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DESCRIPCION RESUMIDA DEL PROYECTO DE TESIS

Estructura en el desarrollo de la tesis:

La presente tesis se estructura en capitulos, cada de uno de los cuales se
encarga de explicar las fases de desarrollo del proyecto de tesis, entre los que se
incluyen el Capitulo 1, que presenta la Justificacion, la Hipotesis y los Objetivos del
trabajo; el Capitulo 2, los Antecedentes Bibliograficos que aportan una informacién
detallada del tema justificando del proyecto de tesis realizado; el Capitulo 3 describe
el apartado que informa sobre la poblacion y la metodologia empleados; el Capitulo 4
presenta una publicacién derivada de resultados del trabajo realizado durante la tesos,
titulada “Implementacién de un programa de educacioén nutricional en un equipo de
balonmano: consecuencias sobre el estado nutricional”, Nutr. Hosp. 2013, 28(4):1065-
1076, http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/23889623 ,; el Capitulo 5 es el

correspondiente a la publicacion titulada “Asociaciéon entre la concentracion de

eritrocitos de magnesio y cinc en jugadores de balonmano de alto rendimiento
después de una suplementacion dietética con magnesio”, Magnes. Res. 2012
Jul;25(2):79-88, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22695485; el Capitulo 6 es el

correspondiente a la publicacién “Efecto de la suplementacién con acido félico sobre la

concentracion de homocisteina y su asociacioén con el enfrenamiento en jugadores de
balonmano”, J. Int. Soc. Sports. Nutr. 2013,10(1):10,
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/23432819. Por otro lado, el Capitulo 7 describe el

estudio de suplementacién con cinc, que incluye la valoracion del estatus de cinc y su
asociacion con parametros clinicos y biomarcadores de estrés oxidativo, asi como un
estudio de los cambios en la expresion génica de transportadores de cinc como
consecuencia de la suplementacion con cinc durante la etapa de competicion, y cuyos
resultados seran publicados préoximamente. El Capitulo 8 es la discusion de los
resultados obtenidos en el estudio de suplementacion de cinc, y el Capitulo 9 las
conclusiones del trabajo global realizado en los jugadores de balonmano estudiados.
En el Capitulo 10 se muestran las referencias bibliograficas consultadas para la

elaboracion del trabajo.
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Capitulo 1

Hipotesis

Los jugadores de élite presentan ingestas inadecuadas en micronutrientes que
derivan en situacién de deficiencia y a bajos niveles de antioxidantes, alterando el
estatus del resto de micronutrientes y su distribucién compartimental, lo que empeora

el rendimiento y la calidad de vida del deportista de alta competicion.

Objetivo general

Evaluar el estatus inicial en vitaminas y minerales en un equipo de élite de
balonmano, determinando su posible deficiencia, e interviniendo mediante
suplementacién, valorando los efectos sobre la situaciéon antioxidante y nutricional
después de la actividad deportiva intensa, con la finalidad de saber las necesidades
reales y optimizar los requerimientos en estos micronutrientes que presenta esta

poblacion.

Objetivos especificos

- Evaluar la ingesta y los niveles bioquimicos clinicos, en vitaminas y en minerales de
una poblacion de jugadores de balonmano.

- Evaluar el estatus antioxidante en la poblacién de deportistas.

- Ver los efectos de una suplementacion con micronutrientes como el acido félico, el
magnesio (Mg) y el cinc (Zn), sobre el estatus nutricional y antioxidante de la
poblacion estudiada.

- Estudiar la respuesta en la expresién génica de sus transportadores, después de la

suplementacioén con Zn en los deportistas estudiados.

Capitulo 2

En la actualidad, la nutricién aplicada al ejercicio tiende a especializarse, de

manera que, dependiendo de los objetivos finales del deporte realizado, hace hincapié
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en unos u otros alimentos. A pesar de los avances en el conocimiento de la
importancia que una adecuada alimentacion tiene para mejorar el rendimiento fisico-
deportivo, los deportistas olvidan con frecuencia incluir la planificacién de una dieta

Optima dentro de la estrategia global de preparacion para la practica deportiva.

En el deportista de élite, una ingesta desequilibrada a corto y largo plazo puede
derivar en deficiencias vitaminicas y minerales que alteran el rendimiento y la
optimizacion de los resultados en entrenamiento de alta intensidad. Los malos habitos
alimenticios en este colectivo, podrian causar efectos adversos, por lo que la nutricién
es importante para el control de este colectivo debido a que, su mayor gasto de

energia, requiere un incremento adecuado de la ingesta de alimentos.

Por esta razén, es necesaria la formalizacion de unas recomendaciones
adecuadas a cada colectivo de deportistas, promoviendo la importancia de instaurar
un control ideal. Debemos acabar con la falta de informacion contrastada vy fiable, ya

que ello ayudaria a que los atletas consigan mejorar su rendimiento y calidad de vida.

