la CK
se encontro solo 1 semana después del turno 1. El nivel de Mb no cambid en el grupo joven durante todo el experimento
(Fig. 6). Sin embargo, en el grupo de ancianos, el nivel de Mb aument6 significativamente y alcanzé su punto maximo a las
24 hs después del turno 1 (p = 0.001), y en la ultima sesion de prueba todavia estaba elevado (p = 0.039).
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Figura 5. Actividad de la CK (media £SD) durante un entrenamiento de extension de rodilla excéntrico-concéntrico de dos semanas
en hombres jovenes y ancianos.
CK = creatina quinasa. * Diferencia significativa entre grupos (p <0.05) # Significativamente diferente de la linea de base (p <0.05).
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0224866.9005
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Figura 6. Concentracion de Mb (media £SD) durante un entrenamiento de extension de rodilla excéntrico-concéntrico de dos
semanas en hombres jovenes y ancianos.
Mb = mioglobina * Diferencia significativa entre grupos (p <0.05) # Significativamente diferente de la linea de base (p <0.05).
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0224866.g006
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La Tabla 2 muestra los cambios porcentuales dentro del grupo en el torque de MVC, RTD, dolor muscular, CK y Mb desde
el inicio hasta las 24 hs, 48 hs, semana 1 y semana 2. Comparaciones entre grupos (usando los valores de hombres
ancianos expresados como porcentaje de jévenes) también se muestran para los periodos de prueba de 24 horas, 48 horas,
semana 1 y semana 2.

Tabla 2. Cambio porcentual desde el inicio hasta las 24 hs, 48 hs, 1 semana y 2 semanas dentro de cada grupo, y entre las
comparaciones de grupos (utilizando los valores de los hombres ancianos expresados como porcentaje de jovenes) a las 24 horas, 48
horas, 1 semana y 2 semanas.

24h 48h Iw 2w
old young old young old young old young

MVC torque within -15 -14 -12 -14 -10 -11 -3 -3
between 77 80 73 73

RTD within -16 -20 -4 -18 1 1 2 8
between 54 68 49 38

SOR within 632 970 480 735 71 135 0 40
between 57 78 75 60

CK within 265 161 191 106 32 72 1 -31
between 54 56 140 66

Mb within 51 11 36 2 21 2 14 -6
between 138 137 123 124

MVC = maximal isometric voluntary torque

RTD = rate of torque development

SOR = muscle soreness level sensed during the MVC test contractions
CK = creatine kinase activity

Mb = myoglobin concentration

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0224866.t002

La Tabla 3 muestra los cambios de dos semanas en la funcidon del SSC. La unica interaccion significativa grupo por tiempo
se encontro para la relacion Wssc+/Wcon (F1.18 = 3.20, p = 0.041), y la prueba post-hoc reveld que en la ultima sesién de
prueba aumentd significativamente en el grupo joven (p = 0.026) y se mantuvo sin cambios en el grupo de ancianos. Se
encontré un efecto principal de tiempo significativo para Tssc+ (F1.18 = 0.73, p = 0.039), que se redujo uniformemente en
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los dos grupos en la ultima sesion de prueba. Todas las deméas propiedades del SSC se mantuvieron sin cambios.

Tabla 3. Efectos del entrenamiento con ejercicio excéntrico-concéntrico de cuddriceps de dos semanas sobre la funcion del SSC.

Variables old Young 2-week % change and Interaction
Baseline 2 weeks Baseline 2 weeks time main effect
Wases () 49.26 +12.62 52.34 1175 74.01 +14.69 80.75 t18.6 8% p=0.033 p =0.402
Wee (1) 85.24 +17.17 81.31 +14.71 109.89 +16.78 107.32 +17.17 -4.3% p=0.130 p=0745
Wseo/ Weon 112 +0.32 Lo02 +0.11 L11 +0.19 L.19 +0.21 -0.9% p = 0.850 p=0.041
T (ms) 231 +39 234 +64 234 +32 237 +32 1.2% p=0.758 p =099
Tsscs (ms) 290 +134 258 +107 207 +46 198 +60 -8.2% p=0.039 p=0.644
Ty (ms) 521 +141 492 +156 441 +60 435 +85 -3.7% p=0548 p=0.684

