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RESUMEN

El B-hidroxi-B-metilbutirato (HMB) es un metabolito de la leucina producido a partir
del acido a-ketoisocaproico. El HMB ha sido utilizado como suplemento deportivo desde
1997 con la promesa de disminuir la protedlisis muscular. Debido a lo anterior, se ha
propuesto que el HMB puede mejorar la composicion corporal y disminuir el dafio
muscular.

El objetivo de esta investigacion fue comparar los cambios de la composicion corporal
y en los indicadores de dafio muscular en dos grupos de jovenes fisicamente activos; uno,
bajo la suplementacion de 3 g/ dia de HMB vy, otro, bajo la administracion de un placebo
durante un periodo de seis semanas y posterior a una sesion de entrenamiento excéntrico.

Antes y después de la suplementacion con HMB fueron evaluadas: composicion
corporal (DEXA), quimica sanguinea, perfil lipidico y biometria hematica. Ademas, antes y
después de una sesion de entrenamiento excéntrico (0, 24, 48 y 72 hrs), se evaluaron:
quimica sanguinea, perfil lipidico, estrés oxidativo, y dolor muscular.

Después de la suplementacion no se observaron cambios en composicion corporal,
quimica sanguinea, perfil lipidico y biometria hematica. Después del entrenamiento
excéntrico, tampoco se observaron diferencias entre los grupos en dolor muscular, quimica
sanguinea o TBARS. En contraste, se encontraron diferencias significativas en capacidad
antioxidante total, acido urico, glutation peroxidasa y superdxido dismutasa. En conclusion,
los datos obtenidos sugieren que el incremento en la defensa antioxidante contribuye a los
efectos benéficos del HMB sobre el estrés oxidativo.

Palabras clave: suplementacion HMB, dolor muscular de aparicion tardia, creatina

quinasa, composicion corporal, enzimas antioxidantes.
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ABSTRACT

B-hydroxy-p-methylbutyrate (HMB) is a leucine metabolite produced from
a-ketoisocaproic acid. HMB supplementation has been used as a dietary supplement in
sports since 1997, with the aim of decreasing muscle proteolysis. Because of this it has
been propose that HMB could improve body composition and decrease muscle damage.

The aim of this research was to compare differences between treatments (placebo and
HMB) to know differences in body composition and muscle damage variables in
recreational sports practitioner having HMB supplementation (3 g / day) or placebo during
6 weeks and after a session of eccentric training.

Were determinate before and after HMB supplementation: body composition
(DEXA), blood chemistry, lipid profile, and blood count. In addition, before and after an
eccentric training session (0, 24, 48 and 72 hours), blood chemistry, lipid profile, oxidative
stress, and muscle pain were evaluated.

After HMB supplementation there were no changes in body composition), blood
chemistry, lipid profile, and blood count. After eccentric training, no differences were
observed between groups in muscle pain, blood chemistry, or TBARS. In contrast,
significant differences were found in total antioxidant capacity, uric acid concentration, and
glutathione peroxidase and superoxide dismutase activities. In conclusion, data obtained
suggest that increased antioxidants defenses contribute to the beneficial effects of HMB on

oxidative stress.

Key words: HMB supplementation, DOMS, creatine kinase, body composition;

antioxidant enzimes.
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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS
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Capitulo 1: Antecedentes

1.1. DANO MUSCULAR

El dafio o lesion muscular se ha definido como la pérdida de la funcién
muscular causada por la ruptura fisica de las estructuras musculares involucradas
en la produccion o transmision de la fuerza (Koh, 2008); asi, el dafio puede ser
provocado por un estimulo fisico, quimico o biologico (Nosaka, 2008).

En la practica deportiva las lesiones musculares pueden ser de tres tipos:
contusiones, laceraciones y distensiones. De ellas, mas del 90% son contusiones o
distensiones, mientras que las laceraciones son poco comunes (Jarvinen et al.,
2008).

Existe un tipo muy leve de distension muscular asociado a la practica
deportiva en la cual las fibras musculares no estan rotas y, por lo tanto, no puede
caracterizarse como una lesidbn muscular, aunque comparte muchas de sus
caracteristicas; a este tipo de micro lesion, se le denomina dafio muscular inducido

por ejercicio.

1.1.1. Daiio Muscular Inducido por Ejercicio

El dafio muscular inducido por ejercicio puede ser causado por un ejercicio
desacostumbrado, que provoca una disminucion en la produccion de fuerza, con un
aumento en la tension pasiva, en el dolor e inflamacion muscular, asi como en las
proteinas intramusculares en sangre (Howatson and van Someren, 2008). No
obstante, los sujetos suelen percibir dos sintomas principales que son el dolor
muscular y la pérdida de su funcion; en esta ltima se refleja con una disminucion
en la produccion de fuerza (Nosaka, 2008).

Frecuentemente, el dafio muscular inducido por ejercicio esta relacionado
con el dolor muscular de aparicion tardia (DOMS, del inglés delayed onset muscle
soreness). El DOMS, es la sensacion de malestar muscular resultante de realizar un
ejercicio desacostumbrado y se caracteriza por rigidez, dolor y sensibilidad al tacto.

El proceso se desarrolla durante el primero y el segundo dia después del ejercicio,
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presentando también el pico de malestar entre el segundo o tercer dia; una
sensacion que desaparece usualmente sin tratamiento, al quinto o séptimo dia
(Jarvinen et al., 2008). Ademas, se observa una pérdida de fuerza que se manifiesta
inmediatamente de finalizado el ejercicio o dentro de los siguientes dos dias,
pudiendo también durar mas de cinco; usualmente, la rigidez e inflamacion
aumentan entre los dias 3 y 4 después del ejercicio y desaparecen después de 10
dias (Connolly et al., 2003).

Aunque el DOMS y sus sintomas son bien conocidos, el mecanismo
responsable de ellos atn no se conoce del todo; la hipotesis mas aceptada del dafio
muscular plantea su origen a una respuesta inflamatoria, que seria la responsable de
la sensacion retardada de dolor y cuyo mecanismo podria estar asociada, entre

otros, a la produccion enddgena de 6xido nitrico (Radak et al., 2012)

1.1.1.1. Protocolos de Induccion de Dailo muscular

A través de ellos se busca conocer las causas y los mecanismos que producen
el dafio, de tal forma que se pueda prevenir su aparicion; asi como conocer el
mecanismo por el cual el musculo dafiado se recupera. En estos protocolos
experimentales podemos distinguir dos tipos principales, los modelos en animales
y en humanos; siendo los modelos en animales mas diversos que los realizados en
humanos, debido a que estos ultimos se encuentran limitados por las
consideraciones éticas (Warren and Palubinskas, 2008).

Estos modelos de induccion de dafio muscular en animales utilizan especies
tales como monos, gatos, pollos, conejos, ratones y ratas; aplicandose modelos de
dafio inducido por contraccion o modelos de dafio inducidos por trauma y, todo
ello, principalmente en ratones y ratas (Warren and Palubinskas, 2008).

Los modelos de dafio inducido por contraccion incluyen tres categorias: (a)
Modelos in vivo en los que el musculo en estudio se deja, sin mas intervenciones,
en el cuerpo del animal (consiente, utilizando tapiz rodante, o anestesiado,
utilizando estimulos eléctricos en la musculatura a ser evaluada y servomotores

para provocar el movimiento del segmento) para inducir el dafio; (b) Modelos in
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situ, en que el tendon distal de musculo en estudio es quirirgicamente expuesto a
una maquina que inducirda dafio, tipo servomotor o maquina de evaluacién de
materiales (han sido ampliamente utilizados, aunque quedan en cuestiéon una serie
de procedimientos metodologicos); y (¢) Modelos in vitro, donde el misculo en
estudio es retirado quirurgicamente del animal y colocado dentro de una solucion,
que se aproxima a la composicion del fluido extracelular, para ser dafiado (Warren

and Palubinskas, 2008).

1.1.1.2. Protocolos de induccion de dano muscular en
humanos

Los modelos de induccion de dafio muscular en humanos, por sus
consideraciones éticas, han utilizado el ejercicio (contracciones o movimientos
excéntricas) o por medio de actividades comunes de la vida diaria con elevado
componente excéntrico (Warren and Palubinskas, 2008). De acuerdo con Warren y
Palubinskas, podemos categorizarlos en: (a) modelos que inducen dafio muscular a
través de ejercicios de cuerpo entero con un componente de contraccion excéntrica
o utilizando una pendiente (ejercicios de descenso de escalones, carrera en
descenso y carrera de duracion prolongada) y (b) modelos que inducen el dafio a

través de una serie corta de contracciones excéntricas.

1.1.1.2.1 Modelos que inducen dafio muscular a través de ejercicios de
cuerpo entero

Uno de los modelos mas antiguos, simples y de bajo costo corresponde al
uso del peldafio o escalon. Los modelos de descenso de escalones consisten en
descender de manera controlada y con una sola pierna desde un escaléon a una
altura equivalente al 110% de la longitud de la parte baja de la rodilla del sujeto;
para luego, con la pierna contraria, subir dicho escalén. Este ejercicio se repite a
una velocidad de quince ciclos por minuto hasta completar un niimero especifico
de repeticiones (que va de 300 a 900 repeticiones) o bien hasta dejar exhaustos los
musculos de la pierna con la que se desciende el escalon (Newham et al., 1983,

Warren and Palubinskas, 2008). En este modelo la pierna que soporta el peso al
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bajar realizan una contraccion excéntrica y la pierna contraria, al subir, realiza una
contraccion concéntrica (Warren and Palubinskas, 2008).

Los Modelos de carrera en descenso comparten con el modelo anterior el
componente excéntrico; ya que todo movimiento posee este componente que se ve
enfatizado cuando se camina o corre al descender una pendiente (Nikolaidis et al.,
2008). Por ejemplo, se han utilizado pendiente entre -5% hasta -25%, durante
periodos de 20 hasta los 60 minutos, y donde el control del esfuerzo puede
realizarse de tres maneras: (1) controlando el consumo maximo de oxigeno entre
un rango del 70-75%, (2) controlando la frecuencia cardiaca al 70% o al 77% de su
maximo o a 170 pulsaciones por minuto, y (3) controlando la velocidad del tapis
entre 6,4 -9 -9,6 0 10,5 km / h; o utilizando una velocidad maxima de carrera del
sujeto del 70% (Warren and Palubinskas, 2008). No obstante, con base en la
revision realizada por Warren y Palubinskas el protocolo mas efectivo para inducir
daflo muscular en este modelo utilizé6 un grado de inclinacion de -25%, a una
velocidad de 9 km / h y con una duracion de 25 minutos.

El ltimo de los modelos de esta categoria es el de carrera prolongada, en las
que se ha utilizado el maraton (~42,2 km) o el ultramaraton (con mas de 42,2 km).
En estos casos se observa dafio muscular (marcado por la elevacion de los niveles
séricos de creatina quinasa (CK), aunque el dafio observado en los sujetos
entrenados para estas carreras es marcadamente menor (Warren and Palubinskas,
2008).

Un problema de este modelo es que la respuesta al dafio no se relaciona
adecuadamente con la distancia utilizada; por ejemplo, los investigadores observan
variaciones importantes entre la distancia recorrida y la CK, incluso en sujetos que
han recorrido la misma distancia: 41,3 km (860 UI/ L), 42,2 km (3880 UI / L otros
2250 UI/ L), 56 km (960 Ul /L), 67 km (430 UI/L), 88 km (640 UI/L), por lo
que no se observa en este modelo una relacion clara entre el esfuerzo realizado y

este marcador de dafio (Warren and Palubinskas, 2008).
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1.1.1.2.2 Modelos que inducen dafio muscular a través de series de
contraccion excéntricas

Esta es la segunda categoria mas comun de induccion de dafio muscular
utilizada en humanos; en ella, se realizan diversas series cortas de contracciones
excéntricas con el fin de inducir dafio a grupos musculares localizados cerca de una
articulacion. Una caracteristica importante de dicha articulacion es que tenga un
movimiento uniaxial (en un solo eje), ya que de esta forma su movimiento es mas
facil de controlar o evaluar debido a que la articulacion puede ser facilmente
aislada. Ademas, los movimientos de compensacion pueden ser también
controlados y por tanto la libertad de movimiento de la articulaciéon puede ser
limitada en su funcion biomecanica (Warren and Palubinskas, 2008).

Esta categoria puede ser dividida en dos tipos de modelos: (1) isocinéticos y
(2) isoténicos. Los modelos isocinéticos mantienen constante la velocidad angular
a la que se realizan las contracciones excéntricas y, por ello, en estos modelos se
utilizan dinamémetros isocinéticos comerciales (por ejemp.: Contrex, Cybex, etc.).
En los modelos isotonicos, utilizando principalmente los musculos flexores del
codo y los musculos extensores de la rodilla, se mantiene una carga externa
constante durante las contracciones excéntricas a través del uso de barras o
mancuernas (Warren and Palubinskas, 2008)

En las evaluaciones por contracciones excéntricas de los musculos flexores
del codo, que son los mas utilizados, las caracteristicas de la carga, el nimero de
repeticiones, el desplazamiento y la velocidad angular, varian mucho entre los
estudios (Warren and Palubinskas, 2008). En los modelos de induccion de dafio
muscular a través de contracciones excéntricas en los musculos extensores de la
rodilla, que son el segundo grupo mas utilizado, se utilizan varias series de
contracciones excéntricas aplicadas por un dinamoémetro isocinético o bien un
aparato de ejercicio isotonico (Warren and Palubinskas, 2008).

Estas evaluaciones son metodologicamente mas estables, ya que tanto los
dinamoémetros isocinéticos como los aparatos de ejercicio isoténico presentan

similares caracteristicas; el sujeto permanece en una posicion sentado o un poco
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reclinado con el muslo apoyado y utiliza el plano sagital de la articulacion de la
rodilla para empujar un brazo mecanico, estando la pierna sujeta por medio de
cinturones al asiento (Fig. 1 a) para empujar y recoger la pierna (Fig. 1 b). Durante
la prueba en maquina, en modo excéntrico, el sujeto debe resistir al maximo el
movimiento provocado por la carga externa, mientras que con las maquinas en
modo isotonico el sujeto debe bajar el peso de una manera controlada hasta llegar a

la posicidn final (Fig. 1 ¢) (Warren and Palubinskas, 2008).

| a. Posicion Inicial | l c. Posicién Final

Muslos apoyados sobre
el asiento y espalda
apoyada sobre el La rodilla se dobla,
respaldo para minimizar
movimientos

por la carga externa,
provocando la flexion

innecesarios de la pierna

Carga
Externa

Movimiento

Resistencia ofrecida por provocado

los musculos extensores por la accion Resistencia
de la rodilla en funcién de la carga a la carga
del angulo de trabajo de externa externa

la articulacién de la

rodilla

Figura 1. Induccion de daiio muscular por medio de contraccion excéntrica de los
musculos extensores de la pierna por medio de ejercicio de extension de pierna
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Otra manera de inducir dafio muscular en los musculos extensores de la
rodilla es el uso de maquinas modificadas de leg press (Fig. 2). Sin embargo, a
diferencia de la extension de pierna, en esta manera de induccidn, el dafio no se
encuentra restringido solo a los musculos extensores de la rodilla, debido a que en
la accidbn muscular excéntrica también participan los musculos extensores de la
cadera (principalmente) y del tobillo (Warren and Palubinskas, 2008, Jubeau et al.,
2008) (Fig. 2 b).

| a. Posicion Inicial | | c. Posicion Final |
Muslos apoyados sobre el asiento y La articulacién del tobillo, la rodilla, y la
espalda apoyada sobre el respaldo para cadera se doblan, por la carga externa,
minimizar movimientos innecesarios; los provocando la flexidn de la pierna y la
pies totalmente apoyados sobre la accidn de diversos grupos musculares
plataforma

Inicio del Movimiento Fin del Movimier]to
4 90° a 40° aprox.

% 165° a 140° aprox.
Carga O Carga O

Externa Externa L]

=N 7~ = |7

N\

Resistencia ofrecida por los musculos Movimiento provocado por la accidn de la
extensores de el tobillo, la rodilla y de la carga externa y resistencia a la carga
cadera en funcion del angulo de externa

trabajo.

Figura 2. Induccion de dafio muscular por medio de contraccion excéntrica de los
musculos extensores de la pierna por medio de leg press
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Para realizar el ejercicio excéntrico en la maquina de leg press, de manera
general, se le solicita a los sujetos colocarse de forma horizontal en una posicion
supina en la maquina (ya sea dinamémetro o aparato isotonico), los sujetos colocan
su pierna en un angulo aproximado de 90° con respecto al eje de la rodilla; luego,
los sujetos estiran la pierna para llevar el angulo de la rodilla a unos 165°
aproximadamente para llevarlo a la posicion inicial (Fig. 2 a); a partir de esta
posicion, se suelta la carga y se le instruye a los sujetos que bajen el peso
lentamente resistiendo al maximo la carga a través de un arco de trabajo de
aproximadamente 75° con respecto al eje de la rodilla (Fig. 2 b); finalmente, los
sujetos llegan a la posicion final (Fig. 2 ¢) de ~90° nuevamente (Stupka et al.,
2001, Barnes et al., 2010).

En la revision hecha por Warren y Palubinskas, sobre las principales
caracteristicas encontradas en los modelos de induccion del afio muscular por
medio de contracciones excéntricas realizadas con los musculos extensores de la
rodilla, no se toma en cuenta el tipo de ejercicio realizado (extension de pierna o
leg press) y, en cambio, se divide a los estudios por el tipo de contraccion
(isocinética o isotdonica). Dentro de los estudios que han utilizado contracciones
isocinéticas la carga utilizada ha sido maxima con un ntimero de repeticiones que
va de 40 a 300; un angulo de trabajo inicial de 35° 0 40° y final de 100° o 140°; y
velocidades que varian de 5°, 30°, 60°, y 90° por segundo (Warren and
Palubinskas, 2008). Por otra parte, en los estudios que utilizaron contracciones
isotonicas las cargas podian ser de: (1) 70% de la masa corporal, (2) el 75% al
150% de la fuerza maxima en una contraccion voluntaria isométrica, y (3) del 75%,
80%, 110%; finalmente, el nimero de repeticiones va de 50 a 300 repeticiones

(Warren and Palubinskas, 2008).

1.1.1.3. Daino muscular provocado por modelos de
induccion de daino muscular a través de series cortas de
contracciones excéntricas

Aunque existen diversos indicadores del dafio muscular en humanos, que se
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discutiran mas adelante, uno de los mas utilizados para realizar comparaciones
entre modelos es la concentracion en sangre de la enzima creatina quinasa (CK)
debido a que muchos de los estudios la han utilizado como indicador (Clarkson and
Hubal, 2002, Warren and Palubinskas, 2008).

Con base en lo anterior, se ha observado que en promedio los estudios que
utilizan carreras en descenso tienen una concentracion de 550 + 200 Ul / L (media
+ desviacion estandar), mientras que los que utilizan a los musculos extensores de
la pierna muestran 1080 + 370 UL/ L, y los que utilizan flexores del codo reportan
5540 + 850 UI / L (Warren and Palubinskas, 2008). De acuerdo a la revision de
Warren y Palubinskas, la concentracion de CK reportada por los estudios que
utilizan los musculos flexores el codo es de 5 a 10 veces mayor que lo reportado
por los modelos que utilizan carreras en descenso o los musculos flexores de la
rodilla, y que esta diferencia es estadisticamente significativa. En la revision
realizada por Clarkson y Hubal, también se muestra que los modelos que utilizan
los musculos flexores del codo tienen una concentracion de CK en plasma de 2000
a 10000 UI mientras que en los modelos de carrera en descenso presentan una
concentracion de 100 a 600 Ul. Sin embargo, ellos también reportan que el pico
maximo de CK en las carreras en descenso se da entre las 12 a 24 hrs posteriores al
ejercicio y que en los modelos de los musculos flexores del codo el incremento en
la concentracion de CK comienza a las 48 hrs y el pico de concentracion se observa
entre los 4 a 6 dias después el ejercicio.

Por tanto, los musculos flexores del codo son mas susceptibles al dafio
muscular excéntrico que los musculos flexores de la rodilla produciendo una mayor
concentracion de CK en la sangre; esto no parece concordar con el hecho que los
musculos extensores de la rodilla tienen cerca de 10 veces mas masa que los
musculos flexores del codo y, por tanto, deberian producir una mayor
concentracion de CK, lo que ha llevado a formular varias hipotesis para explicar
este hecho (Warren and Palubinskas, 2008).

Una de las primeras hipotesis fue el uso de un mayor nimero de

contracciones realizadas con los musculos flexores del codo; sin embargo, Warren
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y Palubinskas, muestran que los estudios que utilizan los mtsculos extensores de la
rodilla realizan en promedio un mayor numero de repeticiones (100 £ 13) que los
estudios que utilizan los musculos flexores del codo (414 3). También se ha
postulado que los musculos flexores del codo son mas susceptibles al dafio
excéntrico que los musculos extensores de la rodilla, esto debido a que los
musculos extensores de la rodilla estan adaptados a la realizacion de actividades
que implican contracciones excéntricas, tales como descender de las escaleras,
sentarse y levantarse de una silla, etc. y, por tanto, el ejercicio excéntrico es menos
nuevo para ellos que para los musculos flexores del codo (Warren and Palubinskas,
2008). Finalmente, otra hipotesis es que los musculos flexores del codo tienen
proporcionalmente mas fibras de contraccion rapida que los musculos extensores
de la rodilla, aunque varios estudios muestran que no existen diferencias
sustanciales en el tipo de fibra de ambos grupos musculares, y que ambos grupos
muestran en promedio una composicion del 50% al 60% de fibras musculares de
contraccion rapida (Warren and Palubinskas, 2008). En conclusion, la explicacion

a este hecho atn no ha sido encontrada.

1.1.2. Dafio muscular y ejercicio excéntrico

Aunque se ha hecho énfasis en el aumento de la enzima CK en plasma como
manifestacion del dafo muscular causado por el ejercicio excéntrico en los
modelos de inducciéon de dafio muscular; el dafio muscular, se entiende como
diversas manifestaciones de un hecho bioldgico particular que ha sido tratado
desde diversos enfoques como se mostrara mas adelante.

Para Jarvinen et al. (2008 y 2013), el dafio muscular puede ser entendido
como una distensiéon muscular leve; por tanto, el dafio es producido porque las
miofibrillas han sido expuestas a una fuerza de tension intrinseca excesiva que ha
provocado que se rompan y ocurra el dafo. Esta ruptura esta cominmente
localizada cerca de la unién miotendinosa, a nivel de los ultimos tibulos T, lo que

ha sido descrito como el sitio mas débil y, hay que destacar, que también se rompe
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la ldmina basal, las membranas intramusculares y los vasos sanguineos que corren
entre el endomisio y el perimisio.

Una vez que se ha producido el dafio, el musculo responde con un proceso
regenerativo muy similar al que ocurre con las contusiones y /o laceraciones.
Dentro de dicho proceso se han identificado tres fases: (1) fase de destruccion, (2)
fase de reparacion, y (3) fase de remodelacion (Jarvinen et al., 2008, Jarvinen et al.,
2013); las cuales se describen a continuacion.

La fase de destrucciéon comienza cuando las miofibras rotas comienzan a
necrosarse a partir de una corta distancia del sitio de la ruptura (Fig. 3 a). La
propagacion de la necrosis es detenida (aproximadamente en un lapso de dos horas)
a través de una barrera de proteccion cerrada por nuevo sarcolema (Fig. 3 b). Asi,
las miofibrillas rotas se contraen dejando un espacio libre entre los dos extremos
rotos, el cual es llenado por un hematoma; una lesion que induce, finalmente, a una

rapida reaccion inflamatoria (Jarvinen et al., 2013, Jarvinen et al., 2008).

Lol

TSI

il

Figura 3. Daiio muscular: Fase de destruccion.

musculos extensores de la pierna por medio de ejercicio de extension de pierna

La fase de reparacién comienza con la fagocitosis del tejido necrosado por
parte de los monocitos; luego, las células satélite comienzan la reparacion de la
miofibrilla rota (Jarvinen et al., 2013, Jarvinen et al., 2008). Dentro de las primeras
seis horas después del dafo, las células enviadas comienzan a diferenciarse en
mioblastos y fibroblastos produciendo colageno y comenzando a formar tejido
conectivo de cicatrizacion (Fig. 4 a). En las siguientes 24 hrs, células madre satélite
no diferenciadas comienzan a proliferar contribuyendo a la formacién de los
mioblastos y, en las siguientes 48 hrs, los mioblastos formados a partir de las

células madre y satélite comienzan a combinarse para formar miotubos (Fig. 4 b).
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Finalmente y dentro de cinco a seis dias, la seccion necrosada de la miofibrilla rota
(dentro de la vieja lamina basal) es reemplazada por la miofibrilla regenerada, que
comienza penetrar dentro del tejido conectivo cicatrizado los dos extremos de las
miofibrillas rotas (Fig. 4 ¢) y, que junto con ello, el sitio de la lesion es

revascularizado por nuevos capilares (Jarvinen et al., 2013, Jarvinen et al., 2008).
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Figura 4. Daiio muscular: Fase de reparacion.

(Extraido y adaptado de Jirvinen et al., 2008 y Jarvinen et al., 2013)

Finalmente, la fase de remodelacion es el periodo de maduracion de las
miofibrillas regeneradas, que incluye la formaciéon de un aparato contractil maduro
y la unién de los extremos de la miofibrilla regenerada al tejido conectivo
cicatrizado por la formacion de nuevas uniones miotendinosas (Jarvinen et al.,

2013, Jarvinen et al., 2008).

La formacién del tejido conectivo cicatrizado provoca la retraccion de los
extremos de la miofibrilla rota y los coloca mas cerca. Sin embargo, éstos parecen
estar separados por una fina capa de tejido conectivo que mantiene ambos extremos
pegados a las nuevas uniones miotendinosas (Fig. 5 a). Otro punto a destacar es la
restauracion de la inervacion motora (Fig. 5 b) de las partes de la miofibrilla rota,
que fueron separadas de su unién neuromuscular original por el tejido cicatrizado,
un elemento que es importante para recobrar la capacidad funcional del musculo

(Jarvinen et al., 2013, Jarvinen et al., 2008).
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Figura 5. Daiio muscular: Fase de remodelacion.