En el presente estudio se trata de establecer una evaluacion del estatus en
vitaminas y minerales en un equipo de élite balonmano, valorando su posible
deficiencia, e interviniendo mediante suplementacion, estudiando los efectos sobre la
situacion antioxidante y nutricional después de la actividad deportiva intensa, con la
finalidad de saber las necesidades reales y optimizar los requerimientos en vitaminas y

minerales que presenta esta poblacion.

Para ello se han evaluado la ingesta y los niveles bioquimicos clinicos, en
vitaminas y en minerales de una poblacion de jugadores de élite de balonmano,
estudiando los efectos de una suplementacién con micronutrientes como acido félico,
magnesio y cinc, en el estatus nutricional y antioxidante de la poblacion estudiada.
Asimismo, se ha analizado la respuesta en la expresion génica de los transportadores

de cinc, después de su suplementacion en los deportistas.
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Capitulo 3

El disefio del estudio de suplementacion general (Fig. 1) es prospectivo, de
seguimiento, en el que la cohorte esta constituida por jugadores de balonmano
varones (n=14), intervenidos a lo largo de los 12 meses iniciales (el estudio esta
abierto), mediante suplementacién con Acido Félico, Magnesio y Cinc en los primeros

2 meses de cada uno de los 3 periodos de 4 meses que constituyen este trabajo.

Segun nuestros resultados, el 43%, 29 %, y el 33 % de los jugadores
presentaba ingesta insuficiente de félico, Mg y Zn inicial, respectivamente, lo que

puede justificar la intervencion realizada en nuestro estudio.

Este es un estudio abierto a futuras intervenciones con micronutrientes en este
colectivo, con el fin de obtener resultados globales que nos den respuestas definitivas
referentes a las necesidades reales en micronutrientes del deportista de actividad
intensa y permita adoptar decisiones concretas respecto a las recomendaciones de
ingesta para evitar desequilibrios en el estatus y sus consecuentes dafios y secuelas

que pueden derivar en lesiones irreversibles.

La metodologia aplicada para la evaluacion del estado nutricional de los
deportistas incluidos en el estudio, se ha realizado mediante la valoracion
antropomeétrica, la valoracién de adecuacién de ingesta de nutrientes, y la valoracion
bioquimica, en la que se han determinado biomarcadores clinicos, nutricionales y de
situacién antioxidante. Esta metodologia se ha aplicado tanto al inicio, como a los 2
meses con suplementacion, y a los 4 meses (2 meses finales sin suplementacién) de
cada una de las experiencias de intervencién. Asi, la valoracion de ingesta de
nutrientes de los jugadores de balonmano se ha realizado al inicio y después de las

diferentes intervenciones con suplementacion.

Respecto a la suplementacion con Zn, hemos realizado un estudio de
expresion génica en transportadores de Zn. La monitorizacién de la expresién génica
tanto al inicio (Cl) como después de la intervencién mediante suplementacion (CS), se
realizd6 mediante una técnica especificamente puesta a punto en los laboratorios del
Professor Christer Hogstrand, en el King’s College, UK, que, previa extraccion vy
medida de integridad del RNA, se realizaba la sintesis de c-DNA y de primers,

aplicandose la metodologia g-PCR.
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Capitulo 4

Debemos indicar que se ha aplicado un programa de educacion nutricional a
los jugadores después de observar graves desequilibrios en la ingesta debidos a
malos habitos, que, a corto o largo plazo, pudieran derivar en excesos o deficiencias
que alteren el rendimiento y la calidad de vida del deportista de élite. La metodologiay
los resultados obtenidos durante la Implementacién del programa de educacion

nutricional, se describen a continuacion:

Se evaluaron el estado nutricional y los habitos dietéticos en respuesta a la
aplicaciéon de un programa de educacion nutricional en jugadores profesionales de
balonmano. Es un estudio longitudinal realizado a una muestra de 14 jugadores
pertenecientes a un equipo de balonmano de alto rendimiento, a los que se les evalud
mediante recordatorio de 72 horas, un cuestionario de frecuencia de consumo,
medidas antropométricas a lo largo de 4 meses, y a los que se les aplicé un programa
de educacioén nutricional al inicio del estudio. Los valores de ingesta y de frecuencia de
consumo fueron comparados con las recomendaciones de macronutrientes existentes
para deportistas y micronutrientes para poblacion sana, respectivamente, y con la
piramide de alimentos para poblacidon sana espafiola. Resultados: La ingesta de
energia de los deportistas se situé por debajo de las recomendaciones a lo largo de
todo el estudio. La ingesta de macronutrientes respecto a la energia ingerida, se situo
por debajo de las recomendaciones para la ingesta de carbohidratos y por encima de
las recomendaciones para la ingesta de grasa, mostrada en los resultados obtenidos
de frecuencia de consumo de alimentos. La educacién nutricional produjo un
incremento significativo (p < 0,01) en la ingesta de energia y macronutrientes tras su
aplicacion. A pesar de ello, no se produjeron cambios significativos en la ingesta de
macronutrientes y micronutrientes al ajustar por energia ingerida. Los niveles
bioquimicos se encontraron dentro de los rangos de normalidad durante todo el

estudio.