Mean values (+5D) for the individual groups and percent change from baseline to two weeks for the two groups combined (time main effect) are presented.
SSC = stretch-shortening cycle

W s, = mechanical work in the positive (concentric) phase of the SSC test contraction

W, = mechanical work in the negative (eccentric) phase of the SSC test contraction

Wseif/ Weon = ratio of the positive work in the SSC test contraction and the work in the pure concentric test contraction

T, = time to complete the negative (eccentric) phase in the SSC test contraction

Tses = time to complete the positive (concentric) phase in the SSC test contraction

T, = time to complete the entire SSC test contraction

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0224866.t003

DISCUSION

Aunque el curso temporal del cambio y el torque MVC isométrico muestran un patrén similar, el almacenamiento y la
reutilizacion de energia elastica mejoraron selectivamente en el grupo joven al final de la intervencién del ejercicio de dos
semanas. Ademas, demostramos que los hombres mayores de edad responden con menor actividad EMG, nivel elevado de
Mb y sin déficit del RTD en la fase temprana (24 hs después del primer turno) del ejercicio, en comparacion con los
jovenes.

Al inicio del estudio, los hombres jovenes demostraron un 40% més de actividad EMG, torque isométrico, tasa de
desarrollo de torque y funcién SSC, mientras que la relacién Wssc+/Wcon fue similar en los sujetos jévenes y en los
mayores de edad. Las pérdidas de fuerza asociadas a la edad, no causadas por déficits neurolégicos o enfermedades
musculares, se vieron como un cambio en el torque isométrico y EMG en el grupo de edad avanzada, como lo informaron
otros [35,36,37]. La relacion Wssc+/Wcon representa la capacidad de almacenar y reutilizar energia elastica durante el
CSS y se acepta que esta propiedad se ve menos afectada por el envejecimiento [38].

Un sélo turno de ejercicio con sesgo excéntrico induce roturas miofibrilares, elevaciones de proteinas musculares en suero,
fuerza voluntaria reducida y dolor muscular de aparicion tardia al dia siguiente [18,39,40,41,42,43]. A las 24 hs después
del turno 1, nuestros sujetos mostraron una disminucion del 15% en el torque isométrico de la MVC, se desarrollé dolor
muscular y la actividad de la CK fue tres veces mayor que al inicio y fue consistente con los datos previamente reportados
para humanos jovenes y ancianos en protocolos similares en los que se ejercitaron los musculos antigravitacionales [7,11].
La contractilidad deteriorada se asocia con fallas en el acoplamiento de excitacién-contraccion, lo que eventualmente
conduce a la pérdida de la fuerza voluntaria. El flujo de la enzima CK desde el tejido muscular al suero es una respuesta
normal cuando la membrana se rompe o cambia su permeabilidad después de un ejercicio vigoroso [44]. Los marcadores
del EIMD antes mencionados en nuestros estudios no diferenciaron la capacidad de respuesta aguda de sujetos jévenes y
ancianos, lo que esta de acuerdo con los resultados de estudios previos utilizando los mismos marcadores [7]. Sin embargo,
la interaccidon grupo por tiempo en la actividad EMG, Mb y RTD sugiere que los dos grupos respondieron de manera
diferente a la primera sesion de ejercicio. La actividad EMG se redujo en un 18% en el grupo de edad avanzada, mientras
que se observo una tendencia no significativa al aumento en el grupo de jévenes 24 horas después del turno 1. La ganancia
aguda en la actividad EMG a menudo se explica con el mecanismo de compensacién: cuando algunas fibras no responden,
el aumento de la sincronicidad de la unidad motora podria ser una estrategia de compensacion para mantener la fuerza en
el musculo dafiado [45]. A menudo se sugiere que el dolor muscular inhibe el impulso central; sin embargo, este no fue el
caso en nuestro estudio porque no hubo diferencias en el dolor entre los grupos [46]. Quizéas el aumento en la actividad
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EMG en el grupo joven se deba a la falta de reclutamiento completo del grupo de unidades motoras que mejora después
del ejercicio (efecto de test repetido). Ademas, suponemos que en los ancianos el dafo por sarcolema fue mayor. El dafio al
sarcolema reduce la eficiencia de la conductividad eléctrica y la fuerza de la contraccion [47].