(Extraido y adaptado de Jdirvinen et al., 2008 y Jarvinen et al., 2013)

Ademas de Jarvinen et al., otros autores han estudiado algunos de los
indicadores de dafio muscular inducido por ejercicio excéntrico, asi como los
posibles mecanismos que lo causan. Proske et al., en tres revisiones (Proske and
Allen, 2005, Proske and Morgan, 2001, Morgan and Proske, 2004), mencionan que
existen dos signos importantes y bien conocidos de dafio muscular que son: (1) la
presencia de sarcomeras desorganizadas en la miofibrilla y (2) el dafio al sistema
de acoplamiento de excitacion-contraccion.

De acuerdo con Proske y Morgan (2001), la presencia de sarcomeras
desorganizadas en la miofibrilla se debe a que cuando el musculo se estira de
manera activa no todas las sarcomeras resisten de igual manera el estiramiento
debido a que existen sarcomeras menos y mas resistentes. Por ejemplo, durante una
repeticion excéntrica, las fibras musculares son sometidas a un proceso de
estiramiento que incrementa la tension en ellas (Fig. 6 a) provocando que las
sarcomeras mas débiles lleguen a su punto méaximo de tension. Esta situacion
provoca que se alarguen, rapida e incontroladamente, a un punto que los
miofilamentos (actina y miosina) ya no se superponen (Fig. 6 b), y este proceso se
repite una y otra vez de manera aleatoria (a lo largo de la fibra muscular) al estirar
exageradamente la siguiente sarcomera mas débil. Al final de la contraccion,
cuando el musculo se relaja, varios de los miofilamentos que han sido estirados
exageradamente ya no interdigitan correctamente (Fig. 6c¢) y, por tanto, la

sarcomera se desorganiza y pierden su funcion normal.
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Figura 6. Distribucion de los miofilamentos en la sarcomera funcional y desorganizada

Extraido y adaptado de Proske y Morgan, 2001)

Al aumentar el nimero de contracciones excéntricas las sarcomeras
desorganizadas se incrementan, permitiendo que el dafio se esparza de manera
longitudinal a las sarcomeras adyacentes dentro de la misma miofibrilla y
transversalmente a otras miofibrillas. Esto provoca una distorsion estructural que
da como resultado dafios a nivel membranoso que incluyen a la membrana del
reticulo sarcoplasmatico, a los tubulos T, y al sarcolema (Proske and Allen, 2005,
Proske and Morgan, 2001, Morgan and Proske, 2004). El dafio de los tubulos T es
importante ya que provoca que el i6n calcio (Ca2+) sea liberado dentro del
sarcoplasma aumentando su concentracion. Este aumento en el calcio detona
procesos de proteolisis asociados con la ruptura y reparacion de la fibra muscular,
que junto a lo anterior resulta en el dafo al sistema de acoplamiento de excitacion-
contraccion (Proske and Allen, 2005, Proske and Morgan, 2001). Finalmente, el
dafio provocado por el ejercicio excéntrico al sistema de acoplamiento de
excitacion-contraccion produce cambios estructurares en la miofibrilla que se
pueden manifestar como: (1) disminucion de la tension activa, (2) cambio en la

longitud Optima para la tension activa, (3) aumento de la tension pasiva
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(contractura local del musculo); lo que da como resultado una disminucion en la
fuerza producida por el musculo (Proske and Morgan, 2001, Morgan and Proske,
2004, Proske and Allen, 2005).

Como se indico en el anterior parrafo, el dafio estructural provocado a la
sarcomera aumenta la concentracion de Ca2+, lo que inicia procesos de protedlisis
asociados con la ruptura y reparacion de la fibra muscular; dichos procesos son
mediados a través del sistema inmunoldgico a través de la respuesta inflamatoria
posterior al ejercicio excéntrico (Peake et al., 2005). Se ha propuesto que la
respuesta inflamatoria es activada por el trauma mecénico inicial y se caracteriza
por la infiltracion (dentro del tejido dafiado) de fluido y proteinas del plasma,
conjuntamente con el incremento en la poblacion de células inflamatorias; también,
se sugiere que la proliferacion de células inflamatorias exacerba el dafio muscular
inicial al incrementar la liberacion de especies reactivas de oxigeno y la activacion
de enzimas como fosfolipasas y proteasas dentro del tejido dafiado. Sin embargo, el
principal objetivo de dicha respuesta es la limpieza de los restos del tejido dafiado
para preparar esa area para los procesos de regeneracion (McKune et al., 2012,
Clarkson and Hubal, 2002).

Aunque la respuesta inflamatoria es variable y depende de diversos factores
como el grupo muscular utilizado, el tipo de ejercicio, la intensidad y la duracion
entre otros, varios autores (Clarkson and Hubal, 2002, Peake et al., 2005, McKune
et al., 2012) han propuesto una serie de sucesos que la caracterizan. De acuerdo
con Peake et al., después de realizar ejercicio excéntrico inductor del dafio
estructural, el sistema inmunolodgico responde rapidamente movilizando dentro de
la circulacion a los leucocitos, que son atraidos hacia el tejido dafiado. Las
primeras células que se acumulan en el sitio de la lesion son los neutréfilos (entre
45 minutos y 2 horas posteriores al ejercicio), fagocitando el tejido necrético y
trabajando de manera conjunta con los macrofagos residentes en el tejido muscular
(Clarkson and Hubal, 2002, Peake et al., 2005). Ademas, la acumulacion de
neutroéfilos en el tejido muscular provoca la liberacion de enzimas proteoliticas y de

radicales libres de oxigeno que degradan e incrementan la permeabilidad de su
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membrana. Esto ultimo provoca que se incremente la liberacion en sangre de
proteinas musculares como la CK, la LDH, la AST y la mioglobina entre otras
(Clarkson and Hubal, 2002, Peake and Suzuki, 2004, Nagatomi, 2006, McKune et
al., 2012). Finalmente, la acumulacion de neutrofilos libera agentes
quimioatractantes (citocinas pro-inflamatorias) que dan la sefial a otras células
inflamatorias, linfocitos y monocitos, que ayudaran al proceso de digestion del
tejido necrotico adyacente (Clarkson and Hubal, 2002, Peake et al., 2005).

Al final, y después de la respuesta rapida de leucocitos y neutrodfilos, se
incrementan los niveles de monocitos dentro del musculo, asi como la produccion
de citocinas por parte de los monocitos y los linfocitos dentro del sitio del dafio
muscular que actuan como mediadores facilitando o retardando la llegada de
células inflamatorias al tejido dafiado. De esta manera, el proceso inflamatorio
depende de un balance relativo entre las citocinas pro-inflamatorias y las citocinas
anti-inflamatorias para producir una reparacion adecuada del tejido dafiado sin

crear una respuesta excesiva (Clarkson and Hubal, 2002, Peake et al., 2005)
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1.2. Evaluacion del daino muscular

Como se menciond en el tema anterior, el dafio muscular producido por
entrenamiento excéntrico ha sido estudiado a través de diversos enfoques y, por
tanto, la evaluacion de dicho dafio se puede realizar de diversas maneras. Se puede
realizar la evaluacion directa del dafio muscular a través de imagen de resonancia
magnética (Clarkson and Hubal, 2002, McKune et al., 2012, Sayers and Hubal,
2008) o a través de biopsias musculares (Clarkson and Hubal, 2002, Brentano and
Martins Kruel, 2011, McKune et al., 2012); aunque en ambos casos se presentan
algunas dificultades.

La técnica de imagen utilizando resonancia magnética mide el dafio muscular
a partir del edema producido en el musculo completo, y tiene como principales
ventajas no ser una técnica invasiva pero si ser mucho mas sensible para detectar el
dafio muscular que otros métodos convencionales; aunque aun no es tan claro lo
que indican los cambios en las imagenes (Clarkson and Hubal, 2002, Sayers and
Hubal, 2008, McKune et al., 2012). Si bien, la imagen de la resonancia magnética
es util para evaluar qué musculos han sido danados después del ejercicio
excéntrico, el incrementar la intensidad de la sefial que refleja los incrementos en
agua (edema) dentro del musculo. Sin embargo, estos cambios en la acumulacion
de agua pueden deberse a una lesion del tejido conectivo, a un incremento en la
permeabilidad de los capilares, a una degradacion de las proteinas musculares o a
una combinacion de estos factores y, por tanto, el incremento en la intensidad de la
sefial no reflejaria especificamente el origen del edema (Clarkson and Hubal, 2002,
Sayers and Hubal, 2008, McKune et al., 2012).

Por otra parte, el uso de la técnica de biopsia muscular junto con el uso del
microscopio (en principio de luz y posteriormente electronico) permitié apreciar
los cambios estructurales producidos por el ejercicio excéntrico dentro de la
miofibrilla, como son: (a) los cambios en la integridad ultra-estructural, (b) perdida
del filamento delgado o pérdida del arreglo de los filamentos, (c) el dafio en la
matriz extracelular, y (d) el dafio en los capilares. Aunque, se ha argumentado que

el mismo procedimiento al tomar la biopsia puede causar el dafio muscular vy,
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ademas, si el tamafio de la muestra es muy pequefio con respecto al tamafio total
del musculo, se ha argumentado que los resultados de la muestra pueden
sobrestimar o subestimar el dafio causado, asumiendo ademas el caracter invasivo
de la de la biopsia muscular que es una de sus mayores desventajas (Clarkson and
Hubal, 2002).

Debido a las desventajas de los métodos directos de evaluacion del dafio
muscular producido por ejercicio excéntrico, se han propuesto varios métodos de
evaluacion indirecta (Clarkson and Hubal, 2002, Brentano and Martins Kruel,
2011), que se pueden agrupar en: (1) fuerza y movilidad muscular, (2) dolor

muscular e inflamacion, y (3) marcadores bioquimicos en sangre y orina.

1.2.1. Efecto del daino muscular sobre la fuerza y

movilidad muscular

Se ha observado que después de realizar varias series de contracciones
excéntricas, en un musculo determinado, se presenta una disminuciéon en la
produccion de fuerza de dicho musculo; esta pérdida de fuerza (frecuentemente
medida de manera isométrica) es considerada uno de los mas validos y fiables
métodos para medir el dafio muscular inducido por ejercicio excéntrico en
humanos (Clarkson and Hubal, 2002, Proske and Allen, 2005, Brentano and
Martins Kruel, 2011, McKune et al., 2012). Aunque la disminucién observada en la
fuerza muscular puede deberse a dos principales factores, como son la fatiga
metabdlica y el dafio muscular inducido por ejercicio, la pérdida de fuerza
provocada por la fatiga metabolica no produce dafio (como sucede en las
contracciones concéntricas) y puede revertirse en aproximadamente dos horas
después de haber realizado el ejercicio. Mientras que la provocada por el dafio se
mantiene en promedio hasta 24 horas, por lo que se considera que la disminucion
de fuerza relacionada al dafio muscular es aquella que dura un minimo de dos horas
0 mas. Ademas, se ha asociado que una pérdida del 10 al 30% en la fuerza (medida

inmediatamente después de finalizar el ejercicio) con ejercicio excéntrico de
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intensidad baja, una pérdida del 30 al 50% con intensidad moderada, y una pérdida
del 50 al 70% con intensidad alta (Clarkson and Hubal, 2002, McKune et al.,
2012).

Junto con la disminucién de fuerza muscular, también se ha observado una
disminucion en la movilidad muscular (Sayers and Hubal, 2008, Brentano and
Martins Kruel, 2011, McKune et al., 2012). Dicha movilidad, frecuentemente, se
ha analizado por medio del rango de movimiento articular, que es la diferencia
entre el mayor angulo de flexion y extension de una articulacion determinada,
tomando en cuenta la distancia y direccion a través de la cual se mueve la
articulacion de forma natural. Esta variable suele ser analizada junto con la fuerza
muscular y el dolor muscular localizado de aparicion tardia (Sayers and Hubal,
2008, Brentano and Martins Kruel, 2011, McKune et al., 2012). Se ha demostrado
que después de una sesion de ejercicio excéntrico el rango de movimiento articular
voluntario disminuye entre aproximadamente 20 a 45°, una disminucion atribuida
parcialmente a la inflamacion causada en el musculo dafiado. Ademas, suele ser
medido inmediatamente después de realizar ejercicio y en los siete dias posteriores
a su realizacion, ya que este mismo tiempo es el que tarda el misculo en recuperar
su movilidad (Sayers and Hubal, 2008, Brentano and Martins Kruel, 2011,
McKune et al., 2012). La disminucién en el rango de movimiento articular es uno
de los mas validos y confiables indicadores de dafio muscular inducido por

ejercicio (McKune et al., 2012, Sayers and Hubal, 2008).

1.2.2. Efecto del daino muscular sobre indicadores

de dolor muscular e inflamacion

Después de un dia de haber realizado una sesion de ejercicio excéntrico, las
personas experimentan una sensacion de dolor acompafiada de dificultad para
realizar movimiento con el musculo ejercitado (Proske and Morgan, 2001, Proske
and Allen, 2005). Esta sensacion aparece varias horas después varias horas después

de haber realizado el ejercicio, presentando su mayor intensidad entre las 24 y 72
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horas, y finalmente desaparece entre los cinco a siete dias (Clarkson and Hubal,
2002, McKune et al., 2012).

Como se mencion6 anteriormente al principio de este mismo capitulo a esta
sensacion se le conoce como dolor muscular de aparicion tardia (DOMS, por sus
siglas en inglés). El DOMS esta fuertemente vinculado al dafio muscular y puede
ser causado por la combinacion de varios factores como la inflamacion, el
incremento de productos quimicos nocivos, y sustancias relacionadas con la
inflamacion (Clarkson and Hubal, 2002); de hecho, como se sefialdé en el tema
anterior, el dafio muscular desencadena una respuesta inflamatoria local que es
acompaiiada por edema junto a una produccion de sustancias quimicas (histamina,
serotonina, prostaglandinas, sustancia P, productos de la inflamacion, etc.)
provenientes del tejido dafiado que estimulan a los receptores sensoriales de los
estimulos dolorosos (nociceptores) derivados de las neuronas aferentes tipo Il y IV
que se encuentran en el musculo (Proske and Morgan, 2001, Proske and Allen,
2005, McKune et al., 2012).

La forma mas usual de evaluar el dolor muscular de aparicion tardia (DOMS)
es mediante el uso de cuestionarios que miden la percepcion de dolor;
frecuentemente estos cuestionarios hacen uso de una escala numérica o una escala
visual andloga donde el valor mas bajo representar el menor grado de dolor y el
valor mas alto un mayor grado de dolor. Esta escala normalmente suele utilizar
valores que van de 1 a 10 y son en ellas donde el sujeto debe marcar o escoger el
nivel de dolor percibido en el musculo, de acuerdo a las instrucciones previamente
entregadas por el investigador (Sayers and Hubal, 2008, Brentano and Martins
Kruel, 2011).
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De manera general, el mayor grado de dolor registrado por los sujetos en esta
escala es dependiente del tipo de protocolo usado para inducir el dafio muscular;
asi, cuando se ha utilizado carrera en pendiente descendiente o extension
isocinética excéntrica de musculo de la rodilla se han sefialado niveles de dolor
mas bajos (4 a 5), mientras que cuando se utilizan contracciones excéntricas
maximas de los musculos flexores del codo los valores son mas altos, entre 7 y 8
(Clarkson and Hubal, 2002, Sayers and Hubal, 2008).

La dificultad para realizar movimiento con la presencia de dolor en el
musculo ejercitado, puede explicarse por la inflamacion provocada a partir del
dafio causado por el entrenamiento excéntrico (Proske and Morgan, 2001). Como
se menciond anteriormente, el dafio muscular causado por ejercicio excéntrico
desencadena una respuesta inflamatoria que es acompafiada de edema y, por tanto,
asociada al dolor posiblemente activado por el aumento en la presion intramuscular
sobre las terminaciones nerviosas libres del musculo (Clarkson and Hubal, 2002,
Proske and Allen, 2005).

Los métodos mas comunes que se han utilizado para evaluar dicho edema
son: (1) medir la circunferencia del grupo muscular dafiado por medio de métodos
antropométricos, (2) ecografia (también llamada ultrasonografia o ecosonografia),
y (3) imagen de resonancia magnética (este método directo, ya ha sido discutido
previamente en este texto) (Sayers and Hubal, 2008, Brentano and Martins Kruel,

2011, McKune et al., 2012).
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El aumento en el perimetro de un musculo ejercitado, principalmente de las
extremidades, ocurre cuando se realiza un ejercicio desacostumbrado, pero es ain
mayor cuando el tipo de ejercicios es excéntrico (Brentano and Martins Kruel,
2011). La mayor parte de los estudios que han medido este pardmetro se han
enfocado en los musculos flexores del brazo, observandose un aumento de su
circunferencia entre una y cuatro horas después de haber realizado el ejercicio y
hasta los cinco dias (Sayers and Hubal, 2008, McKune et al., 2012). Utilizando
ecografia, también se han demostrado tiempos similares en la presencia de edema
con el aumento del perimetro del musculo y utilizando imagen de resonancia
magnética, la mayor presencia de edema se suele encontrar entre los 3 a 10 dias,
por tanto, es probable que la mayor presencia de edema no coincida en tiempo con

el dolor (Clarkson and Hubal, 2002).

24 Universidad de Leon



Capitulo 1: Antecedentes

1.2.3. Efecto del dano muscular sobre marcadores

bioquimicos en sangre

El aumento en las concentraciones de proteinas y enzimas, en sangre y orina,
que provienen del musculo esquelético son marcadores confiables del estado
funcional del tejido muscular. Ademas, dicho aumento puede ser usado como
indice de necrosis celular o de dafio al tejido como consecuencia de dafio muscular
agudo o cronico (Plebani, 2010, Brancaccio et al., 2010).

En el ambito médico, estos marcadores han sido utilizados para el
diagnostico de la rabdomidlisis, una entidad clinica causada por un dafio masivo al
musculo esquelético que provoca su necrosis, que provoca que las proteinas
intracelulares del musculo sean liberadas en el fluido extracelular y en la
circulacion como resultado de la ruptura de la membrana celular de las fibras
musculares (Plebani, 2010, Brancaccio et al., 2010, McKune et al., 2012). La
rabdomiodlisis puede tener muchas causas como: intoxicacion por toxinas y drogas,
uso de medicamentos (en especial los usados para reducir el colesterol), trastornos
enzimaticos hereditarios, endocrinopatias, hipertermia maligna, sindrome
neuroléptico maligno, golpe de calor, hipotermia, alteraciones electroliticas,
cetoacidosis diabética, el coma hiperosmolar no ceténico, hipo o hipertiroidismo
grave, infecciones bacterianas o virales, y el ejercicio fisico extenuante (Brancaccio
et al., 2010, Plebani, 2010).

Al igual que en la rabdomidlisis, en el dafio muscular inducido por ejercicio
(principalmente de tipo excéntrico) el aumento de proteinas intramusculares en el
torrente sanguineo y en la orina han sido utilizadas como un marcadores de dafo
muscular (Clarkson and Hubal, 2002, Brancaccio et al., 2010, Brentano and
Martins Kruel, 2011, McKune et al., 2012) y que podemos dividirlas en: (1)
enzimas y proteinas en suero y plasma, (2) proteinas y otros marcadores
relacionados al estrés oxidativo, (3) proteinas relacionadas al sistema inmunologico
y a la inflamacién, (4) proteinas y otros marcadores en orina; a continuacion se

discuten los temas (1) y (2).
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1.2.3.1. Efecto del dafio muscular sobre enzimas y
proteinas intramusculares en suero y plasma

Desde varios afios atras se ha utilizado la concentracion en suero y plasma de
enzimas y proteinas intramusculares como marcadores bioquimicos de dafio
muscular (Evans and Cannon, 1991). Ademas, Warren et al. (citados por Clarkson
and Hubal, 2002) mencionan que es el segundo método mas utilizado (52% de los
estudios) dentro de investigaciones que evalian dafio muscular inducido por
gjercicio excéntrico en humanos, después de la determinacion de dolor muscular
(63%) y antes de la evaluacion de fuerza maxima voluntaria de contraccion (50%).

Dentro de las principales enzimas utilizadas como marcadores de dafio
muscular en sangre podemos encontrar a la creatina-quinasa (CK, por sus siglas en
inglés), a la lactato deshidrogenasa (LDH) y a la aspartato aminotransferasa (AST
por sus siglas en inglés) (Sayers and Hubal, 2008, Brancaccio et al., 2010, McKune
et al., 2012). Sin embargo, la CK es considerada el mejor indicador de dafio a la
estructura de la célula muscular debido a que ésta se localiza casi exclusivamente
en los musculos del tejido esquelético y cardiaco (Brentano and Martins Kruel,
2011), ademas los incrementos en magnitud provocados por el dafio muscular
suelen ser mayores que en otras enzimas, y también el costo de la determinacion

suele ser menor (Clarkson and Hubal, 2002).

1.2.3.1.1 Creatina-quinasa (CK)

La CK, es una proteina globular dimérica compuesta por dos subunidades (la
unidad M, muscular; y la unidad B, cerebral) de aproximadamente 43-45 kDa cada
una; a partir de dichas subunidades se forman tres tipos de isoenzimas: (1) CK-
MM, la cual se encuentra en el musculo esquelético y es la mas abundante en el
cuerpo humano; (2) CK-MB, que se encuentra principalmente en el corazén (40%
del total de CK en el corazdn); y la CK-BB, la cual predomina en el cerebro
(Brancaccio et al., 2010, Sanford and McPherson, 2011). La isoenzima CK-MM se

encuentra en varios sitios del citosol de la miofibrilla donde el consumo del ATP es
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alto; pero, se encuentra especificamente ligada a la estructura de la linea M de la
sarcomera (Brancaccio et al., 2010, Sanford and McPherson, 2011).

La CK se encarga de regular la concentracion celular de ATP y de ADP a
través de catalizar el intercambio reversible de enlaces de fosfato de alta energia
entre la fosfocreatina y el ADP producido durante las contracciones musculares;
luego, cuando la intensidad del ejercicio es tal que causa dafio a las células
musculares, la CK es liberada al espacio intersticial de donde es tomada por el
sistema linfatico y es llevada, lentamente, a la circulacion sanguinea por medio del
conducto toracico (Sayers and Hubal, 2008, Brancaccio et al., 2010). La presencia
de la CK en la sangre depende de diversos factores como el tipo de entrenamiento,
su intensidad y duracion; asi, se ha reportado un pico en la concentracion de CK en
plasma de 300-600 UI después de 12-24 hrs de haber realizado carrera en descenso,
mientras que después de realizar ejercicio excéntrico intenso se ha reportado un
pico > 2500 UI que se presenta hasta cuatro o cinco dias después y el incremento
en CK no aparece sino hasta después de 24 o 48 hrs de haber realizado el ejercicio
(Clarkson and Hubal, 2002, Sayers and Hubal, 2008, Brancaccio et al., 2010,
McKune et al., 2012); por tltimo, cabe de destacar que en el apartado de métodos
de induccion de dafio muscular de este mismo documento, se hace mencién de los
niveles de CK obtenidos con distintos protocolos de ejercicio excéntrico.

Por otra parte, aunque la CK es el principal marcador bioquimico de dafio
muscular en sangre, su uso presenta como principal inconveniente la alta
variabilidad inter-sujetos que se observa en la determinacion de la concentracion de
CK en suero o plasma en grupos de individuos que han realizado el mismo
protocolo de ejercicio (Clarkson and Hubal, 2002, Sayers and Hubal, 2008,
McKune et al., 2012); esta alta variabilidad se ha asociado diversas causas como la
edad, el género, la raza, la masa muscular, nivel de actividad fisica, y diferencias
genéticas aunque sin resultados concluyentes (Clarkson and Hubal, 2002, Sayers
and Hubal, 2008, McKune et al., 2012). Una probable causa de lo anterior, es el
hecho que la concentracion en sangre de la CK (al igual que el de otras proteinas

musculares) estd en funcion de lo que es liberado por el musculo y lo que es
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limpiado de la sangre (en el caso de la CK por el sistema reticulo-endotelial)
causando asi distintas respuestas (Clarkson and Hubal, 2002, Sayers and Hubal,
2008); finalmente, es importante mencionar que se ha encontrado que aquellos
individuos que presentan la mayor concentracion en sangre de CK también
presentan el mayor dafio muscular (medido a través de imagen de resonancia

magnética) aunque dicha correlacion no es perfecta (Clarkson and Hubal, 2002).

1.2.3.1.2 Lactato deshidrogenasa (LDH)

La enzima lactato deshidrogenasa (LDH) es una proteina que se encarga de
convertir el piruvato a lactato con una concomitante conversion de NADH a NAD;
la LDH es un tetramero que se forma a partir de la combinacion de dos
subunidades: el polipéptido-M y el polipéptido-H. Dentro de la enzima, las cadenas
de polipéptido-M catalizan la conversion de piruvato a lactato (via metabolica
anaerobia) mientras que las cadenas de polipéptido-H se encargan de incrementar
la oxidacién aerdbica de piruvato; asi, a mayor numero de cadenas de polipéptido-
M la LDH resultante favorece mas la actividad de la via metabdlica anaerobica, y
en consecuencia a mayor numero de cadenas de polipéptido-H esta via metabdlica
disminuye (Brancaccio et al., 2010, Sanford and McPherson, 2011). La
combinacion de las subunidades M y H dentro del tetrdmero da como resultado
cinco isoenzimas de la LDH: (1) LDHI, esta compuesta por cuatro subunidades H
y se encuentra principalmente en el corazon [45%] y en los eritrocitos, ademas del
cerebro; (2) LDH2, compuesta por una subunidad M y tres subunidades H, y se
concentra principalmente en el sistema reticulo-endotelial (leucocitos); (3) LDH3,
compuesta por dos unidades M y dos unidades H, y se encuentra principalmente
elevada en los pulmones [40%]; (4) LDH4, compuesta por tres unidades M y una
unidad H, y es mas alta en los rifiones, la placenta y el pancreas; y finalmente (5)
LDHS, la cual esta formada por cuatro subunidades en M, y se encuentra en mayor
concentracion en el higado [70%] y en el musculo esquelético [60%] (Brancaccio

et al., 2010, Sanford and McPherson, 2011).
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La actividad en suero de la LDH es un marcador de dafio muscular (Clarkson
and Hubal, 2002, Brancaccio et al., 2010, Brentano and Martins Kruel, 2011,
McKune et al., 2012, Kanda et al., 2014). Se conoce que el ejercicio, de manera
general, induce un incremento ligero en la concentracion total de LDH, y que la
magnitud de este incremento depende de la intensidad y de la duracion del
ejercicio, cuando el ejercicio es extenuante el incremento es del 25% con respecto a
los valores de referencia (Sanford and McPherson, 2011); ademas, se ha reportado
que el ejercicio excéntrico induce un mayor incremento en la actividad en suero de
la LDH que el gjercicio concéntrico y que dicho incremento se present6 entre tercer
y quinto dia después de haber realizado el ejercicio, e incluso en algunos casos
hasta el séptimo dia (Brancaccio et al., 2010, Kanda et al., 2014). También, se ha
observado que después de ejercicio de resistencia prolongado como el maratén la
actividad de la LDH en sangre se duplica y se mantiene asi durante
aproximadamente dos semanas (Brancaccio et al., 2010).