El desequilibrio en la ingesta de nutrientes presente en los jugadores de
balonmano hace necesario realizar un ajuste nutricional completo para poder
establecer recomendaciones especificas para este tipo de poblacion. La aplicacién de
un programa de educacion nutricional monitorizada de manera continuada mediante
seguimiento en los deportistas, puede tener como consecuencia la instauracion de

habitos nutricionales adecuados que lleve a una optimizacién en la ingesta. La
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ausencia de recomendaciones especificas de micronutrientes en el deporte, provoca
una cierta confusion a la hora de establecer una ingesta adecuada de micronutrientes,
ya que en muchos casos demuestran normalidad en los niveles bioquimicos, aunque
muy cercanos a la deficiencia, pudiendo comprometer el estatus de algin nutriente en

situaciones de ejercicio extremo.

De acuerdo con nuestros resultados, existe una tendencia a desequilibrios y
malos habitos en la ingesta de nutrientes en los jugadores profesionales de balonmano
estudiados. El programa de educacion nutricional aplicado de manera continuada
durante la competicion para mejorar los habitos de ingesta de alimentos, fue
insuficiente para lograr un equilibrio, en cantidad y calidad, en el aporte de nutrientes a

pesar de la conducta disciplinaria de esta poblacion.

Seria aconsejable realizar estudios exhaustivos de valoracion del estatus
nutricional que planteen la instauracién de programas de educacién nutricional a largo
plazo, con el fin de evitar carencias que deriven en dafos irreversibles en el deportista

de competicion.

Capitulo 5

Respecto al estudio de suplementacién con magnesio durante el periodo de
dos meses iniciales de los 4 meses de experiencia, tanto la metodologia como los

resultados obtenidos, se describen a continuacion:

Se analizé la carga de entrenamiento mediante el registro del volumen de
entrenamiento, la intensidad y el valor de esfuerzo percibido (RPE) durante un periodo
de cuatro meses en 14 jugadores de balonmano de alto rendimiento. La intensidad fue
estudiada en diferentes niveles de tasa residual (RHR). Se analizé la ingesta de
nutrientes y las concentraciones plasmaticas y eritrocitos de Mg y Zn por FAAS. Todos
los biomarcadores se midieron al inicio del estudio, después de dos meses de la
suplementacion dietética con Mg, y después de dos meses sin suplementacién. RPE
se asocié con el volumen de entrenamiento en diferentes intensidades de RHR. La
suplementacion con Mg aumentd significativamente Mg plasma niveles durante el
periodo suplementado y preservd de cambios posteriores en el periodo de no

suplementado. Las concentraciones en células sanguineas de Mg y Zn se asociaron
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entre al inicio y en el periodo suplementado con Mg. Los niveles de Mg se asociaron
con el volumen de entrenamiento en diferentes intensidades después de la
suplementacion. En conclusion, nuestros hallazgos en jugadores de balonmano de alto
rendimiento muestran que durante la competicion, existié una relacién entre eritrocitos
Zn y los niveles de Mg, independientemente de la suplementacion con Mg o la ingesta
de Zn. La suplementacion con Mg tendié a preservar los cambios en los niveles de

minerales durante el entrenamiento y la competicion.

Capitulo 6

Respecto al estudio de suplementacion con acido Foélico, tanto la

metodologia como los resultados obtenidos, se describen a continuacion:

Teniendo en cuenta que una actividad fisica extenuante puede alterar el estado
de &cido fdlico, vitamina directamente asociada con la homocisteina (Hcy), la
alteracion en este nutriente podria considerarse un factor de riesgo para la
enfermedad cardiovascular. Los jugadores de balonmano son una poblacién en riesgo
de deficiencia de nutrientes debido a los malos habitos alimentarios. En éste estudio
los jugadores fueron controlados mediante el registro de tiempo de entrenamiento, la
intensidad del entrenamiento (de acuerdo con tres niveles de tasa cardiaca residual
(RHR): <60%, 60% -80% y> 80%), y la percepcion subjetiva del esfuerzo (RPE),

durante un periodo de entrenamiento de 4 meses.