Veinticuatro horas después del turno 1, el RTD se redujo s6lo en el grupo joven. El RTD, que representa la velocidad
contréctil, al menos en parte, se basa en la activacion de unidades motoras rapidas. Debido a que tanto el contenido de
unidades motoras rapidas como su reclutamiento se reducen en el musculo envejecido [48,49], sugerimos que en los
sujetos jovenes, los ejercicios utilizados en nuestro experimento probablemente dafiaron mas unidades motoras rapidas
que en los sujetos ancianos. Ademads, la reduccion de la potencia fue més de dos veces menor en los adultos mayores
inmediatamente después de una serie de contracciones excéntricas, en comparacioén con los sujetos jovenes [50], tal vez
debido a la fatiga selectiva de las unidades motoras rapidas. Por lo tanto, es muy probable que algunas unidades motoras
rapidas se sobrecarguen en nuestros sujetos ancianos durante el ejercicio debido a la fatiga o porque no fueron reclutadas
en absoluto evitando un dafio significativo a las unidades contractiles.

Es interesante que en el presente estudio aunque las respuestas de la CK fueron similares en los dos grupos
experimentales, los niveles de Mb se elevaron en el grupo de ancianos 24 horas después del primer turno. Este resultado
ocurriria si estuviera presente un cambio inducido por el envejecimiento en el tipo de fibra muscular. Los seres humanos
ancianos muestran una proporcién mayor de fibras de tipo I [49], en comparacién con los jovenes. Las fibras de tipo I
contienen mas mioglobina que las de tipo II, sin embargo, las fibras de tipo II son mas susceptibles a lesionarse. Como
resultado, durante el microdafio, se libera mas mioglobina en las personas mayores; sin embargo, la actividad de la CK y el
dolor tienden a ser mayores en los jovenes. Por otro lado, el nivel de Mb a menudo se considera un marcador de
vulnerabilidad al sarcolema [49], por lo que se puede romper mas sarcolema después de un ejercicio excéntrico en
personas mayores de edad.

Finalmente, un factor potencial para la liberaciéon de la Mb podria ser la disminucion transitoria de energia (ATP) de las
células del musculo esquelético durante el ejercicio fisico intenso. Durante las contracciones musculares, la tasa de
reposicion de ATP inicialmente baja podria aumentar 100 veces para mantener el ATP celular a un nivel constante [51]. Sin
embargo, en el grupo de ancianos, el estado energético de las células musculares podria no recuperarse en 48 hs, lo que
muestra una capacidad de adaptacion metabdlica mas débil de los sujetos mayores de edad.

A partir de las 48 hs posteriores al turno 1, los marcadores medidos con mayor frecuencia, el torque isométrico, la CK y el
dolor se recuperaron uniformemente en los dos grupos, lo que concuerda con los datos previos encontrados en sujetos
jovenes que muestran sintomas més débiles cuando se contintia con el ejercicio [52]. Se observo un cambio paralelo en el
torque isométrico y en la EMG en el grupo de ancianos, lo que sugiere que, después de la reduccion inicial, la recuperacion
de la fuerza maxima estuvo mediada por un impulso neural en aumento gradual. Por el contrario, la recuperacion del
torque isométrico se acompaiié de una actividad EMG sin cambios en el grupo joven, pero es importante sefialar que la
EMG tendi6 a ser mayor en las sesiones de prueba 2 a 5 que en la linea de base. Por lo tanto, en la fase inicial de un
ejercicio resistivo de alta fuerza, los hombres jovenes mantienen un impulso neuronal normal o tienden a mostrar una
adaptacion temprana favorable. Por el contrario, este mecanismo se retrasa en los sujetos de edad avanzada y se puede
esperar una adaptacion mas alla de las dos semanas. Ademaés, la recuperaciéon EMG mas lenta en los ancianos puede
explicarse por un mayor dafio sarcolémico, apoyado por la marcada elevacion de la Mb en los ancianos.