Sin embargo, una de las desventajas de la LDH como marcador de dafio
muscular es su baja especificidad, ya que no se le asocia directamente con algiun
organo (Sanford and McPherson, 2011). Para poder ser utilizado como marcador
de dafio muscular, el aumento en la concentracion de LDH debe estar acompafiado
de un incremento en la concentracion de CK, y de un incremento de la aspartato
aminotransferasa (AST; el cudl debe ser mayor que el de la alanino
aminotransferasa, ALT); finalmente, otra desventaja, es su alta variabilidad inter

sujetos (21.3%) (Sanford and McPherson, 2011).

1.2.3.1.3 Aspartato amino transferasa (ASAT)

La aspartato aminotrasferasa (AST), también llamada transaminasa
glutamica oxaloacética (GOT, por sus siglas en inglés) es una enzima que cataliza
la reaccion: aspartato + o-cetoglutarato — oxaloacetato + glutamato; se encuentra
localizada principalmente en el musculo esquelético y cardiaco ademas del higado

y los eritrocitos, esta enzima tiene un peso molecular de 90 kD y se encuentra en la
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mitocondria y el citosol donde ayuda, a través de la reaccion que cataliza, a proveer
energia a las células (Brancaccio et al., 2010, Sanford and McPherson, 2011).

La AST es principalmente un marcador de dafio hepatico (Brancaccio et al.,
2010, Sanford and McPherson, 2011); sin embargo, es frecuentemente utilizada
como marcador de dafio muscular junto con la CK y la LDH (Sayers and Hubal,
2008, McKune et al., 2012, Kanda et al., 2014). Se conoce que el ejercicio puede
incrementar los niveles de AST, y de otras enzimas, debido a que durante el
ejercicio se incrementa la actividad metabolica para proveer energia, y que retorna
a niveles basales tan pronto el ejercicio termina o en las primeras 24 hrs
(Brancaccio et al., 2010, Sanford and McPherson, 2011). No obstante, a largo plazo
ejercicio eleva los niveles de AST, y se conoce que el ejercicio aerdbico cronico
estd asociado con un leve incremento en la concentracion en plasma de AST
(Sanford and McPherson, 2011).

El daflo muscular crénico también estd asociado con un incremento en la
AST, normalmente conjunto con un incremento en la ALT; pero, el incremento en
AST suele no presentarse en sujetos no enfermos y que presentan una actividad de
CK normal; por tanto, el los deportista el uso de la AST como indicador de dafio
muscular debe ser considerado en conjuntos con la CK y la gamma-
glutamiltransferasa (GGT) (Brancaccio et al., 2008, Brancaccio et al., 2010).

Finalmente, se demostr6 que una sesién de entrenamiento de resistencia
muscular con pesas, con una duracion de una hora, puede incrementar los valores
de AST y ALT fuera del rango normal de referencia y por tanto vincularlo con un
diagnéstico erroneo de dafio hepatico, y dicho incremento se mantiene fuera del
rango normal ain después de siete dias de haber realizado el entrenamiento
(Pettersson et al., 2008). Ademads, se conoce que frecuentemente se sobreestima el
dafio hepatico asociado al uso de esteroides anabdlicos si basa linicamente en el
aumento en la actividad de las transaminasas hepaticas que incluyen a la AST,
ALT y GGT (Brancaccio et al., 2010); por lo cual es necesario tomar esto en

cuenta cuando se utiliza a la AST como marcador de daino muscular.
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1.2.3.1.4 Otras enzimas utilizadas como marcadores de dafio muscular

Como se menciond anteriormente, existen otros marcadores enzimaticos de
dafio muscular; sin embargo, aun son poco reportadas en la literatura o bien son
poco especificas y su uso es menos comun.

Dentro de las enzimas que estan ganando importancia como marcadores de
dafio muscular, podemos destacar a la Aldolasa (Sayers and Hubal, 2008,
Brancaccio et al., 2010, Kanda et al., 2014). La Aldolasa es una enzima glucolitica
la cual transforma la fructuosa 1-6-bifosfato a gliceraldehido-3-fosfato y
dihidroxiacetona fosfato, ambas forman parte de la via metabolica glucolitica de
Embden-Meyerhof; esta enzima, se localiza en el citoplasma y en el ntcleo de las
células (dentro de la heterocromatina) (Brancaccio et al., 2010). La Aldolasa tiene
un peso molecular de 160 kDa y se encuentra particularmente concentrada en el
musculo higado y el cerebro aunque probablemente esta presente en todas las
células, esta enzima regula la contraccion celular ligdndose reversiblemente a los
filamentos (Brancaccio et al., 2010).

Se ha encontrado que, en patologias como la distrofia muscular, la
polimiositis y la enfermedad muscular miotonica existe un incremento en los
niveles en suero de la Aldolasa; ademas, la degradacion de la Aldolasa durante
condiciones de estrés esta relacionada con el dafio muscular, por tanto, la actividad
del Aldolasa en suero es util para monitorear y diagnosticar dichas enfermedades
(Brancaccio et al., 2010). Finalmente, cabe destacar que la velocidad al caminar
estd directamente relacionada con la actividad de la Aldolasa; y por lo cual, la
actividad metabdlica de esta enzima es un predictor independiente de la funcion
fisica de las extremidades inferiores en adultos mayores (Brancaccio et al., 2010).

Otra probable enzima que puede ser utilizada como marcador de dafio
muscular es la anhidrasa carbonica III (CA III, por sus siglas en inglés), la cual
tiene la particularidad de estar presente en el musculo esquelético, pero no en el
musculo cardiaco; ademas, probablemente refleja anormalidades en las fibras tipo I
con una sensibilidad mayor que la CK y Aldolasa (Brancaccio et al., 2010). La CA

III es liberada a la circulacion después del dafio, y su concentracion en la sangre
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disminuye y aumenta mas rapidamente que la Aldolasa, la CK, la LDH y la AST
(Brancaccio et al., 2010); debido a ello, presenta expectativas importantes como
marcador de dafio muscular.

Finalmente, solo resta mencionar que otras enzimas como la ALT o la
fosfatasa alcalina han sido usadas como marcadores de dafio muscular (Kanda et
al., 2014, Pettersson et al., 2008), pero debido a su baja especificidad no son
buenos indicadores a menos que este acompafada de otras enzimas como la CK,

LDH o la AST.

1.2.3.1.5 Mioglobina y otras proteinas utilizadas como marcadores de dafio
muscular en sangre

Junto con la CK, la mioglobina es un marcador importante de dafio muscular
inducido por entrenamiento excéntrico (Nosaka, 2008, Sayers and Hubal, 2008,
McKune et al., 2012, Peake et al.,, 2005). La mioglobina es una proteina,
relativamente pequefia, compuesta por 153 aminoacidos con un peso molecular de
18 kDa; la cual, puede ligar oxigeno tanto en el musculo esquelético como en el
cardiaco debido a que contiene un grupo hemo (Brancaccio et al., 2010, Bock,
2011).

La determinacion de mioglobina y CK en plasma sirve para el diagndstico de
rabdomiolisis; debido a que en la rabdomiodlisis existe una ruptura y necrosis del
musculo esquelético por lo cual los componentes intracelulares son liberados el
torrente sanguineo, lo cual causa un incremento de la mioglobina tanto en sangre
como en orina, esto Ultimo asociado a un alto riesgo de desarrollar fallo renal
(Brancaccio et al., 2010, Bock, 2011).

Después de realizar ejercicio extenuante, una vez que ocurrido el dafio
muscular, la mioglobina es liberada la sangre como resultado de la degradacion de
las proteinas estructurales dentro del musculo lo que causa que la concentracion en
plasma de mioglobina se incremente después de 30 minutos de haber realizado el
esfuerzo y este incremento se mantiene durante cinco dias (Brancaccio et al.,

2010); aunque, en condiciones normales (donde no interviene de ejercicio), la
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mioglobina tipicamente llega su pico maximo seis horas después de haberse
presentado el dafio muscular y regresa niveles basales a las 24 hrs (Bock, 2011);
ademas, Pettersson et al., reportaron que después de un entrenamiento de una hora
con pesas, los niveles de mioglobina se incrementaron significativamente, llegando
a las 48 hrs a estar sobre limite de referencia en todos los sujetos, y manteniendo
un aumento relativo hasta los siete dias posteriores al entrenamiento, para
finalmente regresar a los valores iniciales después de diez dias (Pettersson et al.,
2008). Finalmente, cabe destacar que ademas de lo anterior, el aumento de
mioglobina en plasma puede ser detectable antes que el de la CK (Brancaccio et al.,
2010, Bock, 2011); por lo que podemos destacar a la mioglobina como un
importante marcador de dafio muscular.

Otras proteinas detectables en sangre que se han propuesto como marcadores
de dafio muscular son: la troponinas y las proteinas ligantes de acidos grasos
(FABP, por sus siglas en inglés), principalmente, ademas de la a-actina y la cadena
pesada de miosina (Sayers and Hubal, 2008, Brancaccio et al., 2010, McKune et
al., 2012).

Las troponinas son proteinas encargadas de regular la contraccién muscular
que actian de manera sensible a los niveles de calcio intramuscular regulando asi
la interaccion de actina y la miosina; estas proteinas, forman un complejo que
contiene tres proteinas de distinto peso molecular: (1) troponina C (TnC) de 18
kDa, (2) troponina I (Tnl) de 21 kDa, y (3) troponina T (TnT) de 37 kDa; las cuales
se combinan para crear varias isoformas de la proteina que son expresadas por el
musculo cardiaco y esquelético (Brancaccio et al., 2010). La Tnl producida por el
musculo esquelético (STnl) se incrementa de manera semejante a la CK durante el
dafio muscular inducido por ejercicio, y ambas se mantienen elevadas por uno a
dos dias después de haber realizado el ejercicio (McKune et al., 2012); por otra
parte, se ha reportado que después del ejercicio se libera TnT cardiaca (cTnT);
ademas, se sugiere que el ejercicio intenso produce un mayor incremento en la
c¢TnT comparado con el gjercicio prolongando de intensidad moderada (Brancaccio

etal., 2010).
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Por otra parte, las proteinas ligantes de acidos grasos (FABP) son una familia
de nueve proteinas citoplasmaticas de un peso molecular de 15 kDa; de estas nueve
proteinas el musculo cardiaco y esquelético comparten un mismo tipo que se
denomina FABP cardiaca (H-FABP, por sus siglas en inglés), debido a que su
concentraciébn es siete veces mayor musculo cardiaco con respecto a la
concentracion del musculo esquelético (Brancaccio et al., 2010). Se ha sugerido
que la H-FABP y la mioglobina incrementan y disminuyen mas rapidamente que la
CK pro lo cual podrian ser usados como marcadores tempranos y de
monitorizacion del dafio muscular inducido por ejercicio (Brancaccio et al., 2010,
McKune et al., 2012); ademads, en la revision realizada por Brancaccio et al., se
hace notar que existe un ensayo comercial para la determinacion de la misma, lo
que facilita su uso en el control bioquimico deportivo.

También, la a-actina se ha propuesto como un marcador dafio muscular; esto
se debe a que esta proteina representa mas del 20% del total de las proteinas del
miocito y muestra una sensibilidad del 63-100%, lo cual la hace un indicador
altamente sensible; ademas, una vez que ha sido provocado el dafio muscular, el
incremento en la concentracion de a-actina puede ser detectado desde una hora
hasta 72 hrs, lo cual indica una gran estabilidad (McKune et al., 2012); por
consiguiente, esta proteina es un buen candidato como indicador de dafio muscular.

Finalmente, es importante comentar que algunos marcadores quimica
sanguinea, principalmente asociados a funcién renal, como urea, acido trico,
nitrogeno ureico, albumina, proteinas y creatinina se usan como marcadores
proteolisis asociados a dafio muscular (Viru and Viru, 2001, Clarkson et al., 2006,
Sampson et al., 2014); sin embargo, debido a su alta variabilidad y baja

especificidad han sido poco usados con el tiempo.
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1.2.3.2. Proteinas y otros marcadores relacionados al
estrés oxidativo

El término estrés oxidativo o estrés oxidante se refiere al desequilibrio entre
la produccion de especies quimicas reactivas denominadas radicales libres
(derivadas principalmente del oxigeno y del nitrogeno) y la capacidad del
organismo para degradar sus intermediarios quimicos o bien para reparar el dafio
ocasionado por su reactividad (Niess, 2005, Nikolaidis et al., 2008).

Los radicales libres son atomos o moléculas que presenta uno o mas
electrones no pareados, lo cual da como resultado que tengan una alta reactividad
quimica; estos radicales libres pueden dividirse seglin el elemento quimico que las
origina en especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) y especies
reactivas de nitrogeno (RNS, por sus siglas en inglés), aunque en conjunto pueden
ser denominadas como especies reactivas de oxigeno y de nitrogeno (RONS, por
sus siglas en inglés) (Niess, 2005, Nikolaidis et al., 2008, Seene et al., 2008). Las
ROS incluyen a los radicales superdxido (¢O2-) e hidroxilo (*OH), y a los no
radicales como el peréxido de hidrogeno (H202) y al 4cido hipocloroso (HOCI);
por otra parte, las RNS incluyen al 6xido nitrico (*NO) y al peroxinitrito (ONOO-)
(Niess, 2005, Nikolaidis et al., 2008, Seene et al., 2008).

El ejercicio induce un incremento en la formaciéon RONS, lo cual puede
resultar en estrés oxidativo; asi, las RONS, debido a su alta reactividad, pueden
causar lesiones a las células debido a que causan peroxidacion de lipidos,
inactivacion de enzimas, cambios en el equilibrio de 6xido-reduccion, y dafio al
DNA celular que incluso la puede llevar a la apoptosis (Phaneuf and
Leeuwenburgh, 2001, Niess, 2005, Seene et al., 2008); debido a lo anterior, las
células poseen un sistema de defensa que reduce el riesgo de dafio por oxidacion
denominado defensa antioxidante que incluye a las enzimas superoxido dismutasa,
glutation peroxidasa y catalasa, las cuales reaccionan con los radicales superoxido
y perdxido neutralizandolos (Niess, 2005, Seene et al., 2008).

Las RONS se generan durante y después del ejercicio por diferentes

mecanismos, y estos mecanismos estan asociados al tipo de ejercicio (Bloomer and
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Goldfarb, 2004, Sachdev and Davies, 2008). De manera general, en el ejercicio
agudo de tipo anaerobico, durante su ejecucion el aumento en el consumo de
oxigeno provoca un aumento en la produccion de RONS debido al aumento del
transporte mitocondrial de electrones mediado principalmente por la NADH
oxidasa; luego, debido al aumento en la isquemia y / o reperfusion la produccion de
RONS incrementa debido a una mayor actividad de la xantina oxidasa (Bloomer
and Goldfarb, 2004). Posteriormente, una vez terminado el ejercicio, la produccion
de RONS se asocia diversos factores como: (1) el trauma excesivo que causa la
ruptura de proteinas que contienen hierro (por ejemplo la mioglobina), (2) los
procesos inflamatorios que involucran a las células del sistema inmunologico
(debido principalmente a la fagocitosis), (3) el dafio mecanico producido a las
fibras musculares que causa alteraciones a la homeostasis del calcio muscular, y (4)
a la protedlisis (Bloomer and Goldfarb, 2004, Niess, 2005, Goldfarb, 2008,
Brancaccio et al., 2010).

Asi, la produccion de RONS posterior al ejercicio agudo de tipo anaerdbico
estd fuertemente ligada a la componente excéntrica del ejercicio y al dafio muscular
que esta induce (Bloomer and Goldfarb, 2004, Niess, 2005, Goldfarb, 2008,
Brancaccio et al., 2010); por consiguiente, la evaluacion en sangre de las RONS
nos dara un importante marcador de dafio muscular inducido por ejercicio
excéntrico.

La sangre es importante para mantener el balance de oxido-reduccion de los
tejidos frente condiciones de oxidacion debido a que se encarga de transportar y
distribuir los antioxidantes a todo el cuerpo; debido al anterior, dentro de la sangre
podemos encontrar diversas sustancias que son consideradas marcadores de dafio
por oxidacién, y por tanto, los cambios en la concentracién de estos marcadores
reflejarian los cambios que se producen en los tejidos como el musculo esquelético
(Nikolaidis et al., 2008). Dentro los marcadores de estrés oxidativo en sangre
ligados al dafio muscular encontramos: el estado total de los antioxidantes (total
antioxidant status, TAS), sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS, por

sus siglas en inglés), malondialdehido (MDA), grupos sulfidrilo, glutation
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reducido, glutation oxidado, superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), conteo
de leucocitos en sangre, formacion de grupos carbonilo a partir de proteinas y 8-
hidroxi-2’-deoxiguanosina; entre otros (Nikolaidis et al., 2008, Brancaccio et al.,
2010). De acuerdo con Nikolaidis et al., podemos clasificar estos marcadores en
cuatro grupos de acuerdo al tipo de dafio por oxidacion que detectan en: (1)
Capacidad del tejido para neutralizar RONS, (2) Peroxidacion de lipidos, (3) Dafio
a las proteinas y DNA, y (4) Antioxidantes enzimdticos; a continuacién se

describen brevemente.

1.2.3.2.1 Capacidad del tejido para neutralizar RONS

El estado de los antioxidantes totales (TAS) o la capacidad total antioxidante
representa la habilidad del suero o plasma para neutralizar los derivados de los
RONS (Nikolaidis et al., 2008). Los métodos comunes se basan en mediciones del
potencial de reduccion que es la capacidad de los fluidos corporales para reducir
RONS, principalmente en el compartimiento acuoso del plasma, la mayoria de las
RONS se generan ex vivo ya sea por cobre o por otros generadores de RONS
(Nikolaidis et al., 2008).

Los principales ensayos en este grupo son parametros de captura de radicales
totales, la capacidad de absorcion de radicales de oxigeno, la capacidad
antioxidante equivalente Trolox y poder antioxidante del hierro reducido; por lo
anterior, los antioxidantes solubles en agua (la vitamina C, acido urico, tioles de
proteinas, etc.) influyen principalmente estos ensayos mientras que los
antioxidantes solubles en grasa (vitamina E, carotenoides, etc.) los influyen en un
grado menor; asimismo, muchos de estos ensayos estan muy influenciadas por la
concentracion de acido urico (hasta en un 60% ), lo cual es importante de recalcar,
ya que su concentracion aumenta en gran medida después del ejercicio (Nikolaidis
et al., 2008). Asi, la medicion de TAS describe sdlo una parte de la verdadera
capacidad antioxidante total de la sangre, lo que hace recomendable usar otros

marcadores de manera conjunta (Nikolaidis et al., 2008, Brancaccio et al., 2010).
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1.2.3.2.2 Peroxidacion de lipidos

La peroxidacion de lipidos es el resultado final de una cadena de reacciones
que comienzan con la extraccion de un hidrégeno proveniente de un acido graso
insaturado, la cual neutraliza el radical original pero forman un radical con el
lipido; luego, este radical se une al oxigeno para formar un radical lipido-peroxil, el
cual es sumamente inestable y reacciona con otros acidos grasos propagando la
cadena de peroxidacion de lipidos; finalmente, al propagarse la peroxidacion, se
produce un dafio a la integridad de las membranas celulares (incluyendo a las
membranas de la mitocondria, del reticulo endoplasmatico, y del niicleo) (Sachdev
and Davies, 2008).

Los marcadores mas utilizados para peroxidacion de lipidos son los
aldehidos lipidos como el malondialdehido (MDA), los alcanos como etano y
pentano que pueden ser detectados en el aire exhalado, dienos conjugados e
isoprostados; aunque el mas utilizado en el MDA (Niess, 2005, Sachdev and
Davies, 2008, Nikolaidis et al., 2008). Sin embargo, el MDA es metabolizado in
vivo y no es un producto final estable de la peroxidacion lipidica, por tanto, puede
ser sometido a otras reacciones quimicas; debido a lo anterior, el MDA es
detectado a partir de las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS), ya
que presenta mayores ventajas (Sachdev and Davies, 2008). Una de las desventajas
del uso de TBARS es que ha sido criticado por su falta de especificidad y rapida
desaparicion del plasma (Sachdev and Davies, 2008), pese a esto sigue siendo de

los métodos mas utilizados.

1.2.3.2.3 Daifio a las proteinas y DNA

Las RONS pueden oxidar y modificar a los algunos aminoacidos (arginina,
metionina, cisteina, triptéfano y lisina) y sus residuos; esto comienza cuando un
radical hidroxilo toma un hidrogeno de un residuo de un aminoacido y forma un
radical libre de carbon; luego, en los siguientes pasos de la reaccion, se forman
otros radicales (alquilo, peroxilo, y aliloxi) los cuales vuelven al primer paso de la

cadena tomando un hidrogeno de otro aminoacido propagando el dafio por
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oxidacion (Niess, 2005). Si una proteina sufre modificaciones por oxidacion esto
puede dafiar sus funciones fisiologicas y acelerar su degradacion a través de la
proteolisis, lo cual ocurre de manera natural con el envejecimiento; sin embargo,
existe una correlacion entre el nimero y severidad de enfermedades que aumenta
dichas modificaciones probando que el dafio por oxidacion perjudica a las
proteinas (Niess, 2005). Debido a lo anterior es importante medir la oxidaciéon de
proteinas, y el método mas frecuente son derivados de carbonilo reactivos (Niess,
2005, Nikolaidis et al., 2008).

Por otra parte, el dafio oxidativo al DNA es considerado un potencial factor
fisiopatoldgico en la varias enfermedades, aunque principalmente en el cancer; este
dafio ocurre cuando las RONS oxidan una base del DNA modificandola, causando
una lesion en alguno de los azlcares, la ruptura de las bandas, y modificaciones a
las proteinas del DNA (Niess, 2005). Una de las mas abundantes modificaciones al
DNA es la oxidacion de la guanosina, la cual da como resultado la formacion de la
8-hidroxi-2’-deoxiguanosina (8-OHdG); la deteccion de la 8-OHAG es el marcador
usado de manera mas frecuente para evaluar dafio oxidativo al DNA, y debido a
que estd directamente involucrado en el proceso de la carcinogénesis, muchos

laboratorios lo utilizan (Niess, 2005, Nikolaidis et al., 2008).

1.2.3.2.4 Antioxidantes enzimaticos

Como se menciond anteriormente, las células poseen un sistema de defensa
antioxidante que incluye a las enzimas glutation peroxidasa, superoxido dismutasa,
y catalasa, las cuales reaccionan con los radicales superéxido y perdxido
neutralizandolos (Niess, 2005, Nikolaidis et al., 2008). A continuacion, se
mencionaran las principales caracteristicas de cada una de ellas.

El glutation (L-y-glutamil-cisteinil-glicina) es uno de los mas importantes
antioxidantes del cuerpo; el glutation se encuentra dentro de las células como
glutation reducido y puede ser oxidado por radicales libres y especies oxidantes
como el H202 formando disulfuro de glutation (la forma oxidada del glutation)

esta reaccion es catalizada por la enzima glutation peroxidasa (GPX) (Niess, 2005,
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Sachdev and Davies, 2008). La GPX es una selenio-proteina que se localiza en el
citosol y en la matriz mitocondrial (principales sitios de produccion de RONS), por
lo cual es utilizada como un marcador de la oxidacion del glutation que puede ser
determinado en sangre (Niess, 2005, Nikolaidis et al., 2008, Sachdev and Davies,
2008).

Por otra parte, la superéxido dismutasa (SOD) es una metalo-proteina que
cataliza la reaccion del radical superoxido (¢O2-) a perdxido de hidrogeno (H202)
y finalmente a oxigeno molecular (O2), con lo cual puede reducir
aproximadamente el 80% de los radicales peroxido producidos en la mitocondria;
existe tres isoenzimas, dos ellas de cobre y zinc que se encuentran en el citosol, y
una mas de manganeso que se encuentra en la mitocondria (Niess, 2005, Jackson,
2008). También, la catalasa (CAT) cataliza la descomposicion del peroxido de
hidrégeno para formar agua y oxigeno, se encuentra principalmente en la
mitocondria ademas de otros sitios como el reticulo endoplasmatico (Niess, 2005).

Finalmente, cabe destacar que los estudios realizados sobre dafio muscular
han mostrado que los marcadores vinculados a estrés oxidativo sueles mostrar un
pico a las 24 y otro a las 72 hrs vinculados respetivamente al dafio mecanico y a la
respuesta inflamatoria; ademdas que una vez presente los cambios estos se mantiene
por varios dias después de la sesion de ejercicio (Brancaccio et al., 2010). Por otra
parte, se ha sugerido que el estrés oxidativo es dependiente del nivel de
entrenamiento, mostrando que el dafio causado es menos evidente en atletas

entrenados (Brancaccio et al., 2010).

40 Universidad de Leon



Capitulo 1: Antecedentes

1.3. Ayudas Ergogénicas como auxiliares para
prevenir o atenuar el dano muscular
inducido por ejercicio

El dafio muscular inducido por ejercicio (principalmente de tipo excéntrico)
puede afectar la practica deportiva ya que favorece, en sesiones posteriores, la
aparicion de dolor muscular y la restriccion de movimiento, lo que provoca que se
disminuya la capacidad para ejercitarse a intensidades Optimas; debido a esto,
cualquier intervencion que alivie o disminuya las molestias derivadas del dafio
muscular puede ser benéfico tanto para atletas como para personas fisicamente
activas (jovenes y mayores), asi como para algunos tipos de patologias asociadas al
musculo esquelético mejorando tanto el apego al programa de ejercicio como sus
adaptaciones (Howatson and van Someren, 2008).