A pesar del déficit inicial, los sujetos jovenes se recuperaron rapidamente en el RTD y tendieron a mejorar al final del
protocolo de dos semanas. Por el contrario, los sujetos de edad avanzada no mostraron cambios en el RTD durante todo el
periodo. De manera similar, no se observd ninguna adaptacion en el RTD para los sujetos de edad avanzada después de 10
semanas de ejercicio excéntrico de baja velocidad que no mostré ninguna adaptacion en la contractilidad rapida [4]. Esta
falta de capacidad de respuesta en los hombres que envejecen puede explicarse nuevamente por el bajo numero de
unidades motoras rapidas y/o su reclutamiento retrasado con sesiones de ejercicio adicionales.

Una observacion novedosa en el presente estudio es que después del primer turno de jercicio, el nivel de Mb permaneci6
elevado en el grupo de ancianos, a pesar de que la CK volvié a los niveles normales. Por el contrario, el nivel de Mb se
mantuvo sin cambios en el grupo joven. En nuestra opinion, la concentracion elevada persistente de Mb podria ser un
indicador del grado de adaptabilidad del musculo esquelético al ejercicio fisico.

Los datos discutidos anteriormente deben interpretarse con precaucion. Los estudios del efecto de una serie repetida de
ejercicio generalmente midieron los efectos 24 horas después de la serie 1 y la serie 2 con la recuperacion de unos pocos
dias o semanas entre las series de ejercicio [18,40,52,53]. En lugar de demostrar el efecto de la serie repetida, nuestro
objetivo era medir los marcadores de dafio y la actividad EMG en los dias en que se iba a realizar un turno real (72 hs
después del turno 3 y el turno 6). Por lo tanto, es dificil comparar nuestros resultados con los obtenidos de estudios previos
repetidos de efectos del turno debido a los diferentes tiempos de medicion. En su lugar, evaluamos el estado fisioldgico
previo al turno de nuestros sujetos en lugar de las respuestas agudas posteriores al turno durante un programa realista de



ejercicios de multiples turnos.

Mantener la funcion del SSC es importante en los adultos mayores porque estd asociado con la eficiencia mecanica
muscular, la economia de movimiento y la fatigabilidad [54]. En nuestro estudio, la adaptacion de dos semanas al ejercicio
concéntrico excéntrico en la funcién del SSC fue dependente de la edad y fue especifica de la propiedad medida del SSC.

El significativo efecto principal del tiempo en el trabajo positivo y la falta de importancia en el trabajo negativo sugieren
que la contractilidad concéntrica mejoré selectivamente tanto en los sujetos ancianos como en los jovenes. Ademas, la
disminucién del tiempo para completar la fase concéntrica del SSC daria lugar a un aumento del trabajo positivo
observado.

No es sorprendente que la ganancia en el trabajo positivo se debiera al uso de acciones musculares concéntricas de
esfuerzo maximo y, por lo tanto, no se debio a efectos especificos de la tarea. Ademas, la accién concéntrica en el ejercicio
comenzé inmediatamente después de la accion excéntrica, cuando generalmente se desarrolla la tension mas alta. Por lo
tanto, los sujetos iniciaron la fase concéntrica con el cuédriceps activado al maximo, mejorando la rapida adaptacion en el
trabajo concéntrico. Sin embargo, el trabajo negativo se mantuvo sin cambios en ambos grupos. Dado que nuestros
protocolos de ejercicio contienen ambos tipos de contracciones, la falta de mejora en una contractilidad excéntrica fue
sorprendente. En general, la adaptacion de la fuerza al ejercicio excéntrico es mas pronunciada que las ganancias de
fuerza debido al ejercicio concéntrico, como se informo para las intervenciones a largo plazo [55,56,57]. Es posible que el
dolor, que es mas pronunciado durante la accién excéntrica, impidiera que los sujetos activaran completamente el
cuéadriceps durante la fase excéntrica, lo que resulté en un estimulo insuficiente para la adaptacién en el trabajo
excéntrico. A pesar del hecho de que la contractilidad concéntrica mejoré independientemente de la edad, el
almacenamiento y la reutilizacion de energia elastica mejorados (indicados por un aumento de la relaciéon Wssc+/Wcon) se
mostraron sélo en los hombres jovenes al final del protocolo de dos semanas. La interaccién grupo por tiempo en la
relaciéon Wssc+/Wcon se puede explicar por el hecho de que los adultos mayores demostraron una alta variabilidad en esta
propiedad muscular, lo que impidid la detecciéon de mejoras significativas. Aln asi, la adaptacién en algunos de nuestros
adultos mayores fue notable.