En ciencias del deporte, las ayudas ergogénicas son definidas como:
cualquier técnica de entrenamiento, dispositivo mecéanico, practica nutricional,
método farmacoldgico, o técnica fisiologica que puede mejorar la capacidad de
rendimiento deportivo y aumentar las adaptaciones al entrenamiento; de tal manera
que, este tipo de ayudas puede hacer posible que se tolere mejor el entrenamiento
intenso por medio de una recuperacion mas rapida manteniendo a las personas
libres de lesiones y conservando su salud (Kreider et al., 2010).

Howatson y van Someren (2008) proponen diversos tipos de intervenciones
que pueden ser utilizadas para prevenir o tratar el dafio muscular inducido por
egjercicio, las cuales pueden ser clasificadas dentro de tres tipos de ayudas

ergogénicas: (1) fisiologicas, (2) farmacologicas, y finalmente (3) nutricionales.

1.3.1. Ayudas ergogénicas fisiologicas

Dentro de esta clasificacion podemos encontrar las siguientes técnicas:
(a) estiramiento, (b) masaje, (c) electroterapia, (d) crioterapia, y (e) ejercicio
moderado posterior al entrenamiento; todas ellas comparten el hecho de aprovechar

una caracteristica fisiologia del musculo que ayuda a su rapida mejora.
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b)

¢)

d)

Estiramiento. Se ha propuesto que el estiramiento muscular reduce la rigidez
muscular (activa y pasiva), lo cual provoca que las contracciones excéntricas
se realicen con mayor facilidad y produciendo menor dafio mecanico y por
tanto producir menor dafio muscular o atenuarlo; aunque con resultados no
concluyentes o mixtos (Howatson and van Someren, 2008).

Masaje. Aunque muchos atletas estdn convencidos del potencial del masaje
para aliviar el dolor muscular posterior al ejercicio, y por tanto se utiliza
ampliamente; no existe un consenso, a nivel cientifico, del potencial de esta
terapia para disminuir el dafio muscular (aparicion de micro lesiones y el
dolor muscular); esto se debe al hecho que podemos encontrar muchas
variables dentro de las investigaciones como: nivel y tipo de entrenamiento
del terapista, técnica de masaje utilizada, duraciéon del tratamiento, etc.; lo
cual hace necesario mayor investigacion para demostrar su efectividad en el
desempefio y funcion muscular (Howatson and van Someren, 2008,
Lovering, 2008, Zainuddin et al., 2005).

Electroterapia. Es una técnica ampliamente utilizada para el tratamiento de
lesiones musculares, ademas de la rehabilitacion de diversos problemas
musculo-esqueléticos; sin embargo, presenta el inconveniente de que para su
uso se requiere de personal con un entrenamiento especifico, ademas del uso
de equipamiento que suele ser caro (Howatson and van Someren, 2008). No
obstante lo anterior, se ha sugerido que la electroterapia muestra ser un
auxiliar importante en el dafio muscular, la cantidad actual de
investigaciones hechas al respecto no permite hacer conclusiones sobre su
uso (Lovering, 2008, Howatson and van Someren, 2008).

Crioterapia. Este tipo de terapia consiste en la aplicacion de frio en el tejido
blando que da como resultado un efecto analgésico en el tejido dafiado, un
hipometabolismo del tejido, y una respuesta vascular que retarda el flujo de
sangre retardando asi la formacion del hematoma; ademas, se ha propuesto
que reduce la respuesta inflamatoria, la hinchazén, el edema y el dolor

(Howatson and van Someren, 2008, Lovering, 2008).
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e) Ejercicio. Se ha sugerido que el ejercicio es la estrategia mas efectiva para
aliviar el dolor muscular localizado de aparicion tardia (DOMS); ademas, se
ha propuesto la hipotesis que el ejercicio incrementa el flujo sanguineo el
cual remueve los productos nocivos asociados al dafio muscular, e
incrementa la liberacion de endorfinas causando asi un efecto analgésico;
por consiguiente, en presencia de DOMS los terapistas fisicos suelen
prescribir ejercicio ligero aunque hoy en dia no se conoce la intensidad y

duracion apropiada para tal fin (Howatson and van Someren, 2008).

Existe un fenémeno en el cual se ha encontrado una disminucion de
marcadores de dafio muscular conocida como “doble bout”. El “doble bout” o
efecto de la serie de ejercicio repetida se da cuando se realiza una serie de
entrenamiento excéntrico que causa DOMS; luego cuando se repite la misma serie
de ejercicio varios dias después, el DOMS disminuye drasticamente junto con otros
marcadores de dafio muscular como la concentracion de CK, la perdida de
movimiento y de fuerza muscular, entre otros (Howatson and van Someren, 2008,
Lovering, 2008). Este fenémeno se ha mostrado de manera consistente en varias
investigaciones, parece mostrar sus beneficios a partir de 2 o 4 dias después de
haber realizado la primera serie de ejercicio o hasta varios meses después, ademas
de presentar una marcada diferencia entre las extremidades superiores o inferiores;
por tanto, parece ser la Unica ayuda fisiologica que tiene un efecto real de
atenuacion de dafio muscular inducido por ejercicio (Howatson and van Someren,
2008). Finalmente, estimulamos a lector a revisar las excelente revisiones de la
clasificacion de las ayudas ergogénicas realizadas por Howatson and van Someren

(2008) y Lovering (2008).
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1.3.2. Ayudas ergogénicas farmacologias

Dentro de esta categoria de ayudas ergogénicas podemos encontrar a los
farmacos antiinflamatorios no esteroideos (NAIDs, por sus siglas en inglés).
Dentro de esta clasificacion tenemos al ibuprofeno, el acido acetilsalicilico, el
naproxeno, diclofenaco, flurbiprofeno y ketoprofeno; todos estos farmacos tienen
un uso terapéutico sobre el dafio muscular y en el DOMS disminuyendo la
aparicion de dolor y edema durante la inflamacion aguda, por medio de la
inhibicion de la sintesis de prostaglandina lo que a su vez inhibe el metabolismo
del acido araquidénico por via de la ciclo-oxigenasa (COX) (Howatson and van
Someren, 2008, Lovering, 2008).

Si bien su utilizacion terapéutica es bien conocida, el uso de dosis mayores a
las indicadas para estos farmacos (por ejemplo, 1200 mg / dia para el ibuprofeno y
4000 mg/ dia para el paracetamol) puede suprimir la sintesis de proteina que
acompaiia al entrenamiento excéntrico de alta intensidad debido a que inhibe el
ciclo de dafio-reparacion-adaptacion del musculo esquelético al ejercicio
excéntrico; por tanto su uso debe realizarse con precaucion (Howatson and van

Someren, 2008).

1.3.3. Ayudas ergogénicas nutricionales

Dentro de esta categoria de ayudas ergogénicas podemos encontrar: (a) el
uso de hidratos de carbono y proteinas, (b) el uso de antioxidantes, y (c) el beta-
hidroxi-beta-metilbutirato (HMB), como ayudas nutrimentales. A continuacién se

describe brevemente su uso.

1.3.3.1. Hidratos de carbono y proteinas
Después de realizar entrenamiento excéntrico de alta intensidad, la resintesis
de glucogeno muscular se ve disminuida; probablemente, esto se deba a que las
células asociadas al sistema inmunologico, presentes en la inflacion aguda

posterior al entrenamiento excéntrico, compiten con las células musculares por la
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glucosa sanguinea; debido a lo anterior, se ha propuesto la hipotesis que al utilizar
suplementacion o una dieta alta en hidratos de carbono puede incrementar los
depositos de glucogeno intramuscular y disminuir asi el dafio muscular; por otra
parte, se ha propuesto que la suplementacion de aminoacidos ramificados puede
prevenir o aliviar los sintomas del dafio muscular inducido por ejercicio (Howatson

and van Someren, 2008, Sousa et al., 2014).

1.3.3.2. Antioxidantes

El dafio muscular inducido por ejercicio provoca un aumento del estrés
oxidativo debido que dentro de la respuesta inflamatoria aguda posterior al
ejercicio, la degradacion del tejido dafiado por parte de los fagocitos y neutrofilos
resulta en un aumento en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
que finalmente conduciria a estrés oxidativo. Por lo anterior, se ha sugerido que las
ROS pueden estar implicadas en una respuesta que causa una segunda aparicion de
dafio (posterior al previamente causado por la accion mecéanica primaria) que puede
estar mediado por el sistema inmunolégico (Proske and Morgan, 2001, Peake et al.,
2005, Howatson and van Someren, 2008). En consecuencia, se ha propuesto el uso
de ayudas ergogénicas nutricionales que contienen antioxidantes como una
alternativa para reducir el estrés oxidativo causado por las ROS y por tanto también
reducir los sintomas asociados al dafio muscular inducido por ejercicio (Williams,
2004, Howatson and van Someren, 2008, Sousa et al., 2014).

Dentro de las posibles ayudas nutricionales ergogénicas que pueden ser
usadas como antioxidantes encontramos las siguientes: vitaminas C y E,
carotenoides (provitamina A), polifenoles, acido a-lipoico, 4cidos grasos
poliinsaturados (EPA, DHA) y co-enzima Q10, entre otros; sin embargo, las mas
estudiadas con respecto al dafio muscular son las vitaminas C y E, ademas de los
carotenoides (Williams, 2004, Goldfarb, 2008, Howatson and van Someren, 2008,
Sousa et al., 2014).
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1.3.3.3. Beta-hidroxi-beta-metilbutirato (HMB)

En los ultimos afios, el HMB ha cobrado importancia como suplemento
nutricional debido a que se le atribuyen efectos sobre la disminucion del dafio
muscular y el incremento del tamafio del musculo (Howatson and van Someren,
2008, Bishop, 2010) lo cual hace a este suplemento alimenticio relevante para su
estudio en el ambito de la nutricion clinica y deportiva (como ayuda nutricional
ergogénica).

En 1996, Nissen et al., publicaron el primer articulo sobre suplementacion de
HMB en humanos. En este articulo muestra que en sujetos sometidos, durante tres
semanas, a entrenamiento de resistencia y una dosis de suplementacion de 3 g de
HMB al dia, incrementaban la fuerza y la masa muscular (medida como masa libre
de grasa); ademas, estos sujetos después de tres semanas de suplementacion
presentaron una disminucién en: (a) la protedlisis muscular (evaluada como
concentraciéon en orina de 3-metilhistidina); (b) la concentraciéon en suero de
enzimas relacionadas con dafio muscular, principalmente CK y una marcada
tendencia en LDH; y (c) la concentracion en plasma de aminodcidos esenciales
(Nissen et al., 1996a).

A partir de estos hallazgos, Nissen et al. postulan la hipdtesis que el HMB
podria haber participado en un proceso desconocido que inhibe la protedlisis
muscular. A partir de lo anterior, se han postulado varias teorias sobre el
mecanismo de accion del HMB provenientes de estudios realizados tanto en
humanos, animales, y cultivos celulares que podrian asociarlo directamente con la
disminucién de dafio muscular inducido por ejercicio (Wilson et al., 2008, Zanchi
et al., 2011, Fitschen et al., 2013, Wilson et al., 2013a); debido a esta razén en la

siguiente seccion de este capitulo se hara una revision extensa sobre el HMB.
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1.4. Beta-hidroxi-beta-metilbutirato (HMB)

El beta-hidroxi-beta-metilbutirato (HMB; también conocido como beta-
hidroxi-isovalerato) es un metabolito del aminoacido ramificado leucina (LEU),
que se produce a partir del primer metabolito de la leucina llamado acido alfa-
cetoisocaproico (CIC) (Nissen et al., 1996a). En estudios in vitro se observo que,
tanto la LEU como el CIC, ayudan a disminuir la pérdida de nitrogeno y de
proteina por inhibicion directa de la degradacion de las proteinas. Sin embargo, en
estudios realizados en animales y en humanos, en condiciones normales, estos
compuestos no mostraron claramente tener un efecto anabdlico, aunque en
presencia de estrés o trauma severo (durante periodos de excesiva protedlisis) si
mostraban un efecto anticatabolico. Esto ultimo sugirié que tanto la LEU como el
CIC eran solamente activos durante periodos de excesivo catabolismo o que un
metabolito de los mismos era probablemente producido en una etapa mas
avanzada, dependiendo del entorno metabolico (Nissen et al., 1996a). Con base en
lo anterior, estudios realizados con tejido de higado de ratones (Sabourin and
Bieber, 1982b) y de humanos (Sabourin and Bieber, 1983) demostraron que la
oxidacion del CIC por medio de la enzima acido alfa-cetoisocaproato oxigenasa
producia la formacién de HMB.

Posteriormente, Van Koevering y Nissen observaron en una serie de ensayos
in vivo, llevados a cabo en cerdos y corderos jovenes, que el HMB derivaba del
CIC. Ademas, por medio de moléculas marcadas con isotopos radiactivos
comprobaron que, en los cerdos, el 100% del HMB provenia exclusivamente del
CIC (Van Koevering and Nissen, 1992). Posteriormente, Nissen et al. mostraron
que 1,5 0 3 g de HMB al dia pueden prevenir parcialmente la proteolisis muscular
(disminucion del 20% de la 3-metilhistidina excretada en orina) y/o dafio muscular
(disminucion de un 20-60% de la lactato deshidrogenasa y creatina quinasa en
plasma) inducidos por medio de entrenamiento de resistencia, generando asi

mayores ganancias musculares. Esto justifico el interés sobre el estudio de HMB
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como un suplemento nutricional y con un amplio potencial de utilizacion (Nissen et

al., 1996a).

1.4.1. Metabolismo del HMB

En 1997, Nissen y Abumrad presentan la probable ruta metabdlica del HMB.
El aminoacido LEU que puede ser obtenido de la dieta (fuente exdgena) o bien de
la proteolisis muscular (fuente endogena) (Nissen and Abumrad, 1997).

La LEU es transaminada a CIC en el citosol y en la mitocondria de las
células musculares (Fig. 7 a) pero la mayor parte del metabolismo del CIC se
realiza en el higado. Aproximadamente, el 90% del CIC es oxidado, de forma
irreversible a isovaleril coenzima A (IV-CoA) en la mitocondria de las células
hepaticas, por medio del complejo de la deshidrogenasa de a-cetoacido de cadena
ramificada (Fig. 7Db). Posteriomente, el IV-CoA es deshidrogenado
enzimaticamente a [-metil-crotonil-CoA (MC-CoA) (Fig. 7c), el cual, en
presencia de biotina, es carboxilado enzimaticamente y transformado a B-metil-
gluconil-CoA (MG-CoA) (Fig. 7 d). El MG-CoA es hidratado enzimaticamente
para formar B-hidroxi-p-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) (Fig. 7 e) y, finalmente, el
HMG-CoA es degradado enzimaticamente a Acetoacetato y Acetil-CoA (Fig. 7 f)
(Nissen, 2007, Nissen and Abumrad, 1997).

Aproximadamente el 10% restante del CIC es oxidado a HMB, en presencia
de oxigeno molecular y hierro (Sabourin and Bieber, 1982a), por medio de la
enzima CIC dioxigenasa, en el citosol de las células hepaticas (Sabourin and
Bieber, 1983, Nissen, 2007, Nissen and Abumrad, 1997) (Fig. 7 g). En este punto,
el HMB puede tener dos posibles destinos: a) su excrecion a través de la orina o, b)
su conversion a HMG-CoA.

En 1983, Sauborin y Bieber (Sabourin and Bieber, 1983), proponen que la
transformacion del CIC a HMB, por medio de la enzima CIC dioxigenasa, podria
servir para prevenir la excesiva acumulacion de CIC (el cual puede llegar a ser
toxico) y dado que el HMB es un metabolito mas polar, este puede ser excretado en

la orina (Fig. 7 h).
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Figura 7. Ruta metabdlica del HMB. Adaptado de Sabourin y Bieber (1983) y Nissen y Abumrad (1997).
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Por otra parte, la conversion del HMB a HMG-CoA se produce por medio
del complejo HMB-CoA, que puede ser carboxilado y formar directamente HMG-
CoA (Fig. 71); o bien, puede ser deshidratado y formar MC-CoA, que a su vez
puede ser transformado a MG-CoA y, finalmente, a HMG-CoA (Nissen and
Abumrad, 1997, Nissen, 2007) (Fig. 7 j).

Este HMG-CoA, a su vez, puede degradarse de forma reversible a
Acetoacetil-CoA y, finalmente, formar Acetil-CoA (Fig. 7 k). Nissen y Abumrad,
en 1997 (Nissen and Abumrad, 1997), proponen que el HMG-CoA puede ser
transformado enzimaticamente a Mevalonato por medio de la HMG-CoA reductasa
y asi actuar como precursor en la sintesis de colesterol (Fig. 7 1). Aunque esto esta
via es importante, no ha sido comprobado y solo tiene base en el argumento que, en
estudios in vivo, se ha demostrado que el carbono proveniente de la LEU es
encontrado en el colesterol; aunque, se desconoce qué porcentaje de carbono
proviene directamente del HMB (Nissen and Abumrad, 1997).

Finalmente, y como ya fue mencionado, el paso del MC-CoA a MG-CoA
estd limitado a la presencia de biotina, por lo que cuando existe deficiencia de
biotina se ha observado un incremento en los niveles de HMB asociados al
incremento en la concentracion de acido metilcrotonoico resultante de la baja
actividad de la enzima MC-CoA carboxilasa. Por ello, se ha sugerido que el acido
metilcrotonoico pudiera ser hidratado por medio de enol-CoA hidrasa y formar asi
HMB (Fig. 7 m), ya que esta enzima se encuentra incluida dentro del metabolismo
de la isoleucina. Sin embargo, también se ha propuesto que el incremento en HMB
asociado al incremente en el acido metilcrotonoico puede deberse simplemente a la
inhibicion resultante de la modulacion de varias enzimas durante la via metabolica

de retorno al CIC.
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1.4.2. Absorcion y excrecion del beta-hidroxi-beta-

metilbutirato

Aunque no se conoce la produccion endogena del HMB en humanos; se ha
estimado, a partir de estudios realizados en cerdos, que un hombre de 70 kg puede
producir de 0,2 a 0,4 g de HMB al dia, dependiendo de la ingesta diaria de LEU
(Nissen, 2007). Por otra parte, en un estudio realizado para conocer la cinética
quimica del HMB, Vukovich et al. registraron niveles basales de HMB en plasma
de ~2 nmol /L y que tras la suplementacion de 1 g de HMB alcanzaron un pico
maximo de concentracion de 115 nmol / L a las dos horas de haber sido ingerido;
regresando al nivel basal después de nueve horas. Los autores también muestran
que el 14% de dicha dosis es excretada en la orina (Vukovich et al., 2001).

También, dentro del mismo estudio pero en un distinto ensayo, se muestra
que con una dosis de 3 g de HMB, el pico maximo de concentracion en plasma es
de ~480 nmol /L y este se alcanza después de una hora de haber sido ingerida,
también reportan resultados utilizando la mezcla de 3 g de HMB + 75 g de glucosa,
pero en este caso el pico maximo de concentracion fue ~350 nmol / L y se alcanza
aproximadamente a las dos horas de haberse ingerido; ademads, tanto para la dosis
de 3 g de HMB como para esta que incluye la glucosa, se mostré que la
concentracion en plasma de HMB regresa al valor basal después de 9 hrs. Estos
resultados sugieren que el alto consumo de glucosa retarda la absorcion del HMB,
debido muy probablemente a su efecto sobre la velocidad en el vaciamiento

gastrico (Vukovich et al., 2001).
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1.4.3. HMB como suplemento alimenticio

El HMB es la base conjugada del acido beta-hidroxi-beta-metilbutirico,
también llamado 4cido beta-hidroxi-isovalérico (Nissen, 1991), que en
nomenclatura UIPAC se denomina acido 3-hidroxi-3-metilbutirico. E1 HMB no
tiene isomeros, por lo que no existe en las formas Levo (L) y Dextro (D) (Nissen,
1991).

El acido beta-hidroxi-beta-metilbutirico puede ser sintetizado a partir del 4-
hidroxi-4-metil-2-pentanona (Nissen, 1991), por oxidacion alcalina de diacetona-
alcohol con hipoclorito de sodio; dicha reaccion, es realizada siguiendo el
procedimiento previamente descrito por Coffman, Cramer y Mochel (Coffman et
al., 1958). Una vez obtenido el acido, este puede ser neutralizado con hidréxido de
sodio (NaOH) o hidréxido de Calcio (NaOH) para formar una sal soluble en agua
(Nissen et al., 1994), aunque pueden también obtenerse otras sales no toxicas de
metales alcalinos y de metales alcalino-terraneos (Nissen, 1991).

Tanto la sal de sodio del HMB (beta-hidroxi-beta-metilbutirado de sodio,
Na-HMB) como la sal de calcio (beta-hidroxi-beta-metilbutirato de calcio, Ca-
HMB) comienzan a ser solubles en agua en el estbmago o intestino (Nissen, 1991).
Sin embargo, es normalmente mas utilizado el Ca-HMB, ya que el Na-HMB es
mas higroscopica que el Ca-HMB, por lo que el Ca-HMB puede mantenerse mas
tiempo seco, con una consistencia no gomosa y finamente dividido.

Por otra parte, la seguridad del consumo del HMB ha sido probada en ratas
(Baxter et al., 2005), donde se evaluo la toxicidad de Ca-HMB siguiendo los
protocolos estandarizados para evaluar la toxicidad de productos nutricionales. En
dicho estudio, Baxter et al. sometieron a un grupo de 160 animales a un
seguimiento durante 90 dias; en el experimento, los animales fueron divididos en
cuatro grupos (cada uno de 40 ratas con igual nimero de machos y hembras)
dependiendo de su dieta: (a) control, (b) consumo bajo, (¢) consumo medio y (d)
consumo alto, lo que corresponde a 0, 1, 2 y 5% del total del alimento consumido

como Ca-HMB, respectivamente (Baxter et al., 2005).
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Los autores no observaron efectos clinicos adversos para ninguna de las
concentraciones de la dieta analizadas, como tampoco en el peso corporal, el
consumo de alimento, en el analisis quimico clinico, ni en el perfil hematoldgico de
las ratas; tampoco se observaron cambios en el peso absoluto o relativo de los
organos de los animales estudiados o en las observaciones micro y macroscopicas
de los mismos. Ademas, se determin6 que la dosis asociada a un consumo alto (5%
del total de la dieta) seria equivalente a 3.493 mg/kg/dia para los machos y de
4.163 mg /kg /dia para las hembras. Asimismo, y en una revision previa, Wilson et
al. (Wilson et al., 2008) sefialaron que utilizando animales no se han observado
efectos adversos con la ingesta de HMB en un amplio rango de volumen
suplementado (8 a 5.000 mg/kg/dia) y, ain, variando considerablemente los
periodos de suplementacion (1 a 16 semanas). Ademads, al extrapolar estos datos a
humanos, los mismos autores (Wilson et al., 2008) sugieren que a la dosis maxima
(5.000 mg/kg/dia) equivaldria a un consumo diario de 450 g de HMB para un
hombre de 90 kg de peso corporal. Lo que evidentemente sugiere que la
suplementacion con HMB no implica ningiin riesgo para la salud.

Finalmente, en estudios realizados en humanos (Nissen et al., 1996a, Kreider
et al., 1999, Gallagher et al., 2000b, Nissen et al., 2000, Rathmacher et al., 2004)
no se observan efectos adversos con posterioridad a la ingesta de HMB en los
marcadores asociados a la funcion renal y hepatica, ni en los indices
hematologicos. Nissen et al., (Nissen et al., 1996a) sefialan que dosis de 1,5y 3 g
dia de HMB durante 3 semanas no afectan la concentracién en plasma de
creatinina, electrolitos (Na, K, Cl, P), enzimas (GGT, ALT o AST), ni al recuento
de células blancas y rojas. Asimismo, Kreider et al. (Kreider et al., 1999) no
encontraron cambios en LDH, ALT y AST, con dosis de 3 y 6 g de HMB al dia,
durante 4 semanas. Gallagher et al., (Gallagher et al., 2000b) que compararon los
efectos de la suplementacion de ~3 y ~6 g de HMB al dia, durante 8 semanas, no
observaron modificaciones en la concentracion de enzimas en sangre (LDH,
fosfatasa alcalina, ALT y AST), biometria hematica, glucosa, hemoglobina, urea y

perfil lipidico (triglicéridos, HD, LDL, VLDL y colesterol total), como tampoco
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detectaron cambios de concentracion en la orina (glucosa, proteinas y cetona). Por
ultimo, Nissen et al., analizaron los datos relacionados con la seguridad de la
suplementacion de HMB de nueve investigaciones en las que se utilizo una dosis
de 3 g/dia, durante 3 a 8 semanas, en distintas poblaciones (jovenes y adultos,
hombres y mujeres, entrenados y no entrenados), y en la que tampoco se
observaron cambios significativos en la concentracion sanguinea de bilirrubinas,
enzimas (fosfatasa alcalina, LDH, ALT, AST, GGT), hierro, glucosa, acido trico,
urea, creatinina, electrolitos (Na, K, Cl, P), proteina, albumina y globulina; asi
como cambios significativos en la biometria hematica de los sujetos. En
consecuencia, los datos presentados sugieren que el HMB, a las dosis previamente
publicadas (entre 3 y 6 g/dia, hasta 8 semanas), no es peligroso para su consumo

como suplemento nutricional (Nissen et al., 2000).

1.4.4. HMB y Daino muscular

Después del primer articulo (Nissen et al., 1996a) sobre suplementacion de
HMB en humanos, Nissen y Abumrad, en 1997, publicaron una revision sobre el
papel del HMB en la nutricion. En dicha revision, los autores analizan los
resultados de estudios tanto en humanos como en animales y proponen la posible
ruta bioquimica del metabolismo del HMB en mamiferos. Como resultado, estos
autores proponen que el HMB puede ser un precursor del colesterol debido a que
en el citosol el HMB es convertido a HMG-CoA vy éste, a su vez, puede ser usado
finalmente para la sintesis de colesterol (Fig. 15, i y 1) (Nissen and Abumrad,
1997).

El argumento que sostiene esta teoria es que el colesterol es necesario para
mantener apropiadamente la funcion y el crecimiento celular debido a que esta
fuertemente involucrado en la sintesis de nuevas membranas celulares y en la
reparacion de membranas celulares dafiadas (Nissen, 2007, Nissen and Abumrad,
1997). Ademas, en el caso especifico del musculo durante periodos de incremento
en el estrés celular (como puede ser durante el ejercicio intenso) la demanda de

colesterol es mucho mayor que la producciéon enddgena (Nissen, 2007); y, por esta
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via, al elevar los niveles de HMB por medio de la suplementacion incrementamos
también la concentracion intracelular de HMG-CoA disponible para la sintesis de
colesterol (Nissen and Abumrad, 1997, Nissen, 2007). Esto es particularmente
importante en el misculo, debido a que la sintesis endogena parece ser la mayor (o
quiza exclusiva) fuente de colesterol (Nissen and Abumrad, 1997). Otro argumento
que apoya esta hipotesis es que la suplementacion de HMB, en estudios realizados
en animales, ha mejorado la funcion del sistema inmunolégico y la produccion de
grasa en la leche durante la lactacion; es interesante que en ambos casos, se
requiere de nueva sintesis de colesterol en la célula (Nissen and Abumrad, 1997,
Nissen, 2007). Finalmente, en la revision de Wilson, Wilson y Manninen se hace
énfasis en que la inhibicion de la sintesis de colesterol puede resultar en una
disminucion de la funcion muscular, un mayor dafio muscular e incluso la muerte
de la célula muscular (Wilson et al., 2008); por lo tanto, la suplementacion con
HMB resultaria finalmente en una mayor sintesis de colesterol que podria
disminuir el dafio muscular.

Por otro lado, Nissen et al., en un estudio multicéntrico y en contra de esta
hipotesis, muestra que después de 6-8 semanas de una suplementacion de 3 g/ dia
de HMB se observo un incremento del 5,8% (p <0,03) en colesterol total y del
7,3% (p <0,01) en el colesterol de baja densidad (LDL, por sus siglas en inglés)
con respecto al basal en los sujetos. También, en un estudio realizado en personas
mayores (50-72 afios) con hiperlipidemia (> 4,5 de correlacion de colesterol y
HDL-c) que fueron suplementados con 3g/dia de HMB y un programa de
entrenamiento (3 dias a la semana ejercicio aerdbico y 2 dias entrenamiento de
resistencia) durante cuatro semanas redujeron su LDL de 172+ 11,7 a 123 +£9,1
mg/dL (p=0,01) mientras que los que solo ingirieron un placebo no muestran
diferencias significativas. En ambos estudios los autores no ofrecen una
explicacion a dichos hallazgos. Por tltimo, Wilson, Wilson y Manninen mencionan
que la reduccién en el LDL causada por el HMB puede estar relacionada a que este
suplemento se comercializa como una sal de calcio (Ca), que contiene de

100-200 mg de Ca por gramo de HMB y, por tanto, se entiende que al suplementar
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1 g de Ca disminuyen los niveles de colesterol en suero por el aumento de la
sintesis de acidos biliares (Wilson et al., 2008).

Si bien el papel del HMB sobre la formacion de colesterol y su posterior
deposito en la membrana celular no es claro; existen diversos estudios que vinculan
el consumo de HMB a mejoras positivas sobre diversos indicadores de dafio
muscular, como: disminucion de la concentracion en sangre de CK (Nissen et al.,
1996, Gallagher et al., 2000a, Panton et al., 2000, Knitter et al., 2000, Jowko et al.,
2001, van Someren et al., 2005), LDH (Wilson et al., 2009, Knitter et al., 2000) y
marcadores de proteolisis (urea y 3-metil-histidina) (Nissen et al., 1996, Jowko et
al., 2001); ademas, de disminuir el DOMS (Nissen et al., 1996, van Someren et al.,
2005). Por tanto, parece presentar un efecto benéfico para la disminucion del dafio
muscular.

Finalmente, es destacable que en los estudios revisados no se utilizan de
manera directa marcadores de dafio muscular asociados al estrés oxidativo y, con
base en la teoria de sintesis de colesterol en la membrana muscular, cabe esperar
que disminuya este estrés: por ello, la propuesta de este estudio es evaluar el efecto
de la suplementacion de HMB sobre los indicadores de dafio muscular
(bioquimicos, de estrés oxidativo y de dolor muscular) inducido por una sesion de

entrenamiento excéntrico.
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2.1. Objetivo general

Comparar los cambios de la composicion corporal y de los indicadores de
dafio muscular en dos grupos de jovenes fisicamente activos; uno, bajo la
suplementacion de 3 g/ dia de HMB vy, otro, bajo la administracion de un placebo
durante un periodo de seis semanas y posterior a una sesion de entrenamiento

excéntrico.

2.2. Obijetivos especificos
2.21. Objetivo especifico primero

Evaluar antes y después de las seis semanas de suplementacion: (a)
Composicion corporal por DEXA para conocer los cambios en masa magra y masa
grasa, (b) Quimica Sanguinea para evaluar los cambios en marcadores metabolicos
y relacionados con dafio muscular, (c) Perfil lipidico, y (d) Biometria hematica;
para comparar los resultados por medio de un analisis estadistico entre el grupo que
ingiri6 el HMB y el grupo que consumié placebo y determinar el efecto de la

suplementacién con HMB.

2.2.2. Objetivo especifico segundo

Evaluar antes y después del entrenamiento excéntrico y a las 24, 48 y 72
hrs: (a) Quimica sanguinea para evaluar los cambios en marcadores metabdlicos y
relacionados con dafio muscular, (b) Perfil lipidico, (c¢) Indicadores de estrés
oxidativo, y (d) Percepcion de dolor; para comparar los resultados por medio de un
analisis estadistico entre el grupo que ingiri6 el HMB y el grupo que consumi6

placebo y determinar el efecto de la suplementacion con HMB.
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3.1. Tipo de estudio y poblacién
3.1.1. Tipo de estudio

Se realiz6 un estudio experimental de asociacion, longitudinal, prospectivo,
cuantitativo, por medio de un ensayo aleatorio a doble ciego con grupo control con

placebo.

3.1.2. Poblacion de estudio

Se eligié como universo de estudio a deportistas seleccionados universitarios
y como poblacion de estudio a los miembros de las selecciones varoniles de

Voleibol y Baloncesto.

3.1.3. Criterios de seleccion de la poblacion estudio

3.1.3.1. Criterios de inclusion
Mayores de 18 afios de edad, con un afio minimo de experiencia entrenando
con sus respectivos equipos, fisicamente activos y clinicamente sanos. Debian

firmar la carta de consentimiento informado (Anexo 1)

3.1.3.2. Criterios de exclusién
Mostrar riesgos en la funciéon hepatica y o renal; haber ingerido algin
suplemento alimenticio, en los Ultimos 6 meses; encontrarse bajo tratamiento
médico o con alguna enfermedad (padecimientos en vias respiratorias, infecciones
gastrointestinales, etc.) o presentar alguna lesién que pudiera interferir con el

desarrollo del estudio.

3.1.3.3. Criterios de eliminacioén
No cumplir con alguna de las determinaciones metodoldgicas o con el
programa de entrenamiento; haber enfermado o lesionarse durante el desarrollo del
estudio; no haber cumplido cabalmente el protocolo de uso del suplemento; y/o

haber asumido la decision de retirarse del estudio.
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3.2. Material y métodos utilizados
3.21. Ejercicio

Los sujetos se incorporaron en el estudio al inicio del macro-ciclo de
entrenamiento, donde ambos equipos se encontraban en su mesociclo de fuerza y
acondicionamiento. Se acorddé con los entrenadores que se mantendria el
entrenamiento durante el desarrollo del estudio, de tal forma que no afectara las
actividades normales de los equipos. Se determind un minimo de asistencia a los
entrenamientos del 80% de las sesiones para poder seguir formando parte del

estudio.

3.2.2. Desarrollo del experimento

El estudio fue dividido en tres partes: (a) eleccion del grupo de estudio y
homogenizacion; (b) periodo de suplementacion; y, (c) entrenamiento excéntrico y

valoracion del dafio muscular.

3.2.2.1. Eleccion del grupo de estudio vy

homogenizacién

Previa reunion con los entrenadores de los equipos de baloncesto y voleibol,
sus integrantes fueron invitados a una sesion de informacion sobre las
caracteristicas y el desarrollo del estudio. En dicha sesion, se informé de los
objetivos, de la metodologia y de las pruebas a realizar en el estudio, asi como
también se les entregaron las cartas de consentimiento informado para que los
sujetos pudieran leerlas y hacer todas las preguntas que consideraran necesarias

para aclarar las dudas que surgieran de su posible participacion.
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Los sujetos que decidieron formar parte del estudio, previa firma del
consentimiento informado, fueron evaluados por un médico del deporte para
asegurar que cumplieran con los criterios de inclusion. Posteriormente, se le asignd
a cada sujeto un niumero aleatorio de cuatro digitos que fue utilizado como clave de

participacion en el estudio.
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3.2.2.2. Periodo de suplementaciéon

Para la distribuciébn del suplemento, los sujetos fueron divididos
aleatoriamente en dos grupos; experimental (HMB) y control (placebo). Para
asegurar que la seleccion fuera aleatoria, todas las claves de los sujetos fueron
impresas y colocadas dentro de una bolsa, desde donde fueron extraidas una a una

para integrarlos de forma alternada a cada uno de los grupos (Fotog.1)

El disefio del estudio se distribuyd en una fase de suplementacion vy,
finalizada ésta, se realizd la sesion de entrenamiento excéntrico con la recogida de

muestras a las 24,48 y 72 hrs (Fig. 8 y 9).

SEMANAS
PRE- 1 2 3 4 5 6 POST-
TRATAMIENTO SUPLEMENTACION SUPLEMENTACION
Experimental | 3g/diade HVMB |
CC, BH, QS, y PL CC, BH, QS, y PL
Control | 3 g/ diade Placebo I

CC = Composicion Corporal; BH = Biometria Hematica; QS = Quimica Sanguinea (CK, UREA, GLUCOSA, TRIGLICERIDOS,
PROTEINAS TOTALES); y PL = Perfil Lipidico (COLESTEROL TOTAL, HDL, LDL).

Figura 8. Desarrollo del Experimento: Periodo de Suplementacion.

Previo al uso del suplemento, se aplico a todos los sujetos las siguientes
pruebas: (a) composicion corporal; (b) quimica sanguinea; (c) perfil lipidico; y (d)
biometria hematica (Fig. 16). Posteriormente, los sujetos recibieron el tratamiento
asignado a su grupo (experimental o control) durante seis semanas, en las que
mantuvieron su carga de trabajo asignada por los entrenadores (Fig. 8). Durante
este periodo, la entrega del suplemento se hizo de forma semanal, y los sujetos
tenian que entregar el envase vacio de la semana anterior para recibir una nueva

dosis.

Finalmente, pasadas las seis semanas de suplementacion, los sujetos fueron

nuevamente evaluados para: (a) composicion corporal; (b) quimica sanguinea; (c)
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perfil lipidico; y (d) biometria hematica (Fig. 8). Fue, a partir de este momento,

cuando se realizo el entrenamiento excéntrico y la valoracion del dafio muscular.

Como se ha sefialado, al finalizar el periodo de suplementacion, los sujetos
que cumplieron con el protocolo de uso del suplemento continuaron con una sesion

de entrenamiento excéntrico.

Se acordd con los entrenadores, de ambos equipos, que los sujetos que
continuaron con el estudio no participarian en los entrenamientos durante la
semana en que eran evaluados; a fin de que los posibles cambios por el dafio
muscular inducido por los entrenamientos no influyeran en los resultados del

estudio.

Previo al ejercicio excéntrico, los sujetos fueron citados para una sesion de
familiarizacion con el equipo, donde se explicod su funcionamiento y se realizé una
serie de entrenamiento. Con posterior a esta familiarizacion, los sujetos fueron

citados la siguiente semana para la sesion de entrenamiento excéntrico.

PRE-EJERCICIO POST-EJERCICIO 28 HORAS 48 HORAS o
TRATAMIENTO EXCENTRICO EXCENTRICO
Experimental .
Ejercicio
S i) Qs,PLEO,yPD | |QS,PLEO,yPD| |QSPLEO,yPD| |QS,PLEO,yPD
Control Excéntrico

QS = Quimica Sanguinea (CK, UREA, GLUCOSA, TRIGLICERIDOS, PROTEINAS TOTALES); PL = Perfil Lipidico (COLESTEROL TOTAL, HDL, LDL);
PD =Percepcidn de Dolor; y EO = Estrés Oxidativo (TAS; T-BARS ; SOD; GPX, y CAT)

Figura 9. Desarrollo del Experimento: Entrenamiento excéntrico y valoracion del dafio muscular

En la sesion de entrenamiento excéntrico e inmediatamente antes de realizarlo se
recogieron muestras de sangre y se evalud la percepcion de dolor (Fig. 9). Asimismo e
inmediatamente después de finalizado el entrenamiento excéntrico, se recogid otra muestra
de sangre y se evalud, nuevamente la percepcion de dolor. Finalmente, los sujetos fueron
nuevamente citados para regresar los siguientes tres dias para tomar las muestras
correspondientes a la 24, 48 y 72 hrs posteriores al entrenamiento; en cada uno de los dias

se recogio una muestra de sangre y se evalu6é nuevamente la percepcion de dolor (Fig. 9).
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3.2.3. Protocolo de suplementacion

Los sujetos en el tratamiento experimental consumieron durante seis semanas
una dosis de 3 gramos de HMB (Future Foods, Dover, NJ, USA; nimero de lote
031102(m) con 83,98% de pureza reportada por el proveedor; Anexo 2) al dia, en
porciones de un gramo cada ocho horas e ingeridas antes de cada alimento; esta
dosis de HMB fue elegida debido a que estudios previos (seccion 1.3.2 y 1.3.3 de
este trabajo) han demostrado su efectividad y seguridad (Vukovich et al., 2001;
Gallagher et al., 2000b; Nissen et al., 2000; Kreider et al., 1999; Nissen et al.,
1996a). El tratamiento control recibio, en dosis iguales, un placebo (3 g de
maltrodextrina).

Cada dosis fue suministrada por medio de seis capsulas de gelatina dura
(tamafio 1) conteniendo 500 mg de HMB o placebo cada una. Todas las capsulas
eran similares en color y apariencia y fueron envasadas en bolsas plasticas selladas
por calor a fin de protegerlas de la oxidacion, la humedad y facilitar su transporte

(Fotog. 1).

Fotografia 1. Presentacion del Suplemento utilizado en el estudio (HMB y Placebo)
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Cada bolsa contenia en la parte superior el codigo personal de cada sujeto y
debajo ¢l el dia (1 al 42) de suplementacion, para asegurar su correcto consumo y
la ingesta de todas las dosis. Cada bolsa fue dividida en tres secciones que
contenian 2 capsulas cada una, correspondientes a la porcion ingerida antes de cada
alimento, de tal forma que el resto de las capsulas no tuviera contacto con el

medioambiente antes de ser ingeridas (Fotog. 1).
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3.2.4. Composiciéon Corporal

La composicion corporal (Norcross and Van-Loan, 2004), fue evaluada
usando un absorciometro de rayos X de emision abierta de energia dual (Modelo
Prodigy; GE/Lunar Corp., Madison, Wisconsin, EEUU).

Fueron determinadas, en cuerpo total, la masa corporal (MC), la masa magra
libre de hueso (MMLH), la masa grasa (MG), el contenido mineral 6seo (CMO) y
el porcentaje de grasa corporal (GC%). La hoja de resultados se muestra en el
Anexo 3. Los sujetos fueron evaluados los viernes (10:00 y 12:00 hrs) y sabados
(18:00 y 20:00 hrs), antes y después de finalizar la suplementacion, y cada sujeto
fue siempre evaluado a la misma hora del dia.

Antes de la prueba de absorciometria los participantes fueron informados de
la necesidad de quitarse todos los objetos que contenian metal (ropa con botones o
cierres metalicos, joyas, relojes, etc.). La prueba fue realizada con los sujetos
recostados en posicion supina a lo largo de la camilla del aparato y alineados al eje
longitudinal central. Fueron instruidos a mantener sus manos en posicion prona y

sus piernas y manos inmoviles durante la determinacion de rayos X.
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3.2.5. Entrenamiento Isocinético

La induccion del dafio muscular se realizé en el modulo lineal de prensa para
piernas (Leg Press) de un dinamometro isocinético (CON-TREX AG, Dubendorf,
Switzerland) denominado CON-TREX LP. El aparato consta de un asiento cuyo
respaldo puede ser ajustado a distintas posiciones y que posee dos cinturones que

permiten mantener al sujeto atado, tanto al asiento como al respaldo (Fotog. 2).

Fotografia 2. Con-Trex Leg Press
Abajo y al frente del asiento se encuentra una barra o eje graduada, por el

que se desplazan los pedales, pudiendo ser ajustados los limites del rango de

movimiento deseado (Fotog. 3).

Fotografia 3. Con-Trex Leg Press: Barra de desplazamiento
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Los pedales cuentan con un tipo de puntillas que ajustan firmemente el pie

desde cuatro puntos (Fotog. 4).

Fotografia 4. Con-Trex Leg Press: Pedales

3.2.5.1. Sesién de Familiarizacion

Como se coment6 anteriormente, previo a la sesion de trabajo, se realizé una
sesion de familiarizacion de los sujetos con el aparato isocinético. En dicha sesion,
se instruyé a los sujetos sobre la ejecucion del ejercicio y se les pidid que se
sentaran sobre el asiento del aparato con la espalda y cadera en contacto con el
respaldo del asiento. Posteriormente, se coloco el cinturon de la cadera para fijar el
tronco de los sujetos al aparato, luego se les pidid que colocaron los pies sobre los
pedales y se procedido a calcular la longitud de trabajo sobe la barra de

desplazamiento (Fotog. 5).

Fotografia 5. Determinacion de la longitud de trabajo en la barra de desplazamiento del
Con-Trex Leg Press (Flexion, 90°)
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Para este calculo de amplitud de trabajo articular de la rodilla se utiliz6 un
angulo de arranque de 90° y uno de 180° de maxima extension, que se calculd con
un gonidometro en el eje articular de la rodilla; evitando el bloqueo de la
articulacion en su extension maxima (Fotog. 6). Este calculo fue individualizado
para todos los sujetos y en ambas posiciones; valores imprescindibles para
establecer los bloqueos o seguros de desplazamiento del eje longitudinal del Con-

Trex LP durante el entrenamiento.

Fotografia 6. Determinacion de la longitud de trabajo en la barra de
desplazamiento del Con-Trex Leg Press (Extension, ~180°)

Finalizada esta fase de ajuste, se procedi6 a colocar el resto de los cinturones
de sujecion para el tronco, verificando que el angulo de trabajo de los tobillos fuera
comodo para los sujetos, antes de proceder a iniciar la evaluacion.

Para la evaluacion se procedid con un entrenamiento bilateral isocinético en
extension y flexion a 90°, a una velocidad de 0,1 m /s y al 60 % de 1RM para la
fase excéntrica de la extension pero sin carga para la fase concéntrica de la misma;
procedimiento que fue programado en el Con-Trex LP (Fotog. 6).

Para el disefio del entrenamiento y de la carga de trabajo se utilizaron dos
estudios previos realizados por el Instituto de Biomedicina de la Universidad de

Leodn (Garcia-Lopez et al., 2007, Jimenez-Jimenez et al., 2008).
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Fotografia 7. Programacion de la sesion de entrenamiento excéntrico en el Con-Trex Leg Press

G E®E onszpm

La velocidad de trabajo se determiné a partir de ensayos anteriores para
permitir la correcta ejecucion con el aparato en su fase de movimiento excéntrico,
con un margen del 10% para la aplicacion de la fuerza.

Los sujetos fueron instruidos de manera verbal para la ejecucion del
egjercicio, que consistio en aplicar resistencia con las piernas a la carga impuesta
por el aparato en la fase excéntrica del movimiento y en la que el eje se mueve del
plano distal al proximal de la cadera, ejerciendo asi el movimiento en su fase
excéntrica. Luego, al llegar al tope de la barra de desplazamiento, los sujetos
debian jalar con los pies los pedales del aparato a fin que este de manera
automatica regresard a la posicion inicial del movimiento dando por concluida una
repeticion del ejercicio.

Al inicio de cada sesion, el Con-Trex LP determina de manera automatica la

fuerza maxima, al hacer 3 repeticiones de flexion y donde el aparato va
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gradualmente haciendo presion hasta lograr que el sujeto llegue al punto de quiebre
de la curva de fuerza, determinando asi la carga de trabajo.

Desde la sesion de familiarizacion, los sujetos fueron instruidos para seguir
visualmente el desarrollo de la sesion de trabajo en un monitor adjunto al
Con-Trex LP, que muestra en una grafica de forma eliptica la forma en que el
sujeto cumple con la carga de trabajo (Fotog. 8) y que sirve de retroalimentacion
inmediata en la ejecucion del ejercicio. Finalmente, los sujetos realizaron una serie
de 10 repeticiones a fin de no favorecer la adaptacion del musculo a la carga de

trabajo.

Fotografia 8. Ayuda visual durante la sesion de entrenamiento excéntrico en el Con-Trex Leg
Press

3.2.5.2. Sesion de induccién de dafio muscular

Una vez terminado el periodo de seis semanas de suplementacion se realizo
la sesion de induccion de dafio muscular; para ello, los sujetos fueron citados los
dias viernes y sabado, a partir de las 8 hrs, en ayuno para la primer toma de
muestra de sangre, inmediatamente después se les dio a lo sujetos un alimento
liquido (Glucerna SR®, Abbot Laboratories, México) a fin de romper el ayuno y,
realizado esto, pasaron uno a uno a realizar el ejercicio excéntrico.

Debido a que en la sesion previa de familiarizacion se habian tomado los
principales datos de ajuste del Con-Trex LP, los sujetos fueron directamente
evaluados con los datos que previamente se habian registrado. Una vez que el

sujeto se encontraba colocado y asegurado en el Con-Trex LP, el aparato de
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manera automatica, al inicio de la sesion de ejercicio, determinaba la fuerza
maxima; y una vez que terminaba comenzaba la sesion de induccion de dafio
muscular.

Para la sesion de induccion de dafio muscular, los sujetos realizaron 10 series
de 10 repeticiones de ejercicio bilateral isocinético, en extension y flexion a 90°, al
60 % de 1RM, para la fase excéntrica de la extension y sin carga para la fase
concéntrica. La velocidad utilizada fue de 0,1 m /s, con 30 segundos de descanso
entre cada serie; al igual que con la sesion de familiarizacion, durante toda la
sesion los sujetos tuvieron una ayuda visual para la realizacion del ejercicio. Al

término de la sesion, a los sujetos nuevamente se les tomo una muestra de sangre.

3.2.6. Marcadores de daino muscular en sangre y
perfil lipidico

En la recogida de sangre, la muestra fue dividida para su analisis en
biometria hematica, quimica sanguinea, perfil lipidico y marcadores de estrés
oxidativo. Todas las muestras fueron obtenidas en ayuno postprandial de ~8 hrs,
por medio de puncion de la vena antecubital del brazo, con aguja de seguridad
(aguja BD Vacutainer® EclipseTM) y guia desechable (Holder BD, Vacutainer®),
procurando causar la minima estasis y utilizando tubos cerrados de recogida al
vacio para la recoleccion multiple de muestras sanguinea (Vacutainer®, Becton
Dickinson, USA).

El analisis de biometria hematica se realiz6 antes y después del periodo de
suplementacion (Fig. 16), para lo cual se obtuvo una muestra de aproximadamente
5mL en un tubo con K2 EDTA pulverizado, como anticoagulante (Vacutainer®,
Becton Dickinson, USA). Inmediatamente después de haber obtenido la muestra
dentro del tubo, se realizaron aproximadamente 8 inversiones para asegurarse que
la muestra se mezclara con el anticoagulante; luego, las muestras fueron
refrigeradas hasta su analisis, en el mismo dia. Primero se determinaron, por medio
de un analizador hematoldégico (AcT Diff Haematology Analyser, Beckman

Coulter, Inc. USA), los siguientes parametros: leucocitos (103 / ul), linfocitos (%),
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monocitos (%), granulocitos (%), linfocitos (103 /uL), monocitos (103 /uL),
granulocitos (103 /ul), eritrocitos (106 / uL), hemoglobina (g/dL), hematocrito
(%), volumen corpuscular medio (fL), hemoglobina corpuscular media (pg),
concentraciéon de hemoglobina corpuscular media (g / dL), anchura de distribucion
de eritrocito (%), plaquetas (103 /uLl), volumen plaquetario medio (fL),
plaquetocrito (%) y anchura de distribucion plaquetaria.

La quimica sanguinea y el perfil lipidico fueron determinados en seis
ocasiones (Fig. 8 y 9). La primera antes del periodo de suplementacion, la segunda
después del periodo de suplementacion (la cual se tomod antes de realizar la
induccion del dafio muscular), la tercera inmediatamente después de la induccion
del dafio muscular y, finalmente, a las 24, 48 y 72 hrs; en cada una de las ocasiones
se obtuvo una muestra de aproximadamente 5 mL en un tubo que contenia un
activador de la coagulacion y un gel separador de suero (Vacutainer®, Becton
Dickinson, USA); una vez terminada la toma de muestra, los tubos fueron
mantenidos en refrigeracion y luego centrifugados a 2500 rpm durante 10 minutos,
para separar el suero; posteriormente fue dividido en alicuotas y congelado (-70°C)
hasta su andlisis. Dentro de la Quimica Sanguinea se determinaron como
marcadores de dafio muscular CK (U /L), urea (mmol / L), acido trico y proteinas
totales (g / dL); y como marcadores metabolicos, glucosa (mg / dL) y triglicéridos
(mg / dL); dentro del perfil lipidico fueron determinados colesterol total (mg / dL),
HDL (mg/dL) y LDL (mg/dL). Todos los andlisis fueron realizados con
reactivos comerciales (Randox Laboratories Ltd., United Kingdom) en un
analizador automatico para laboratorio clinico (Vitalab Selectra-2, Merck,
México).

Los marcadores de estrés oxidativo fueron determinados en cinco ocasiones,
antes y después de la induccion de dafio muscular por ejercicio excéntrico y a las
24, 48 y 72 hrs posteriores (Fig. 9); fueron evaluados la capacidad del tejido para
neutralizar las RONS a través del estado de los antioxidantes totales (TAS), la

peroxidacion de lipidos a través de las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
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(TBARS) y los antioxidantes enzimaticos glutation peroxidasa (GPX), superoxido
dismutasa (SOD) y catalasa (CAT).