Es importante sefalar que la funcién del SSC mejord junto con ningtin cambio en el torque isométrico durante el
experimento de dos semanas. Parece que el efecto de transferencia del presente ejercicio fue mas favorable a la funcién
del SSC vs la contractilidad isométrica, probablemente debido a su naturaleza dindmica. La adaptacién en la contractilidad
isométrica vs la dindmica mostré una pequefia sensibilidad (cambio del 6% vs 23%) en los seres humanos de edad
avanzada incluso después de 10 semanas de ejercicio dindmico [4], lo que respalda nuestro hallazgo. Ademas, la
adaptacion del torque isométrico a corto plazo en humanos jovenes se observd solo después de 3 dias de disminucion de un
programa de ejercicio vigoroso (7 sesiones de ejercicio de cuadriceps en 8 dias). Por ultimo, el almacenamiento y la
reutilizacion de energia elastica se basa (en parte) en la serie de los componentes elasticos del musculo, que permanecen
intactos en presencia de dafio miofibrilar [28], 1o que permite una adaptaciéon mas rapida de esta propiedad mecénica.

Una limitacién importante en el presente protocolo fue que las propiedades del SSC se midieron sélo en la prueba 1 (linea
de base) y en la prueba 5 (dos semanas después del 1er turno); por lo tanto, no tenemos informacién sobre cémo la funciéon
del SSC disminuye de manera aguda y se recupera en sujetos ancianos y jovenes. Sin embargo, en otros estudios, los
sujetos se han adaptado rdpidamente a las pruebas de SSC incluso cuando no se realizé ningtn ejercicio adicional [22]. Por
lo tanto, omitimos los tests del SSC de las pruebas 2, 3 y 4.

Otra limitacién fue que las pruebas funcionales no se utilizaron para medir la movilidad y funcionalidad de los sujetos. Sin
embargo, los sintomas del EIMD fueron pequefios y la baja sensibilidad de las pruebas funcionales probablemente nos
habria impedido detectar cambios en las dos semanas. Finalmente, las respuestas tardias en los marcadores de fatiga
centrales y periféricos comunes (activacion voluntaria, contractilidad muscular y excitabilidad de la membrana,
excitabilidad corticoespinal y respuesta refleja) mediante técnicas de interpolaciéon de contracciones y estimulacion
magnética transcraneal también deben medirse para revelar los mecanismos neuromecénicos responsables del "déficit de
fuerza secundario" y su recuperacion. Ademas, no pudimos medir la frecuencia de descarga de la unidad motora, que
puede cambiar con el envejecimiento.

En resumen, un ejercicio de cuadriceps de alta intensidad de dos semanas de duraciéon indujo un curso temporal similar de
cambios en el torque isométrico, la actividad de la CK y el dolor muscular en hombres jévenes y ancianos. Por el contrario,
la recuperacion estuvo mediada por diferentes cambios mioeléctricos. En contraste con los jévenes, el RTD se mantuvo sin
cambios en los sujetos mayores de edad, probablemente debido a la menor cantidad de unidades motoras més grandes y/o
su des-reclutamiento. Finalmente, las elevaciones persistentes en los niveles de Mb sugieren una mayor vulnerabilidad al
sarcolema y una adaptacion metabdlica menos efectiva en los adultos mayores, lo que, sin embargo, no afectd la
contractilidad muscular. Por lo tanto, el disefio de intervenciones de ejercicio para evitar el uso excesivo y la pérdida de
motivacion e interés en los adultos mayores debe ser considerado por gerontdlogos y especialistas en fuerza.
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