El TAS fue determinado a partir de una de las alicuotas de suero, utilizando
un método comercial (Cat. No. NX 2332, Randox Laboratories Ltd., United
Kingdom) que utiliza como principio la reaccion del 2,2'-Azino-di-[3-
etilbenzotiazolin sulfonato] (ABTS®), el cual se incuba con la peroxidasa
metamioglobina y H202 para generar el radical cation ABTS®+, el cual presenta
una coloracion verdeazulada que puede ser medida por espectrofotometria (600 nm
y cubeta de 1 cm de espesor). Los antioxidantes presentes en la muestra producen
una desaparicion de esta coloracion, siendo esta decoloracion, proporcional a la
concentracion de antioxidantes presentes en la muestra (20pL), midiendo asi el
TAS en mmol / L.

La determinacion de TBARS fue realizada en una muestra de suero (100uL)
utilizando el TBARS Assay Kit (Cat. No. 10009055, Cayman Chemical Company,
USA) el cual utiliza la reaccion del malondialdehido (MDA) con el acido 2-
tiobarbitirico (TBA) para formar aductos cromoégenos de MDA-TBA que son
estables y pueden cuantificarse por espectrofotometria (530-540 nm); finalmente,
se calcula la concentracién de MDA en uM.

Para la determinacién de antioxidantes enzimaticos GPX, SOD y CAT
fueron utilizadas muestras de sangre completa con anticoagulante para determinar
la concentracion de hemoglobina (Hb). La determinacion de GPX fue realizada a
través de la prueba RANSEL (Cat. No. RS 504, Randox Laboratories Ltd., United
Kingdom). La determinacion de glutation (GSH) y de glutation oxidado (GSSG) se
realizaron también por espectrofotometria: se utilizé la glutation peroxidasa que
cataliza la oxidacion de GSH por el hidroperoxido de cumeno y, para la GSSG, se
utilizé la glutation reductasa para que reaccionara con el GSSG y NADPH que
convierten inmediatamente la GSSG a su forma reducida (GSH), con una
oxidacion concomitante de NADPH en NADP+; reaccion que se mide como una

disminucion de la absorbancia a 340 nm y expresando los resultados en U / g Hb.
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Para la determinacion de SOD fue utilizada la prueba RANSOD (Cat. No.
SD 125, Randox Laboratories Ltd., United Kingdom). Este método emplea Xantina
y Xantin oxidasa (XOD) para formar radicales superdéxido, los cuales reaccionan
con cloruro de 2-(4-yodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-fenil tetrazolio (I.N.T) formando
un colorante (formazan rojo). La actividad de la superoxido dismutasa se mide por
el grado de inhibicion de esta reaccion y se mide en U/ g Hb. En esta prueba
fueron utilizados 0,5 mL de sangre total, que fue hemolizada de acuerdo a la
metodologia recomendada en la prueba.

Para la determinacion de CAT fue utilizado el Catalasa Assay Kit (Cat. No.
707002, Cayman Chemical Company, USA), que utiliza como base la reaccion de
la CAT con metanol en presencia de una concentracion o6ptima de peroxido que da
como resultado un formaldehido, que puede ser medido colorimétricamente con 4-
amino-3-hidrazino-5-mercapto-1, 2, 4-triazol (Purpald) que forma un complejo de
color purpura con el aldehido y puede ser evaluado por espectrofotometria (530

nm). Para esta prueba, se utiliz6 eritrocitos lisados (20 pL)

3.2.7. Evaluacion de la percepcion de dolor

Para la evaluacion de la percepcion de dolor, se utilizd una escala visual
analoga representada por una linea de 10 cm donde cada extremo representa: el
extremo izquierdo corresponde al valor mas bajo de dolor y el extremo derecho el
mayor grado de dolor (Mattacola et al., 1997).

La percepcion de dolor fue evaluada en cinco ocasiones, antes y después de
la induccion de dafio muscular por ejercicio excéntrico y a las 24, 48 y 72 hrs
posteriores (Fig. 9), para lo cual se utilizo la ficha que se presenta en el Anexo 4. A
los sujetos se les instruyo para realizar una marca transversal sobre la linea de 10
cm de acuerdo al nivel de dolor percibido en los musculos de la seccidon posterior y
anterior del muslo; se instruy6 a los sujetos para que antes de la induccion de dafio
muscular marcaran su ausencia de dolor y luego se les solicito que en las lineas

posteriores marcaran nuevamente su percepcion de dolor.

78 Universidad de Leon



Capitulo 3: Metodologia

Al término de las determinaciones fue medido con una regla la longitud de
las marcas y registrado en la base de datos para su analisis.

Tratamiento estadistico

Todos los datos se verificaron para el supuesto de normalidad mediante la
prueba de Shapiro-Wilk y se utilizaron pruebas no paramétricas cuando la potencia
estadistica era < 0,800 para las pruebas paramétricas. Los datos incumplieron
normalidad y se presentan como mediana (rango intercuartilar; percentiles 25 a 75).
Los datos fueron divididos en dos secciones para su andlisis de acuerdo con los
objetivos especificos previamente planteados.

En la primera seccion se comparan los resultados de composicion corporal,
biometria hematica, quimica sanguinea y perfil lipidico, antes y después de la
suplementacion de HMB. Para el andlisis estadistico se procedid a transformar los
resultados de composicion corporal (MT, MMLH, CMO y MGQG), de quimica
sanguinea, de perfil lipidico y biometria hematica en porcentaje de cambio (A%) de
acuerdo con la siguiente formula: A% = [(x,-x;) / x;,]¥*100; Dénde: x; = valor inicial
y X, = valor posterior.

Este calculo se realizd a fin de normalizar los valores de las variables debido
a la alta variabilidad de los datos y el nimero bajo de sujetos en cada grupo; para el
porcentaje de grasa corporal y los valores de biometria hematica, reportados como
porcentajes, solo fueron calculados las diferencias entre final e inicial (A). Una vez
determinado el porcentaje de diferencia, entre los tratamientos placebo y HMB se
compararon las muestras utilizando la prueba U de Mann-Whitney

En la segunda seccidén, se comparan los resultados de quimica sanguinea,
perfil lipidico, estrés oxidativo y percepcion de dolor, antes y después de la sesion
de entrenamiento excéntrico y a las 24, 48, y 72 hrs.

Para determinar la diferencia entre los tiempos antes y después de la sesion
de entrenamiento excéntrico y a las 24, 48, y 72 hrs, se utilizo la prueba de
Friedman para cada tratamiento (placebo y HMB); si p<0.05 se realizd
comparacion por pares con ajuste de Student-Newman-Keuls (SNK). Para

determinar si existen diferencia entre los tratamientos placebo y HMB se realizé la

Universidad de Leon 79



Capitulo 3: Metodologia

prueba U de Mann-Whitney en cada uno de los tiempos Pre-Contrex y Post-
Contrex (0, 24, 48,y 72 hras)
El analisis estadistico fue realizado usando el software estadistico Sigma

Plot para Windows® (Version 12.3, Systat Software, Inc., Germany).
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4.1. Caracteristicas generales de la muestra

El objetivo del presente trabajo es comparar los cambios de la composicion
corporal y de los indicadores de dafio muscular en dos grupos de jovenes
fisicamente activos; uno, bajo la suplementacion de 3 g/ dia de HMB y, otro, bajo
la administracion de un placebo durante un periodo de seis semanas y posterior a

una sesion de entrenamiento excéntrico.

Sujetos elegibles (n = 20)

Sujetos aletorizados (n = 20)

|
l l

Asignados al grupo placebo (n = 10) Asignados al grupo HMB (n = 10)
Finalizaron el periodo de suplementacion (n = 7) Finalizaron el periodo de suplementacion (n = 9)
Finalizaron el entrenamiento excéntrico y la valoracion Finalizaron el entrenamiento excéntrico y la valoracion
del dafio muscular (n = 6) del dafio muscular (n=19)

Perdidos en el seguimiento (n= 1)

No se presento a los analisis de laboratorio después del
Perdidos en el seguimiento (n = 0)
periodo de suplementacion, ni a las pruebas de
Interrumpen la intervencion (n = 1)
valoracion del daiio muscular
. i No cumplié con el protocolo de suplementacion y no
Interrumpen la intervencion (n = 3)
finalizo las pruebas de composicion corporal y de andlisis
No cumplieron con el protocolo de suplementaciény no
de laboratorio
finalizaron las pruebas de composicion corporal y de

andalisis de laboratorio

Analizados (n = 6)

Excluidos (n=1) Analizados (n =9)

Excluidos (n = 0)

Solo se incluye en composicion corporal

Figura 10. Diagrama de flujo de los participantes durante el estudio
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Para lo anterior se selecciond a 20 miembros de las selecciones varoniles de
Voleibol y Baloncesto de la Universidad Auténoma del Estado de México de
acuerdo los criterios de seleccion de la poblacion descritos previamente en el
capitulo 3 (Metodologia) de este mismo trabajo; una vez satisfechos a los criterios
de inclusion y exclusion se procedid a dividir aleatoriamente a los sujetos en dos
grupos (placebo y HMB) (Fig. 10)

El estudio comenzé con 20 sujetos y ambos grupos (placebo y HMB) tenian
una n = 10; sin embargo, durante el desarrollo del estudio se eliminaron 5 sujetos
(4 del grupo placebo y 1 del grupo de HMB). De estos sujetos, 4 fueron eliminados
por no cumplir con el protocolo de suplementacion, por tanto, no terminaron con la
evaluacion posterior al periodo de suplementacion; un sujeto mas termino la
suplementacion y se presentd a la segunda evaluacion de la composicion corporal,
pero no realizo el resto de las evaluaciones por motivos personales (Fig. 10).
Finalmente, completaron el estudio un total de 15 sujetos, de los cuales 6
pertenecen al grupo placebo (22 + 3 afos; 1,75 £ 0,05 m; 65,3 £ 9,6 Kg) y 9 al
grupo de HMB (23 =+ 3 afios; 1,76 + 0,06 m; 70,6 = 7,8 Kg) (Fig. 10).

Al final del periodo de suplementacion se interrogd los sujetos sobre el
grupo al que pertenecian, todos los sujetos reportaron pertenecer al grupo de HMB.
No fueron reportados problemas gastrointestinales, calambres musculares o
cualquier otro efecto secundario al final del periodo de suplementacion; ademas
ninguno de los sujetos presentd valores anormales en la quimica sanguinea y / o en

la biometria hematica al inicio y al final del periodo de suplementacion.
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4.2. Cambios antes y después de las seis
semanas de suplementacién con HMB

4.21.

Composiciéon Corporal

Los resultados de composicion corporal se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicion corporal por DEXA antes y después de seis semanas de

suplementacion
TRATAMIENTO
B Placebo HMB
PARAMETRO  TIEMPO
m="7 m=9)
Masa corporal Inicial 65,20 (56,30 a 74,90) 69,00 (65,64 a 77,50)
(kg) Final 64,80 (56,00 a 76,30 68,40 (64,98 a 77,40)
A% 0,53 (10,76 2 0,77) 0,40 (1,85 2 -0,01)
Masa magra Inicial 50,08 (46,71 a 53,12) 53,56 (50,23 a 56,34)
libre de hueso
(kg) Final 49,65 (46,61 2 53,27) 51.94 (50,24 a 55,87)
A% 0,28 (-0,86 a 1,00) -1.54 (271 2 0.29)
Contenido Inicial 2,99 (2,67 23,79) 3,02 (2,97 2 3,54)
mineral éseo (kg) Final 2,88 (2,66 a 3,80) 3,02 (2,97 a 3,54)
A% -1,02 (1,22 2 0,34) -0,19 (-0,88 2 0,76)
Inicial 12,14 (6,94 2 16,98) 12,80 (7,46 a 17,32)
Masa grasa (kg)
Final 12,18 (6,80 a 14,76) 12,78 (7,84 a 18,25)
A% 1,71 (3,24 2 1,70) 2,74 (-5,49 a 5,56)
Grasa corporal Inicial 19,40 (13,80 2 22,60) 19,30 (12,85 2 24,20)
(%) Final 19,30 (13,50 a 19,80) 19,80 (13,60 a 25,10)
A% -0,10 (0,30 a 0,20) 0,40 (-1,05 a 1,20)

Los datos se muestran como mediana (rango intercuartilico [percentiles 25 a 75];
kg = Kilogramos; % = Porcentaje; A = Final - Inicial; A% = [(Final Inicial)/Inicial]*100
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Los datos muestran cambios menores al 2% en la composiciéon corporal
antes y después del periodo de suplementacion. No se encontraron diferencias
significativas en el porcentaje de cambio (A%) entre los grupos placebo y HMB en:
masa corporal (U=25,0; p=0,525); masa magra libre de hueso (U= 19,0;
p = 0,204); contenido mineral 6seo (U= 22,0; p=0,341); masa grasa (U = 24,0;
p =0,459) (Fig. 11). También, no se encontro diferencias significativas (U = 22,0;
p = 0,351) en el cambio de porcentaje de grasa corporal (Tabla 1).
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4.2.2. Biometria hematica

Los resultados para antes y después del periodo de suplementacion para la

biometria hematica los presenta la Tablas 2 y 3.

Tabla 2. Resultado de biometria hemdtica antes y después de seis semanas de

suplementacion
TRATAMIENTO
B Placebo HMB
PARAMETRO TIEMPO
(n=16) n=9)
Leucocitos Inicial 5,80 (4,88 2 6,58) 5,20 (4,352 6,20)
(10°/uL) Final 4,55 (3,90 a 5,73) 5,20 (4,45 a 5,75)
A% -15,06 (-33,99 a 4,81) -5,63 (-15,99 a 12,82)
Linfocitos Inicial 42,40 (39,45 2 48,38) 32,60 (31,25 2 40,90)
(%) Final 45,00 (36,18 2 46,08) 35,90 (33,25 2 40,95)
A -2,20 (5,30 a 3,78) 0.40 (-5.40 to 3.90)
Monocitos Inicial 6,65 (4,60 a 8,40) 4,70 (3,85 a 7,65)
(%) Final 6,20 (5,05 a7,35) 5,70 (3,15 s 7,45)
A -0,20 (-1,93 to 1,95) 0,60 (-3,10 a 3,50)
Granulocitos Inicial 50,60 (45,90 a 53,40) 59,10 (54,00 a 63,15)
(%) Final 48,85 (48,75 a 56,63) 58,40 (52,90 a 61,50)
A 1,10 (-1,20 a 5,15) -0,70 (-3,85 a 4,90)
Linfocitos Inicial 2,55(2,1322,38) 1,80 (1,65 a 2,20)
(10°/uL) Final 1,85 (1,58 a 2,63) 1,80 (1,60 a 2,15)
A% -21,43 (-39,14 a 4,03) -8,70 (-15,96 a 9,61)
Monocitos Inicial 0,40 (0,20 a 0,50) 0,30 (0,20 a 0,45)
(10°/uL) Final 0,30 (0,28 a 0,40) 0,30 (0,15 a 0,40)
A% -10,00 (-33,75 a 50,00) 0,00 (-55,00 a 75,00)
Granulocitos Inicial 2,90 (2,53 2 3,30) 3,30 (22,35 a3,75)
(10°/uL) Final 2,40 (1,95 a 3,08) 3,00 (2,55 a 3,45)
A% -10,37 (-27,42 a 0,93) 0,00 (-11,86 a 12,86)
Eritrocitos Inicial 5,54 (5,202 6,14) 5,19 (5,09 a 5,52)
(10°/uL) Final 5,70 (5,60 a 5,90) 5,69 (5,39 a 5,93)
A% 1,58 (-6,13 a 8,95) 7,02 (4,77 a 10,21)
Hemoglobina Inicial 17,70 (16,90 a 19,15) 16,70 (16,05 a 17,40)
(g/dL) Final 17,80 (17,43 a 18,10) 17,70 (16,85 a 18,10)
A% 0,50 (-7,23 a 4,60) 3,51 (2,97 a 6,69)

Los datos se muestran como mediana (rango intercuartilico [percentiles 25 a 75]); uL = unidades litro;
g/ dL = gramos / decilitro; % = Porcentaje; A = Final - Inicial; A% = [(Final-Inicial) / Inicial]*100
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Tabla 3. Resultado de biometria hemdtica antes y después de seis semanas de suplementacion

TRATAMIENTO
PARAMETRO TIEMPO Placebo HMB
(n=6) (n=9)
Hematocrito Inicial 49,50 (48,33 a 54,40) 47,50 (44,85 a 48,65)
0,
(o) Final 51,70 (49,73 a 54,00) 50,00 (49,55 a 51,95)
A 0,20 (-2,63 a 4,68) 3,30 (2,10 a 5,35)
Volumen Inicial 89,55 (88,05 a 93,33) 87,70 (86,15 a 91,45)
corpuscular medio
inal A ,43a92, . ,2Vadz,
(L) Final 90,75 (89,43 a 92,38) 89.90 (87,20 a 92,05)
A% 1,02 (-1,45 a 2,48) 0,88 (-0,32 a 1,87)
Inicial 31,40 (30,58 a 33,30) 31,40 (31,05 a 32,55)
Hemoglobina
corpuscular media Final 31,15 (30,38 a 31,68) 31,10 (29,30 a 32,25)
(pg) A% -1,44 (5,93 a 0,58) -2,51 (4,64 a -0,94)
Concentracic"m de Inicial 34,95 (34,60 a 35,85) 35,60 (35,05 a 36,45)
hemoglobina
corpuscular media Final 34,35 (33,55 a 34,90) 34,80 (33,90 a 35,25)
/dL
(g/db) A% 1,44 (-5,93 a 0,58) -2,51 (4,61 a -0,94)
Anchura de Inicial 12,40 (11,88 a 12,85) 12,30 (11,85 a 12,85)
distribucion de
eritrocito (%) Final 12,30 (12,10 a 12,40) 12,40 (11,90 a 12,60)
A -0,30 (-0,55 a 0,53) -0,10 (-0,35 a 0,25)
Plaquetas Inici 202,00 (169,25 a 247,75) 256,00 (213,00 a 283,50)
3 nicial
(10%/uL)
Final 192,50 (175,00 a 246,00) 264,00 (204,00 a 295,00)
A% 1,40 (-6,61 a 7,86) -0,38 (-13,75 a 8,21)
Volumen Inicial 8,40 (7,98 a 8,80) 8,00 (7,65 a 8,20)
Plaquetario Medio
(fL) Final 8,45 (7,85 a 8,90) 7,60 (7,40 a 8,20)
A% 2,38 (-5,77 2 6,47) -1,35 (-5,10 a 1,84)
Plaquetocrito Inicial 0,18 (0,15 a 0,20) 0,20 (0,17 a 0,23)
(%) Final 0,17 (0,15 a 0,20) 0,21 (0,16 2 0,23)
A 0,01 (0,02 a 0,02) -0,01 (0,03 a 0,02)
Anchura de Inicial 15,70 (15,38 a 15,93) 15,80 (15,60 a 16,50)
distribucion
plaquetaria (%) Final 16,25 (15,95 a 16,83) 15,80 (15,45 a 16,35)
A 0,50 (0,45 a 0,80) -0,30 (0,60 a 0,55)

Los datos se muestran como mediana (rango intercuartilico [percentiles 25 a 75]; A = Final - Inicial;
fL = fentolitro; pg = picogramos; uL = unidades litro; % = Porcentaje; g / dL = gramos / decilitro
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No se encontraron diferencias significativas entre los grupos placebo y HMB
para las diferencias entre final e inicial (A) en: leucocitos (103 / uL; U= 18,5;
p = 0,316) linfocitos (%; U =21,5; p = 0,516), monocitos (%; U = 25,0; p = 0,814),
granulocitos (%; U =25,0; p =0,814), linfocitos (103 /ulL; U= 14,5; p=0,139),
monocitos (103 /ul; U=24,5; p=0,764), granulocitos (103/ulL; U=18,0;
p =0,286), eritrocitos (106/ul; U=16,5; p=0,215), hemoglobina (g/dL;
U =16,0; p=0,190), hematocrito (%; U= 15,0; p=0,157), volumen corpuscular
medio (fL; U= 26,0; p=0,906), hemoglobina corpuscular media (pg; U = 20,0;
p =0,408), concentraciéon de hemoglobina corpuscular media (g/dL; U =23.5;
p=0,679), anchura de distribucion de eritrocito (%; U=23,5; p=0,678),
plaquetas (103 /uL; U=27,0; p=1,000), volumen plaquetario medio (fL;
U=27,0; p=1,000), plaquetocrito (%; U=24,0; p=0,723), y anchura de
distribucion plaquetaria (U = 11,0; p = 0,058).
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4.2.3. Quimica Sanguinea

Los resultados de quimica sanguinea para los marcadores de dafio muscular

antes y después del periodo de suplementacion se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4. Resultado de marcadores de daiio muscular antes y después de seis semanas de

suplementacion
TRATAMIENTO
P Placebo HMB
PARAMETRO TIEMPO (n=6) (n=9)
Creatina kinasa Inicial 57,0 (34,6 a 67,3) 48,0 (20,0 a 71,5)
(U/L) Final 31,0 (25,3 a 38,5) 31,0 (28,0 a 54,0)
A% -36,0 (-60,3 a 2,3) -7,8 (-43,1 a 16,6)
Urea Inicial 52(4,3a7,.8) 6,3(4,9a7,5)
(mmol /L) Final 52(4,5a6,1) 4,4 (3,626,4)
A% -12,5 (25,5 a 14,2) -15,8 (42,9 a 10,8)
Acido trico Inicial 6,1 (4,826,9) 5,1 (4,0a6,5)
(mg /dL) Final 52(4,2a5,5) 6,8 (5,02 7,6)
A% -17,0 (-38,9 a-2,3) 32,4 (-15,4 a 60,6)
Proteinas totales Inicial 5,9 (4,7a8,3) 5,9(5,326,8)
(g/dL) Final 5,6 (4,4a8)9) 6,7 (5,510 7,3)
A% 9,0 (-26,4 a 17,8) 4,6 (-2,8 a 20,8)

Los datos se muestran como mediana (rango intercuartilico [percentiles 25 a 75]; A% = [(Final Inicial)
/Inicial]*100; U / L = unidades / litro; mmol / L = milimoles / litro; mg/dL = miligramos / decilitro; g/dL =
gramos / decilitro.

No se encontraron diferencias significativas en CK (U = 18,0; p =0,289),
urea (U=21,0; p=0,517), acido urico (U =10,0; p=0,052) y proteinas totales
(U=25,0; p=0,860). La figura 12 muestra los resultados de los marcadores de
dafio muscular; cabe resaltar que el acido urico presento un aumento en el
porcentaje de cambio (A%) de cerca del 30% para el grupo que tomo HMB,

mientras que el grupo que tomo el placebo disminuyo cerca de un 19%.

90 Universidad de Leon



Capitulo 4: Resultados

Los resultados de quimica sanguinea para los marcadores metabdlicos y
perfil lipidico antes y después del periodo de suplementacion se presentan en la

Tabla 5.

Tabla 5. Resultado de marcadores metabolicos y perfil lipidico antes y después de seis
semanas de suplementacion

TRATAMIENTO
Placebo HMB
PARAMETRO TIEMPO
(n=6) (n=9)
Glucosa Inicial 81,8 (78,8 2 90,0) 85,1 (77,6 2 106,4)
(mg/dL) Final 95,8 (82,7 110,7) 95,4 (84,6299,3)
A% 19,2 (-7,5 a 40,6) 9,1 (-5,2 a 11,8)
Triglicéridos Inicial 73,5 (45,6 a 111,6) 83,5(51,1a168,1)
(mg/dL) Final 107,0 (84,1 2236,4) 103,5 (97,4 a 191,1)
A% 98,0 (41;8 a 147,4) 35,9 (-15,2 a 125,5)
Colesterol total Inicial 187,5(145,02215.3) 192,0 (166,02223,5)
(mg/dL) Final 216,5 (172,3 2 229,3) 233,0 (198,02 258,5)
A% 7,8 (-4,5 a 31,8) 14,2 (0,5 a 44,0)
Inicial 47,7 (34,52 57,0 50,3 (34,4 a 55,1
HDL
(mg/dL) Final 42,0 (35,3 2 53,3) 59,8 (48,3 263,6)
A% -1,3 (24,7 a 16,1) 16,7 3,9 2 35,3)
LDL Inicial 76,6 (62,1 a 150,4) 109,6 (67,8 a 124,4)
(mg/dL) Final 95,7 (63,52 156,3) 101,6 (86,0 a 134,6)
A% 9,2 (-7,9 a 30,1) 6,8 (-9,7 2 26,8)

Los datos se muestran como mediana (rango intercuartilico [percentiles 25 a 75]; A% = [(Final
Inicial) /Inicial]*100; U / L = unidades / litro; mmol / L = milimoles / litro; mg/dL = miligramos /
decilitro; g/ dL = gramos / decilitro.
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No se encontraron diferencias significativas para los marcadores
metabolicos, glucosa (U =17,0; p=0,263) y triglicéridos (U =17,0; p=10,263); la
figura 12 muestra los resultados en porcentaje de cambio.

Tampoco fueron encontradas diferencias estadisticamente significativas para
el perfil lipidico en: colesterol total (U=22,0; p=0,596), HDL (U=13,0;
p=0,112),y LDL (U=17,0; p=0,263).
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4.3. Cambios antes y después del
entrenamiento excéntrico y a las 24, 48 y

72 hrs
4.31.

Los resultados para los marcadores de dafio muscular antes y después de la

Quimica Sanguinea

induccion de daflo muscular son mostrados en la Tabla 6.

Tabla 6. Resultado de marcadores de daiio muscular antes y después del entrenamiento excéntrico y a las
24,48y 72 hrs

TRATAMIENTO
PARAMETRO TIEMPO Placebo HMB
(n=6) n=9)
Pre-Contrex 31,0 (25,3 a 38,5) 31,0 (28,0 a 54,0)
Post-Contrex 41,0 (33,02 67.4) 51,0 (27,0 2 59,0)

Creatina quinasa

Post-Contrex 24 hrs

35,5 (23,3 248,8)

43,0 (24,5 a 84,5)

(U/L)
Post-Contrex 48 hrs 38,0 (29,8 a 73,0) 35,0 (28,0 2 52,5)
Post-Contrex 72 hrs 43,5 (26,4 a 66,5) 40,0 (28,5 a 45,0)
Pre-Contrex 5,2(4,5a6,1) 44 (3,6a64)
Post-Contrex 4,1(2,9a6,2) 4,7(3,0a5)9)

g;f:llol/L) Post-Contrex 24 hrs 4,2(3,4a49) 4,7(3,3a5,8)
Post-Contrex 48 hrs 3,3(2,1a4,5) 3,9(3,6a5,3)
Post-Contrex 72 hrs 4,0(3,2a5,6) 3,8(3,3a4,8)

Pre-Contrex 5,2(4,2a5.)5)
4,9 (4,0a5,8)
54(45a6,2)
6,0 (5,02a6,7)

5,6(5,0a6,3)

6,8 (5,0 2 7.,6)
7.2 (6,628,7) *
73 (6,6 2 8,6) *
73 (6,128.8)
59(4,7a73)

B Post-Contrex
Acido trico

(mg/dL) Post-Contrex 24 hrs

Post-Contrex 48 hrs
Post-Contrex 72 hrs

Pre-Contrex 5,6 (4,42a8)9) 6,7(5,5a73)
Post-Contrex 6,5(5,1a9,2) 7,0 (6,1 a7,4)
fgr/()dtii)na total Post-Contrex 24 hrs 5,7(5,0a7,6) 5,7@4,7a7,7)
Post-Contrex 48 hrs 5,3(4,9a6,2) 5,7(4,926,9)
Post-Contrex 72 hrs 4,9 (3,82a5,8) 5,1 (4,8a73)

Los datos se muestran como mediana (rango intercuartilico [percentiles 25 a 75]). *Diferencias significativas
(p <0.05) versus placebo. U/L = unidades/litro, mmol/L = milimoles/litro, mg/dL= miligramos/decilitro,
g/dL = gramos/decilitro.
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No se encontraron diferencias significativas (p <0,05) entre los tiempos
antes y después del entrenamiento excéntrico en cada uno de los tratamientos
placebo y HMB para: CK, urea, y proteinas totales. No obstante, se encontraron
diferencias significativas en la concentracion de acido urico entre los tratamientos
placebo y HMB inmediatamente después del entrenamiento excéntrico (U = 3,0;
p =0,006) y a las 24h (U =5,0; p=0,011); tanto en tiempo Post-Contrex y Post-
Contrex 24 hrs se mostrd un incremento en acido urico comparado con el placebo
(Tabla 6).

No se observaron diferencias significativas (p<0.05) entre los distintos
tiempos antes y después del entrenamiento excéntrico en cada uno de los
tratamientos placebo y HMB.

Los resultados de los marcadores metabdlicos y perfil lipidico antes y
después de ejercicio excéntrico los muestra la Tabla 7. No se encontraron
diferencias significativas (p > 0,05) entre los tratamientos para cada uno de los
tiempos en glucosa, triglicéridos, colesterol total, HDL, y LDL. Tampoco fueron
detectados cambios significativos (p >0,05) en los distintos tiempos antes y

después del entrenamiento excéntrico en ambos tratamientos.
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Tabla 7. Resultado de marcadores metabolicos y perfil lipidico antes y después del entrenamiento
excentricoy a las 24, 48 y 72 hrs

TRATAMIENTO
PARAMETRO TIEMPO Placebo HMB
(=6) (=9

Pre-Contrex 95,8 (82,7a110,7) 95,4 (84,6 a99,3)
Post-Contrex 101,1 (81,3 a 106,3) 109,5 (91,42 110,2)

Glucosa

(mg/dL) Post-Contrex 24 hrs 86,8 (80,4 a 100,8) 93,8 (84,52 106,2)
Post-Contrex 48 hrs 82,4 (79,22 96,7) 86,6 (80,6 a 101,7)
Post-Contrex 72 hrs 103,7 (90,8 a 109,0) 92,4 (73,4a104,2)
Pre-Contrex 107,0 (84,1 a 236,4) 103,5 (97,42 191,1)
Post-Contrex 126,4 (105,2 a 229,5) 136,6 (97,0 a 192,9)

Triglicéridos

(mg/dL) Post-Contrex 24 hrs 77,1 (42,9 a223.8) 124,7 (83,6 a 157,0)

Colesterol total
(mg/dL)

HDL
(mg/dL)

LDL
(mg/dL)

Post-Contrex 48 hrs
Post-Contrex 72 hrs

Pre-Contrex
Post-Contrex
Post-Contrex 24 hrs
Post-Contrex 48 hrs
Post-Contrex 72 hrs

Pre-Contrex
Post-Contrex
Post-Contrex 24 hrs
Post-Contrex 48 hrs
Post-Contrex 72 hrs

Pre-Contrex
Post-Contrex
Post-Contrex 24 hrs
Post-Contrex 48 hrs
Post-Contrex 72 hrs

64,1 (55,3 2 160,3)
139,4 (67,0 a 193,7)

216,5 (172,3 2229,3)
181,0 (160,5 a 212,0)
182,5 (172,5 2 206,3)
205,0 (191,52 210,8)
201,5 (123,32 215,5)
42,0 (35,32 53,3)
48,9 (45,8 2 67,7)
51,7 (46,2 2 57,8)
44,2 (39,0 a 64,3)
46,6 (34,9 a 56,8)

95,7 (63,52 156,3)
83,9 (68,1 a 115,6)
79,8 (65,1 a 157,2)
88,6 (61,2 2 165.4)
80,9 (70,2 a 138,4)

114,1 (62,6 a 139,7)
95,0 (76,7 a 114.8)

233,0 (198,0 a 258,5)
187,0 (178,0 2 247,5)
211,0 (178,5 a 241,5)
238,0 (193,52 279,0)
216,0 (202,5 a 234,0)
59,8 (48,3 2 63,6)
53,0 (38,8 2 58,0)
54,4 (46,5 2 57,9)
50,3 (44,5 2 57,9)
51,7 (44,3 2 60,8)

101,6 (86,0 a 134,6)
91,4 (66,9 a 127,2)
142,0 (84,6 a 174,9)
148,8 (88,6 2 222,4)
118,1 (87,8 a 147,1)

Los datos se muestran como mediana (rango intercuartilico [percentiles 25 a 75]); HDL = Lipoproteina de alta
densidad, LDL = Lipoproteina de baja densidad, U/L = unidades / litro, mmol/L = milimoles/litro, mg/dL =
miligramos/decilitro, g/dL = gramos/decilitro
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4.3.2.

Estrés Oxidativo

Los resultados de estrés oxidativo antes y después de la sesion de induccion

de dafio muscular los muestra la Tabla 8.

Tabla 8. Resultado de marcadores de estrés oxidativo antes y después del entrenamiento excéntrico y a las 24,

48y 72 hrs
TRATAMIENTO
PARAMETRO TIEMPO Placebo HMB
(n=06) n=9
Pre-Contrex 11,4 (7,0a13,9) 12,1 (8,1a17,5)
TBARS Post-Contrex 12,3 (9,6 a 15,5) 19,8 (11,2 a 25,8)
(uM/L de Post-Contrex 24 hrs 9,8 (8,0a11,6) 11,9 (9,6 a 15,7)
MDA) Post-Contrex 48 hrs 9.9 (8,6a1l,3) 11,8 (9,5a15,5)
Post-Contrex 72 hrs 9,7 (6,3 a 13,6) 10,0 (10,0 a 14,7)
Pre-Contrex 1,6 (1,1a2,2) 2,0(L,7a2,1)
Post-Contrex 1,6 (1,5a1,8) 2,0(1,9a2,2)*
TAS Post-Contrex 24 hrs 1,7 (1,1 a2,0) 1,9 (1,7a2,2)
(mmol/L)
Post-Contrex 48 hrs 1,6 (1,2a2,1) 2,1 (1,9a2,3)
Post-Contrex 72 hrs 1,6 (1,5a2,4) 1,9 (1,9a2,3)
Pre-Contrex 37,0 (25,2 a55,9) 43,1 (20,8 a 63,7)
Post-Contrex 37,3 (26,5a52,5) 65,0 (27,9a78,4) t
gf/iv(Hb) Post-Contrex 24 hrs 21,5(7,6 a59,9) 69,0 (34,5298,7) 1
Post-Contrex 48 hrs 45,4 (17,2a97,2) 90,1 (59,3 a109,4) t
Post-Contrex 72 hrs 49,8 (12,8 a 82,0) 77,8 (50,5 a 98,4) T
Pre-Contrex 2254,5 (622,5 a 2822,8) 1012,0 (840,5 a 2682,5) &
Post-Contrex 1841,5 (825,0 a 3203,5) 1334,0 (1151,5 a 2656,5)
(Sl??g Hb) Post-Contrex 24 hrs 959,5 (722,8 a 2062,3) 1057,0 (881,0 a 2543,0) 1
Post-Contrex 48 hrs 1065,5 (827,3 a 3380,5) 1337,0 (916,5 a 1930,5) 1
Post-Contrex 72 hrs 1136,5 (827,0 a 2412,5) 1026,0 (794,0 a 1665,0) §
Pre-Contrex 266,4 (177,5 a 285,5) 243,7 (214,1 a378,1)
Post-Contrex 265,8 (213,8 a 365,3) 279,3 (251,5 a 332,2)
(C]j‘/Tg Hb) Post-Contrex 24 hrs 267,0 (192,3 a 435,9) 214,0 (186,2 a 338,2)

Post-Contrex 48 hrs
Post-Contrex 72 hrs

288,8 (186,0 a 406,7)
285,2 (216,9 a 434,6)

213,3 (180,2 2 391,4)
212,1 (177,1 a 321,8)

Los datos se muestran como mediana (rango intercuartilico [percentiles 25 a 75]); *Diferencias significativas
(p < 0.05) versus placebo; tDiferencias significativas (p < 0.05) versus antes; § Diferencias significativas (p <
0.05) versus después; TAS = antioxidantes totales; TBARS = Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico; GPX
= Glutation peroxidasa; SOD = Superoxido dismutasa; CAT = Catalasa. mmol/L = milimoVl/litro, pM/L de

MDA = micromoles/litro de Malondialdehido, U/g Hb = Unidades por gramo de hemoglobina

Se observaron deferencias significativas en el tratamiento HMB entre los
tiempos anterior al entrenamiento excéntrico y el resto de los tiempos para GPX
(2 =13.422; p=0.009) y SOD (32 = 11.111; p = 0.025) (Fig. 15); sin embargo, no

se detectaron diferencias significativas en el grupo placebo.
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Como se muestra en la Tabla 8, en el tratamiento HMB se observo para la
enzima GPX un incremento en los tiempos Post-Contrex (0, 24, 48, y 72 hrs)
comparado con el tiempo Pre-Contrex. Ademas, para la concentracion de GPX se
observaron diferencias significativas entre el tiempo Post-Contrex y los tiempos
Pre-Contrex y Post-Contrex (24, 48, y 72 hrs) No se observaron cambios
significativos (p <0.05) entre antes y los diferentes tiempos posteriores al
entrenamiento excéntrico para ambos tratamientos placebo y HMB en TBARS,
TAS y CAT (Tabla 8).

Se observaron diferencias significativas (U=7,5; p=0,021) entre los
tratamientos placebo y HMB después del entrenamiento excéntrico en TAS para el
tiempo post-Contrex (Tabla 8); se observo una mayor concentracion de la enzima
TAS en tratamiento HMB comparado con el placebo (Tabla 8). No se observaron

diferencias entre los tratamientos en los demas tiempos (Tabla 8).
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4.3.3. Percepcion de dolor

Los resultados de percepcion de dolor los muestra la Tabla 9.

Tabla 9. Resultado de percepcion de dolor muscular antes y después del entrenamiento excéntrico y a las
24,48y 72 hrs

TRATAMIENTO

PARAMETRO TIEMPO Placebo HMB

(n=6) (n=9)
Pre-Contrex 0.1(0.020.2) % 0.1(0.0a0.5) %
Post-Contrex L1(0.6a1.7) 1 1.2(0.6al1.5) %%

Percepcion de
dolor muscular Post-Contrex 24 hrs 3.1(0.525.0) 11 1.4 (0.823.3) 1}
cm

(em Post-Contrex 48 hrs 1.9(0.422.6) 1 1.0(0.2a2.9) 71
Post-Contrex 72 hrs 0.7(0.220.9)f 0.3(0.0a12)F

Los datos se muestran como mediana (rango intercuartilico [percentiles 25 a 75]). fDiferencias
significativas (p < 0.05) versus Pre-Contrex; }Diferencias significativas (p < 0.05) versus tiempo Post-
Contrex 72 hrs cm = centimetros.

Se observaron diferencias significativas entre antes y los diferentes tiempos
(0, 24, 48, y 72 hrs) después del entrenamiento excéntrico para ambos tratamientos
placebo (¥2 = 18.655; p=0.001) y HMB (32 = 17.975; p = 0.001) (Tabla 9).

Para ambos tratamientos, se encontraron diferencia s significativas (p < 0.05)
entre el tiempo Pre-Contrex y los tiempos Post-Contrex (0, 24, 48, y 72 hrs);
también, se observaron diferencias para el tiempo Post-Contrex 72 hrs y los
tiempos Post-Contrex y Post-Contrex (24, 48, y 72 hrs) como se muestra en la Fig.
17.

No se detectaron diferencias entre los tratamientos placebo y HMB en

ninguno de los tiempos antes o después del ejercicio excéntrico.
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5.1. La muestra

El presente trabajo tuvo como objetivo principal comparar los cambios de la
composicion corporal y de los indicadores de dafio muscular en dos grupos de
jovenes fisicamente activos; uno, bajo la suplementacion de 3 g / dia de HMB vy,
otro, bajo la administracion de un placebo durante un periodo de seis semanas y

posterior a una sesion de entrenamiento excéntrico.

Al principio del estudio (ver Fig. 10) se tenia una muestra de 20 sujetos
(n=10 para cada grupo, placebo o HMB), la cual satisface el criterio sugerido
(entre 10 y 300 sujetos por grupo) para ensayos controlados utilizados en deporte
(Batterham and Hopkins, 2005). Sin embargo, como se menciono es el apartado
4.1 del capitulo de resultados, al final del estudio se perdieron cinco sujetos (cuatro
del grupo placebo y uno del grupo de HMB) durante el desarrollo del estudio. Asi,
la muestra final, de cada grupo, fue de seis sujetos en el grupo placebo y nueve
sujetos para el grupo de HMB. Esta muestra final, con menos de 10 sujetos en cada
grupo, puede ser considerada baja. No obstante, en estudios con deportistas sobre
suplementacion de HMB y dafio muscular el tamafio de muestra es similar. Por
ejemplo, un estudio (Knitter et al., 2000) realizado con corredores de fondo que
incluyo tanto hombres como mujeres utilizo cinco sujetos para el grupo placebo
(tres hombres y dos mujeres) y ocho sujetos para el grupo HMB (tres hombres y
cinco mujeres). También, en otro estudio (Wilson et al., 2009) donde participaron
hombres jovenes, sin experiencia previa en el entrenamiento de resistencia
muscular, la muestra consistié de 16 sujetos (ocho sujetos para los grupos placebo
y HMB, respectivamente). De igual forma, en el estudio realizado por Nunan et al.
(2010) fueron utilizados siete sujetos en el grupo placebo y otros siete sujetos en el
grupo experimental (HMB + CIC), todos ellos hombres jovenes fisicamente
activos. Asi, los estudios mencionados (Knitter et al., 2000, Wilson et al., 2009,
Nunan et al., 2010) y otros (van Someren et al., 2005, Jowko et al., 2001, Slater et
al., 2001, Hoffman et al., 2004, Nunan et al., 2010, Wilson et al., 2013b, Wilson et
al., 2014) sugieren que la mayoria de los estudios realizados sobre suplementacion
de HMB y dafio muscular han utilizado muestras con 10 o menos sujetos por

grupo.
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En este estudio, una de las principales razones por las que tuvimos un
numero limitado de sujetos fue la falta de voluntarios debido a la toma de muestras
de sangre. Como se menciono antes, los estudios sobre suplementacion de HMB y
dafio muscular presentan pocos sujetos y todos estos estudios toman muestras de
sangre, lo cual podria indicar una relacion entre el nimero de sujetos incluidos en
los estudios y la toma de muestras de sangre. Si se analizan detenidamente los
resultados reportados por tres recientes articulos de revision (Molfino et al., 2013,
Albert et al., 2015, Holecek, 2017) sobre el tema, puede notarse que la mayoria de
los estudios que incluyen determinacion de metabolitos relacionados a dafio
muscular en sangre presentan un nimero menor de sujetos en comparacion con
aquellos que no lo hacen. Por ejemplo, si se examinan los estudios reportados en
las Tablas 1, 2, y 3 de la revision realizada por Albert et al. (2015), podemos ver
que los estudios que no reportan parametros bioquimicos en sangre presentan
mayor cantidad de sujetos (aproximadamente 20 o mas sujetos); este mismo
comportamiento lo podemos observar en los estudios de la Tabla 1 de la revision
Molfino et al. (2013). En el presente trabajo, la principal razén de rechazo a
participar fue que incluyo varias tomas de muestra de sangre; lo anterior, quedo
manifestado cuando uno de los sujetos asignados al grupo placebo, no se presentd a
la segunda parte de la investigacion, la cual presento el mayor numero de tomas de
muestra (Fig. 10); y el rechazo a participar en el estudio de los probables
voluntarios cuando se les informaba que este incluia varias tomas de muestra de

sangre.

Otra razén del nimero limitado de participantes en este estudio fueron los
costos derivados de las pruebas de valoracion de dafio muscular y composicion
corporal; estas pruebas abarcaron cerca del 70% de presupuesto total de la
investigacion. Si tomamos como ejemplo la determinacion de composicion
corporal; encontramos 22 articulos publicados que examinan la composicion
corporal por seis diferentes métodos: (1) Analisis de impedancia bioeléctrica [BIA]
(Jowko et al., 2001, Thomson et al., 2009, Hung et al., 2010, Kruszewski, 2011,
Durkalec-Michalski and Jeszka, 2015, Durkalec-Michalski and Jeszka, 2016,
Durkalec-Michalski et al., 2017); (2) absorcion de rayos X de emision abierta de
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energia dual [DEXA] (Kreider et al., 1999, Slater et al., 2001, Lamboley et al.,
2007, Kraemer et al., 2009, Wilson et al., 2013b, Robinson et al., 2014, Wilson et
al., 2014, Lowery et al., 2016); (3) pesaje hidrostatico o pesaje bajo el agua (Panton
et al., 2000); (4) medicion de pliegues cutaneos (Gallagher et al., 2000a, Panton et
al., 2000, Ransone et al., 2003, O'Connor and Crowe, 2007, Thomson et al., 2009,
Wilson et al., 2009, Portal et al., 2011, Robinson et al., 2014); (5) Conductividad
eléctrica de cuerpo total [TOBEC] (Nissen et al., 1996); y (6) Pletismografia
(Portal et al., 2011). De estos seis métodos los mas caros son DEXA, pesaje
hidrostatico, pletismografia y TOBEC, de los cuales el mas usado es DEXA en
ocho articulos, y el resto solo en un articulo cada uno; mientras que los métodos
mas baratos, BIA y pliegues cutdneos, son mas usados y son reportados en 7 y 8
articulos, respectivamente. Asi, comparando el numero maximo de participantes
reportados en estudios que utilizaron DEXA es de 40 sujetos (Kreider et al., 1999),
mientras que los estudios utilizando BIA reportan 69 sujetos (Kruszewski, 2011) y
pliegues cutaneos 75 sujetos (Panton et al., 2000); lo que sugiere que el costo de la

prueba afecta el nimero de participantes en los estudios.

Finalmente, a manera de disminuir el impacto del tamafio de muestra como
una debilidad de nuestro estudio, se procedid a utilizar estadistica no paramétrica;
la cual es menos afectada por valores extremos y es la mas adecuada para comparar
grupos muestrales menores a 10 sujetos (Hopkins et al., 2009). Por otra parte, al
final del periodo de suplementacion, no fueron reportados problemas
gastrointestinales, calambres musculares o cualquier otro efecto secundario por los
participantes del estudio; ademas, ninguno de los sujetos presentd valores
anormales en la quimica sanguineao en la biometria hematica; lo anterior
concuerda la inocuidad del suplemento previamente reportado por diversas
investigaciones (Nissen et al., 1996, Kreider et al., 1999, Gallagher et al., 2000b,
Nissen et al., 2000, Vukovich et al., 2001).
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5.2. Evaluaciones antes y después de 6
semanas de suplementacién de HMB

5.2.1. Composicion Corporal

La Figura 11 muestra los resultados de composicion en porcentaje de cambio
como medianas y rango intercuartilar; en ella podemos apreciar que para ambos
tratamientos (placebo y HMB) los cambios no superaron el rango de + 3% para la
masa corporal, la masa magra libre de hueso y la cantidad mineral dsea; en cambio,
para la masa grasa en rango fue mayor (entre el 8 y -13%). No obstante, ninguno de

los cambios fue significativo como se mencion6 anteriormente.
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Figura 11. Resultados de composicion corporal expresados en porcentaje de cambio
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En este estudio, después un periodo de 6 semanas de suplementacion de
3 g/ dia de HMB, no se reportaron cambios en la composicion corporal (Tabla 1,
Capitulo 4: Resultados); lo anterior concuerda con estudios previos que han
utilizado una suplementaciéon 3 o 6 g de HMB durante 4 a 6 semanas en: (1)
jugadores de futbol americano (Kreider et al., 1999, Slater et al., 2001, Ransone et
al., 2003, Hoffman et al., 2004); (2) jugadores de water polo y practicantes de remo
(Slater et al., 2001); (3) jugadores de rugby (O'Connor and Crowe, 2007); (4)
estudiantes universitarios (Nissen, 2007, Wilson et al., 2009); (5) personas
fisicamente activas con experiencia en entrenamiento de resistencia (Thomson et
al., 2009, Wilson et al., 2013b), o (6) entrenamiento de alta intensidad con
intervalos (HIIT) (Robinson et al., 2014). En contraste, otros estudios si han
reportado cambios en composicion corporal como: (1) incremento en la masa
magra en personas no entrenadas bajo entrenamiento de resistencia (Nissen et al.,
1996, Gallagher et al., 2000a, Panton et al., 2000, Jowko et al., 2001), o personas
entrenadas bajo entrenamiento de resistencia (Kruszewski, 2011, Wilson et al.,
2014, Durkalec-Michalski and Jeszka, 2016, Lowery et al., 2016); y (2)
disminucién de la masa grasa o el porcentaje de grasa corporal (Hung et al., 2010,
Portal et al., 2011, Wilson et al., 2014, Durkalec-Michalski and Jeszka, 2015,
Durkalec-Michalski and Jeszka, 2016, Lowery et al., 2016). Esta aparente
diferencia en los resultados puedo deberse principalmente a dos razones, el método

utilizado para evaluar la composicion corporal y el tipo de entrenamiento utilizado.

Un punto a resaltar, es que en los estudios que reportan cambios en la masa
magra o en disminucién del porcentaje de grasa, predomina el uso de la
suplementacion de HMB junto a entrenamiento de fuerza; en nuestro caso, los
sujetos pertenecian a los equipos de voleibol y baloncesto de la universidad, lo cual
explicaria en parte la ausencia de cambios, este Gltimo argumento se apoya en el
hecho que en los estudios (Ransone et al., 2003, Hoffman et al., 2004) realizados
en jugadores de futbol americano que no estaban realizando entrenamiento
especifico de fuerza o resistencia muscular no se observaron modificaciones en la

composicion corporal; por tanto, los cambios en la composicion corporal inducidos
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por la suplementacion de HMB (3 g/ dia) pueden estar relacionados con el tipo de

deporte que se practica durante la misma.

5.2.2. Biometria Hematica

El papel de los neutréfilos, linfocitos y monocitos es ayudar al proceso de
digestion del tejido necrotico resultante del dafio muscular en la respuesta
inflamatoria aguda (Clarkson and Hubal, 2002, Peake et al., 2005); por tanto, un

aumento en estas células inflamatorias es un indicativo de dafio muscular.

Para esta investigacion, uno de los objetivos de la biometria hematica fueron
asegurarnos de que los participantes cumplieran con los criterios de seleccion de la
poblacion en especial aquellos ligados a enfermedades infecciosas (importantes en
los criterios de exclusion y eliminacion), la ausencia de diferencias en la biometria
hematica entre los grupos de tratamiento (placebo y HMB) y los tiempos (antes y

después de periodo de suplementacion) es un indicativo que esto se cumplio.

Independiente a lo anterior, no se encontrd un efecto de la suplementacion de
6 g de HMB al dia durante 6 semanas sobre los pardmetros de la biometria
hematica como se ha reportado previamente para el HMB (Crowe et al., 2003,
Gallagher et al., 2000b) y otros suplementos (Robinson et al., 2000), lo cual es un

indicativo de la seguridad de su uso como suplemento alimenticio y deportivo,

Finalmente, la determinacion de la biometria hematica durante las pruebas
posteriores a la inducciéon de dafio muscular puede ser interesante para valorar el

dafio muscular en posteriores investigaciones.

5.2.3. Quimica Sanguinea

5.2.3.1. Marcadores relacionados con daino muscular.

No se encontraron diferencias significativas en CK, urea, 4cido y proteinas

después de 6 semanas de suplementacion de 6 g de HMB al dia (Fig. 12).
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Figura 12. Resultados de marcadores de daiio muscular expresados en porcentaje de cambio

Como se menciond anteriormente enzima creatina quinasa (CK) es el
principal indicador de dafio muscular (Clarkson and Hubal, 2002, Warren and
Palubinskas, 2008) después de induccion de dafio muscular; sin embargo, durante
el periodo de suplementacion de HMB los sujetos entrenaron normalmente y por
ende no hubo un estimulo que generara el aumento en los niveles de CK. Lo
anterior concuerda con estudios que no han utilizado entrenamiento de fuerza
(Hoffman et al., 2004, Nissen et al., 2000).
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En nuestro conocimiento, el acido urico y las proteinas solo han sido
reportados como marcadores de quimica sanguinea asociados a la suplementacion
con HMB en un solo estudio (Nissen et al., 2000); en dicho estudio, Nissen et al.,
no reportan cambios en estos dos marcadores después de la suplementacion con
HMB. Por otra parte, la urea ha sido evaluada en varias investigaciones que
utilizan suplementacion de HMB, en tres de ellas (Nissen et al., 2000, Gallagher et
al., 2000b, Crowe et al., 2003) no se reportan cambios después de la
suplementaciéon con HMB y unicamente una si reporta cambios (Jowko et al.,
2001). Por tanto, el papel de la suplementacion de HMB sobre estos marcadores es

atn poco conocido.

5.2.3.2. Marcadores metabdlicos y perfil lipidico

La Figura 13 muestra los resultados de perfil lipidico (% A). No se
encontraron diferencias en glucosa, triglicéridos, colesterol total, HDL, y LDL, lo
cual concuerda con un estudio (Gallagher et al., 2000b) que compararon los efectos
de la suplementacion de ~3 y ~6g de HMB al dia, durante 8 semanas, no
encontraron cambios en: glucosa, urea y perfil lipidico (triglicéridos, lipidos de alta
densidad (HDL), lipidos de baja densidad (LDL), lipidos de muy baja densidad
(VLDL) y colesterol total).

Ademas, en otro estudio (Nissen et al., 2000) donde se analizo la seguridad
de la suplementacion de HMB de las nueve investigaciones en las que se utilizo
una dosis de 3 g/ dia, durante 3 a 8 semanas, en distintas poblaciones (jovenes y
adultos, hombres y mujeres, entrenados y no entrenados), y en la que tampoco se
observaron cambios significativos en la concentracion sanguinea de glucosa, acido
urico, urea de los sujetos. Por tanto, la suplementacion de 3 g de HMB / dia por

seis semanas no genera cambios en marcadores metabdlicos o perfil lipidico.
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Figura 13. Resultados de marcadores de perfil lipidico expresados en porcentaje de cambio
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5.3. Evaluaciones antes y después del
entrenamiento excéntrico

5.3.1. Quimica Sanguinea

5.3.1.1. Marcadores relacionados con daino muscular.

En el presente trabajo no se encontraron cambios en CK después del
entrenamiento excéntrico (Tabla 6). Varios estudios que han utilizado
suplementacion de HMB reportan una disminucién en la concentracion CK
después de entrenamiento de distintos tipos de entrenamiento en distintas
modalidades de deporte como son carreras de resistencia (Knitter et al., 2000);
entrenamiento con pesas (Nissen et al., 1996, Jowko et al., 2001, van Someren et
al., 2005); sin embargo, en estudios que utilizan ejercicio excéntrico para la
induccion de dafio muscular (Wilson et al., 2009, Nunan et al., 2010) no han
mostrado disminucion de la CK. Nunan et al. (2010), reportan resultados similares
en el aumento CK a las 24 hrs posteriores a ejercicio excéntrico sin diferencia entre
el grupo placebo y HMB; ademas, Wilson et al. (2009) reportan un pico de CK a
las 48 hrs, sin diferencias entre los tratamientos. Estos resultados muestras que
existen diferencias entre los repostado por los autores para los efectos del HMB
sobre la CK. Sin embargo, de acuerdo con nuestros resultados la suplementacion
3 g/ dia de HMB al dia durante 6 semanas genera cambios en la concentracion de
CK después de una sesion de ejercicio excéntrico.

De igual forma, después del entrenamiento excéntrico no se observaron
diferencia en proteina total y en la urea en los tratamientos placebo o HMB. Nissen
et al. (2002) no reportan cambios en proteina total o urea después de la
suplementacion con HMB; también, otros estudios (Nissen et al., 2000, Gallagher
et al., 2000b, Kreider et al., 1999, Crowe et al., 2003) no reportan cambios en urea.

Finalmente, nuestros resultados mostraron un incremento en la
concentraciéon de acido urico inmediatamente después y a las 24 hrs de haber

realizado el entrenamiento excéntrico (Fig. 14).
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Figura 14. Resultados de acido urico antes y después del entrenamiento excéntrico.

El acido trico ha sido reportado como un importante antioxidante en salud
(Glantzounis et al., 2005, Kang and Ha, 2014) y en ejercicio (Waring et al., 2003);
sin embargo, dos estudios (Kreider et al., 1999, Nissen et al., 2000) no reportan
cambios en el acido Urico después de la suplementacion con HMB; ambos estudios
no utilizaron ejercicio excéntrico. Por otra parte, en un estudio (Maxwell et al.,
1993) que investiga los efectos de la suplementacion con vitaminas antioxidantes
(C y E) sobre los antioxidantes en plasma durante entrenamiento excéntrico, los
autores reportaron un incremento en acido urico y TAS después de una hora de
ejercicio excéntrico (box-stepping) en ambos grupos que consumieron la
suplementacion con vitamina C o E. Ademas, se ha sugerido que la concentracion
de acido urico en plasma puede influir en el TAS (Nikolaidis et al., 2008, Waring
et al., 2003). Por tanto, el aumento en la concentracion de acido urico en el grupo
HMB podria sugerir un incremento en la capacidad antioxidante después del

ejercicio excéntrico.

5.3.1.2. Marcadores metabdlicos y perfil lipidico
En el presente estudio no se encontraros cambios en glucosa, triglicéridos,
colesterol total, HDL, y LDL después la suplementacién con HMB; la ausencia de

cambios en estos parametros sanguineos después de suplementacion con HMB es

Universidad de Leén 111



Capitulo 5: Discusion

similar a los reportados previamente por otros estudios (Nissen et al., 2000,
Gallagher et al., 2000b, Kreider et al., 1999, Crowe et al., 2003)

Nissen et al. (1996), en estudio multicéntrico, muestra que después de 6-8
semanas de una suplementacion de 3 g/ dia de HMB se observo un incremento del
5,8% (p <0,03) en colesterol total y del 7,3% (p <0,01) en el colesterol de baja
densidad (LDL, por sus siglas en inglés) con respecto al basal en los sujetos.
También, en un estudio realizado en personas mayores (50-72 afios) con
hiperlipidemia (>4,5 de correlacion de colesterol y HDL-c) que fueron
suplementados con 3g/dia de HMB y un programa de entrenamiento (3 dias a la
semana ejercicio aerébico y 2 dias entrenamiento de resistencia) durante cuatro
semanas redujeron su LDL de 172+ 11,7 a 123 £9,1 mg/dL (p = 0,01) mientras
que los que solo ingirieron un placebo no muestran diferencias significativas. En
ambos estudios los autores no ofrecen una explicacion a dichos hallazgos.

Por otra parte, en otro estudio (Wilson et al., 2008) mencionan que la
reduccion en el LDL causada por el HMB puede estar relacionada a que este
suplemento se comercializa como una sal de calcio (Ca) que contiene de
100-200 mg de Ca por gramo de HMB; y por tanto, se entiende que al suplementar
1 g de Ca disminuyen los niveles de colesterol en suero a través del aumento de la
sintesis de acidos biliares. Finalmente, no est4 claro el papel del HMB sobre perfil

lipidico.

5.3.2. Indicadores de estrés oxidativo

El principal hallazgo de este estudio es la presencia de diferencias
significativas en TAS, acido urico, GPX, y SOD en el tratamiento HMB después de
la sesion de ejercicio excéntrico (Fig. 14,15 y 16). En una reciente revision Arazi et
al. (2018) sugieren que la suplementacion con HMB podria disminuir el estrés
oxidativo causado por el ejercicio (Arazi et al., 2018b); ademas, otros estudios
tanto en animales como en in vitro has mostrado propiedades antioxidantes para el
HMB (Eley et al., 2008, Hao et al., 2011, Russell and Tisdale, 2009). Sin embargo,

en nuestro conocimiento, existen solo dos estudios que investigan los efectos de la
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suplementacion con HMB sobre marcadores de estrés oxidativo de sujetos bajo
entrenamiento de resistencia con pesas (Arazi et al., 2018a) y ejercicio pliométrico
(Arazi et al., 2019). En el primer estudio, los autores no encontraron cambios en los
marcadores en suero de estrés oxidativo (8-hidroxi-2-deoxiguanosina,
malondialdehido, y proteinas carboniladas) después de seis semanas de
suplementacion con HMB (3 g/dia) usando un protocolo de entrenamiento de
resistencia. Estos resultados son similares a nuestros datos en TBARS y CAT, las

cuales no incrementaron después del entrenamiento excéntrico.
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Figura 15. Diferencia entre los tratamientos placebo y HMB para actividad de las
enzimas glutation peroxidasa (GPX) y superoxido dismutasa (SOD) antes y después de 0,
24, 48, y 72 hrs de una sesion de entrenamiento excéntrico.
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Los antioxidantes totales (TAS) representan la habilidad del suero o plasma
para neutralizar las especias reactivas de oxigeno y nitrogeno (RONS, por sus
siglas en inglés) y esto es influenciado por la concentracion de acido urico
(Nikolaidis et al., 2008, Waring et al., 2003); de este ultimo, se ha sugerido que es
un importante antioxidante sanguineo tanto en salud (Glantzounis et al., 2005,
Powers et al., 2011, Kang and Ha, 2014) como en ejercicio (Waring et al., 2003)
como previamente se ha mencionado. Nuestros resultados indican un incremento
en TAS para el tratamiento de HMB inmediatamente después de la sesion de
entrenamiento excéntrico; y también, un incremento en el &cido urico
inmediatamente posterior y a las 24hrsdespués del ejercicio excéntrico. Ademas, se
observd, en el grupo que ingiri6 de HMB, un incremento en la GPX posterior al
entrenamiento excéntrico y 24, 48, y 72 hrs después junto con incremento en la
SOD inmediatamente posterior al entrenamiento excéntrico. Lo cual sugiere un

incremento de la capacidad antioxidante resultado de la suplementacion con HMB.

O PLACEBO [ HMB

2.4+
2.2+4
2.0
1.84
1.64
1.44
1.24
1.04
0.8+

TAS (mmol /L)

Pre-Contrex Post-Contrex Post-Contrex 24hrs Post-Contrex 48hrs Post-Contrex 72hrs
Tiempo

* Diferencias significativas (p < 0.05 ) versus placebo

Figura 16. Resultados de TAS antes y después del entrenamiento excéntrico.
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La ausencia de cambios en la CAT posterior al entrenamiento excéntrico
tanto en el HMB como en placebo puede ser explica por el hecho que la GPX y
SOD estan localizadas dentro de la mitocondria, la cual es el principal sitio de
formacion de RONS durante el ejercicio (Powers et al., 2011, He et al., 2016,
Niess, 2005) lo cual hace su incremento mas probable después de la sesion del
entrenamiento excéntrico provocando asi una menor respuesta oxidativa, lo cual a
su vez disminuye el incremento en la produccion de la catalasa, como se observo
en el tratamiento con HMB (Fig. 15).

En nuestro conocimiento, este el primer estudio que muestra un incremento
de los antioxidantes (TAS, acido urico, GPX, y SOD) posterior a una sesion de
gjercicio excéntrico en sujetos bajo la Suplementacion de HMB. Nuestros
resultados son similares a estudios previos que investigaron los efectos de la
suplementacion con vitamina antioxidantes (C y E) sobre el estado antioxidante
plasma durante el ejercicio excéntrico (Maxwell et al.,, 1993); los autores
reportaron un incremento en TAS y acido Urico una hora posterior al ejercicio
excéntrico (box-stepping) en dos grupos uno que tomaba vitamina C y otro que
tomaba vitamina E. Ademas, Arazi et al. (2019) han reportado recientemente que la
suplementacion con HMB (1 g de gel de HMB libre de acido ingerido 30 minutos
antes del ejercicio) atenud el estrés oxidativo provocado por ejercicio pliométrico
(Arazi et al., 2019). Por tanto, tomando en cuenta lo anterior, nuestros resultados
sugieren que 6 semanas de suplementacion con HMB mejoran las defensas
antioxidantes después de una sesion de entrenamiento excéntrico y creemos que es
necesaria mayor investigacion sobre el efecto de la suplementacion de HMB sobre

el estrés oxidativo.

5.3.3. Percepcion de dolor

En el presente estudio no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos placebo y HMB, aunque en ambos tratamientos el dolor muscular
incremento significativamente después de 24 y 48 hrs del entrenamiento excéntrico

(Fig. 17). Nuestros datos son similares a lo reportado por Nunan et al. (2010),
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quienes reportan un incremento en DOMS a las 72 hrs después de haber realizado
ejercicio excéntrico sin diferencias entre los grupos placebo y HMB (Nunan et al.,
2010). No obstante, dos estudios (Nissen et al., 1996, van Someren et al., 2005)
han reportado una disminucion en el dolor localizado de aparicion tardia (DOMS)

después de la suplementacion con HMB.
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Figura 17. Resultados de Percepcion de dolor antes y después del entrenamiento excéntrico.

El DOMS esta fuertemente vinculado al dafio muscular y puede ser causado
por la combinacion de varios factores como la inflamacion, el incremento de
productos quimicos nocivos (RONS, LDH, CK, entre otros), y sustancias
relacionadas con la inflacion (citoquinas, mioglobina, TNF) (Clarkson and Hubal,
2002). Sin embargo, el grado de dolor reportado por los sujetos es dependiente del
tipo de protocolo usado para inducir dafio muscular (Clarkson and Hubal, 2002,
Sayer and Hubal, 2008). Nunan et al. (2010) utilizan carreras cuesta abajo para

inducir el dafilo muscular, mientras que Nissen et al. (1996) y van Someren et al.
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(2005) utilizan ejercicios de gimnasio para zonas musculares localizadas (press de
banca, sentadilla, y hang clean).

Tomando en cuenta lo anterior, no es claro aun el efecto del HMB sobre la
percepcion de dolor muscular. No obstante, los resultados encontrados en los
tratamientos HMB y placebo sugieren que el entrenamiento excéntrico resulto en
un incremento en el dafio muscular debido a que la percepcion de dolor muscular

es uno de los indicares del mismo (Sayers and Hubal, 2008)

5.4. Recomendaciones

Finalmente, dentro de las recomendaciones que podemos sugerir son ampliar
la muestra a fin de fortalecer una de las principales limitantes de este estudio que
fue el bajo nimero de participantes; y asi favorece el uso de estadistica

paramétrica.

Los resultados de este sugieren una interesante linea de investigacion sobre
el efecto del HMB en el balance oxidante/antioxidante el cual requiere de mayores

estudios.
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6.1. Conclusiones

El presente trabajo tuvo como objetivo principal comparar los cambios de
la composicion corporal y los indicadores de dafio muscular en dos grupos de
jovenes fisicamente activos; uno, bajo la suplementacién de 3 g/ dia de HMB y
otro bajo la administracion de un placebo durante un periodo de seis semanas y

posterior a una sesion de entrenamiento excéntrico.

6.1.1. Conclusién primera

El primer objetivo especifico era evaluar antes y después de seis semanas
de suplementacion (3 g / dia de HMB o placebo) (a) Composicion corporal para
conocer los cambios en masa magra y masa grasa, (b) Quimica sanguinea para
evaluar los cambios en marcadores metabdlicos y relacionados con dafio muscular
(c) perfil lipidico y (d) biometria hematica. Al concluir, los resultados obtenidos
ponen de manifiesto que la suplementacion de HMB (3 g/ dia) durante seis

semanas no indujo cambios en ninguno de dichos parametros.

6.1.2. Conclusioén segunda

El segundo objetivo especifico fue evaluar antes y después del
entrenamiento excéntrico y a las 24, 48 y 72 hrs: (a) Quimica sanguinea, (b) Perfil
lipidico, (c) Indicadores de estrés oxidativo, y (d) Percepcion de dolor. Tomando
en cuenta la limitacion que supone el bajo nimero de sujetos, podemos concluir
que la suplementacion de HMB (3 g/ dia) después del entrenamiento excéntrico
incrementd en la Quimica sanguinea la concentracion del acido urico, y en
indicadores de estrés oxidativo el TAS, la GPX, y la SOD. Y no se observaron
cambios en marcadores de Quimica sanguinea (CK, urea, proteinas totales, y
glucosa), perfil lipidico, marcadores de estrés oxidativo (TBARS, CAT) y

percepcion de dafio muscular.
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6.1.3. Conclusion general

Nuestros resultados sugieren que 6 semanas de suplementacion con HMB
mejoran los indicadores de dafio muscular acido trico, TAS, la GPX, y la SOD
vinculados a la defensa antioxidante después de una sesion de entrenamiento
excéntrico. Sin embargo, no provocan cambios en la composicién corporal u otros

indicares utilizados en este estudio.

Estos resultados sugieren que el HMB pude producir un incremento en la
defensa antioxidante después de una sesion de entrenamiento excéntrico; sin
embargo, son necesarios mayores estudios para identificar el efecto del HMB en el

balance oxidante/antioxidante en el contexto deportivo.
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ANEXO 1
Consentimiento Bajo Informacion

TESIS DOCTORAL

“EFECTO DE LA INGESTA ORAL DE BETA- HIDROXI-BETA-METILBUTIRATO SOBRE iNDICADORES
DE DANO MUSCULAR INDUCIDO POR UNA SESION DE ENTRENAMIENTO EXCENTRICO EN
ADULTOS JOVENES FISICAMENTE ACTIVOS

Carta de consentimiento bajo informacion

Investigadores Responsables: M. en C. de la S. Rafael Manjarrez-Montes de Oca, M. en A. F. S.
Patricia Tlatempa Sotelo, M. en S. H. O. Maria del Socorro Camarillo-Romero.

Investigadores Colaboradores: Ph. D. Javier Gonzalez-Gallego, Ph. D. lldefonso Alvear-Ordenes, Ph.
D. Alexander Kormanoski kovsova.

Esta hoja de consentimiento puede contener palabras que usted no emienda. Por favor pregunte al
investigador encargado o a cualquier personal del esmdio para que le explique cudlquier palabra o
informacion que usted no entienda claramente. Usted puede llevarse a su casa wna copia de este
consentimiento para pensar sobre este estudio o para discutiv con su familia 6 amigos antes de tomar su
decision.

Usted ha sido invitado a participar en un estudio de investigacion. Antes de que usied decida participar en el
estudio por favor lea este consentimiento cuidadosamente. Ilaga todas las preguntas que usted tenga, para
asegurarse de que entienda los procedimientos del estudio, incluyendo los riesgos y los beneficios.

El propdsito de la investigacion es conocer el efecto de la administracion del suplementos alimenticio beta-
hidroxi-beta-metilbutirato (HMB) sobre los indicadores de dano muscular inducido por una sesion de
ejercicio excéntrico.

Podran formar parte de este estudio jovenes mayores de 18 aiios, fisicamente activos y clinicamente sanos, )
que hayan participado en el proyecto “*Efecto del beta-hidroxi-beta-metilburitato sobre la potencia muscular,
composicion corporal e indicadores de daiio y fatiga muscular de deportistas de la UAEMéx ciclo 2007-2008”
(2453/2007U)

Posterior a la participacion en ¢! proyecto antes mencionado. se procederd a realizar una sesion de
entrenamiento excéntrico en un dinamometro isocinético (CON-TREX LP), que consistita en una
determinacion del pico torque maximo y un protocolo de ejercicio (10 series de 10 repeticiones de ejercicio
bilateral isocinético en extension a 180 y flexion a 90°, con velocidad de 0.1 m /s y 60% del pico torque
maximo, con 30 segundos de descanso entre series)

Ademds, se tomara una muestra de 10 mililitros de sangre (antes v después del entrenamiento excéntrico, y a
las 24, 48 y 72 horas) para determinar: Concentracion sanguinea de las enzimas CKy L DH: estrés oxidativo
(TBARS, superoxido-dismutasa, glutation-peroxidasa, catalasa. capacidad antioxidante total, carbonilos
proteicos). Citoquinas (I1L-8. IL-1 beta. 1L.-6. 11.-10. TNF_11.-12)

Si decide participar tendra que presentarse el dia de la evaluacion vestido con iopa deportiva. y debide a la
toma de muestra de sangre, debera presentarse los dias indicados en ayimas. En los mismos tiempos de toma
de muestra de sangre, se realizara un cuestionario de percepeion de dolor. Su participacion dentro de este
estudio serd de cuatro dias.
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Efecto del HMB sobre indicadores de dario muscular

Un posible riesgo para la sesion de entrenamiento excéntrico es tiron o desgarro muscular, aunque debido a
las cargas utilizadas este riesgo en minimo: y una incomodidad es el dolor muscular de aparicion, siendo este
similar a cualquier entrenamiento exhaustivo de pierna normalmente realizado en practica deportiva. Los
posibles riesgos e incomodidades que puede causar la extraccion de sangre de su son: dolor, moretones,
mareos, y en raras ocasiones infeccion. IHasta el momento no hay riesgos reportados por el uso de beta-
hidroxi-beta-metilbutirato a estas dosis. Todos estos procedimientos seran realizados por personal capacitado.

El estudio es totalmente gratuito

Todos los datos obtenidos, serdn manejados con absoluta confidencialidad y en ningtin momento se usaran los
datos personales para otros fincs que no sean los del proyccto. Se le comunicara de forma personal y por
excrito los resultados obtenidos. Los resultados de esta investigacion pueden ser publicados en revistas

cientificas o ser presentados en las reuniones cientificas. pero su identidad no sera divulgada.

Su participacion en este estudio es volutaria. Usted puede decidir no participar o retirarse del estudio en

cualquier momento. Su decision no resultara en ninguna penalidad o pérdida de beneficios para los cuales

tenga derecho. De ser necesario. su participacion en este estudio puede ser detenida en cualquier momento por

el investigador del estudio sin su consentimiento
CONSENTIMIENTO

Declaro, libre y voluntariamente, que acepto participar en este estudio. He leido la informacion de esta hoja

de consentimiento, o se me ha leido de manera deacuada. Todas mis preguntas sobre el estudio y mi

participacion han sido atendidas

Firma del participafté

Nombre del Participante e
i O -OH~O

Domicilio i I'echa

v

Nombre del Testigo
& Firma del testigo

H 401 Sa pﬁ’dm,ﬂ;ﬂi@w __oaloeul10

Fecha

Para cualquier pregunta o aclaracion comunicarse con
M. en C. de la S. Rafael Manjarrez-Montes de Oca:
Cel. 045-713-100-1598  etcrmm02@estudiantes.unileon.cs: rmanjarrezmi uacmex.mx

M. en A. F. S. Patri

ia Tlatempa-Sotelo

Cel. 044-722-393-9178  ptlatempasicuacmex.mx: tatempas@yahoo.com.mx
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ANEXO 2

Certificado de analisis del HMB

o
B
FutureFoods

Future Foods, S.A. de C.V. México Future Foods USA, LLC

Pino No. 20 PB Col. Valle de los Ancs 126 Monroe Avenue
Tlalnepantia Edo. de México Dover NJ 1
CP 54040 Estadcs Unidos

Tel: 5398-1376

CERTIFICATE OF ANALYSIS
Product: Hydroxy Methyl Butarate Calcium Salt
Calcium HMB

Identification: Passes all Criteria Tests

Batch: 031102(m)

Sample size:  1000kgs

ITEMS SPECIFICATIONS RESULTS
Appearance White crystalline Conform
Calcium: 13 -16% 14.38%
Loss on drying 3.0 Max 1.66%
Heavy metals 10ppm Conform
Arsenic 2ppm Conform
HMB 80.0% Min 83.98%
Manufacturing Date: November 2, 2007

Expiration Date: November 1, 2010
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ANEXO 3
Hoja de Resultado de Composicion Corporal

]
o CICMED
CENTRO DE INVESTIGACION EN CIENCIAS MEDICAS
JESUS CARRANZA # 205
Paciente: ID instalacién:
Fecha de nacimiento: 24/08/1988 20.9 afios Médico: DTO
Estatura / Peso: 167.0cm  54.0kg Medido: 20/08/2009 05:36:04 p.m. (8.10)
Sexo / Origen étnico: Hombre Hispano Analizado: 18/02/2010 12:32:03 p.m. (8.10)
Cuantificacién del tejido Cuerpo total Tendencaia de la composicién: Total
Grasa (g) [Blanco] Grasa libre (g) [Gris]
6950 ———— e 746100
+ §C)
6300} d 46000
| 45900
6850 | 45800
. 145700
L o 45600
6750+ + 1 -+ 45500
19 20 21 22
Edad (afios)
Tendencia:Total
2,3
Fecha Edad Tejido Centil Masatot. Regién Tejido Grasa Magro CMO Grasalibre
medida (afios)  (%grasa) (kg)  (%Grasa)  (g) (@) (@ (g) (9)
20/08/2009 209 135 = 52.8 12.9 50,320 6,797 43,523 2,505 46,027
16/07/2009 20.8 13.8 = 52.5 13.2 50,007 6,915 43,093 2,489 45582
Tendencia:Distribucién de la grasa
Fecha Edad Androide Ginoide A/G Corporal total
medida (afios) (%Grasa) (%Grasa) Cociente (%Grasa)
20/08/2009 209 18.2 20.8 0.87 135
16/07/2009 20.8 19.3 21.0 0.92 13.8
— A
ve
Clasificacién del IMC de Ia Organizacién Mundial de la Salud
COMENTARIOS: indice de masa corporal (IMC) = 19.4
0 185 25 ) 30 40
\7%’" T m m
28 52 70 84 12
Peso (kg) para talla = 167.0 cm
Esta imagen no es para diagndstico 2 -Pablacidn de referencia NHANES/USA, Cuerpo total
Impreso: 18/02/2010 12:32:28 p.m. (8.10) 76:0.10:153.85:31.2 0.00:-1.00 3 -Ajustado para edad, peso (hombres 25-100 kg), origen étnico
4.80x9.60 11.7:%Grasa=13.5%
0.00:0.00 0.00:0.00
Nombre del archivo: ix4pokiMj.nth
Modo de exploracién: Estandar 0.02 mrem
GE Medical Systems DPX
LUNAR NT+74035
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ANEXO 4
Hoja de registro de percepcion de dolor

F

“"EFECTO DE LA INGESTA ORAL DE BETA-HIDROXI-BETA-METILBUTIRATO
SOBRE INDICADORES DE DANO MUSCULAR INDUCIDO POR UNA SESION DE
ENTRENAMIENTO EXCENTRICO EN ADULTOS JOVENES FISICAMENTE
ACTIVOS"

ESCALA SUBJETIVA DE DOLOR INDUCIDO POR EL EJERCICIO

INSTRUCCIONES: A continuacion ¢

siente en su

scrun usted, refleja s stado

Nombre)

Fecha de la primera evaluacion |

Ningun dolor 4

Universidad de Leén 141