Las variables nutricionales, de laboratorio y de actividad fisica se registraron
antes y después de suplementar la dieta habitual con 200 mg de acido félico (50% de
la cantidad recomendada diaria), y después de 2 meses sin suplementacion. Se
controlo la carga de entrenamiento y se analizaron los cambios en las concentraciones
plasmaticas de Hcy antes y después de la intervencion. El analisis bivariante mostré
una correlacion negativa significativa (P <0,01) entre las concentraciones de &cido
félico y homocisteina (r = -0,84) después de la suplementacion, lo que refleja un
cambio significativo en la concentracién de Hcy (P <0,05) como resultado de la

hiperhomocisteinemia después de la acumulacién de altas cargas de entrenamiento.

A los 4 meses, se observé una correlacién negativa significativa (P <0.01) entre

la concentracion de Hcy y el tiempo de entrenamiento con un RHR <60%, lo que indica
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que el ejercicio aerdbico puede evitar cambios bruscos de Hcy y por lo tanto puede
reducir el riesgo de accidentes cardiovasculares en deportistas de alto rendimiento.
Por tanto, la monitorizacion y la educacion nutricional en jugadores de balonmano son
necesarias para registrar el estatus de acido fdlico, factor que afecta directamente el

metabolismo de Hcy.

Por tanto, suplementar con acido félico podria proteger a los atletas contra las
alteraciones que pueden conducir a eventos cardiovasculares relacionados con el

esfuerzo durante la competicion.

Capitulos 7y 8

En el estudio de Suplementaciéon con Cinc, la muestra se monitorizé en el
punto inicial y tras dos meses de intervencién, mediante valoraciones antropométrica,
de ingesta, bioquimica, y, finalmente, de expresion génica. El presente apartado
muestra los resultados correspondientes al andlisis comparativo realizado en la

intervencion mediante suplementacion con Zn.

Valoracion del estatus de Zn en los deportistas

Como se menciond en el apartado de resultados, el 33.3% de los sujetos
presentaron valores deficientes de Zn en el Cl, alcanzando valores normales en los
niveles de Zn el 100% de los sujetos tras la suplementacion. Esto podria indicarnos

cémo la suplementaciéon ha ayudado a corregir estos valores deficientes en plasma.

Se ha descrito que el ejercicio intenso puede aumentar las pérdidas de Zn
como consecuencia de un aumento en la sudoracion, un aumento de la degradacion
de proteinas musculares en atletas que entrenan de forma continua, y mediante
pérdidas urinarias. En estos casos, es aconsejable, previa evaluacion del estatus, una

suplementacion con Zn que normalice los niveles de este mineral.
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Expresion Génica de los transportadores de Zn.

El andlisis de la expresién génica realizado, forma parte de un estudio
novedoso realizado en poblacién deportista. En la actualidad, no existen estudios que
analicen la expresion de los transportadores de Zn en esta clase de colectivo. Como
se ha comentado en el apartado de antecedentes, los transportadores analizados han
sido los relacionados con el Zn (SLC30 y SLC39). En nuestro estudio, el analisis de
estos transportadores de Zn nos sirvio para determinar cual de los 24 transportadores
existentes, se encuentra en tejido sanguineo humano. Hasta el momento, no hay
evidencia exacta sobre la distribucién de estos transportadores en sangre en poblacion

general o en deportistas.

Inicialmente, nuestra hipdtesis plantea que los jugadores de élite presentan
ingestas de micronutrientes inadecuadas, que derivan en situaciones de deficiencia y
de bajos niveles de antioxidantes, alterando el estatus del resto de micronutrientes y
su distribucion compartimental, ademas de empeorar el rendimiento y la calidad de
vida del deportista de élite. Nuestra intervencion viene justificada por el hecho de que
los transportadores puedan influir sobre la redistribucion en tejidos desequilibrando el
estatus de este mineral. Ademas, debido a que los valores de Zn plasmatico y celular
pueden verse afectados en procesos de inflamacion e infecciébn aguda, u otros
factores, se podria desencadenar una fluctuacion tal de los niveles, que no reflejara los
depositos tisulares reales. El estudio de transportadores de Zn, por tanto, podria

reflejar el estatus de este mineral en sangre en situaciones concretas.

Los resultados obtenidos del estudio comparativo en la evolucion de expresiéon
de transportadores antes y después de la suplementacion con Zn, se muestran en el
heat map. En rojo se muestran las mayores expresiones de transportadores,
observandose que la intensidad de color va disminuyendo hasta llegar al negro, donde

se considera que el gen probablemente no se expresa.

En nuestro estudio los transportadores que presentan una expresion mas
elevada y constante en general, fueron ZNT7, el ZIP9, y el ZIP1, lo que puede
confirmar la activacién de procesos de regulacion del Zn corporal durante el ejercicio

intenso, independientemente de la suplementacion realizada.

Los transportadores ZIP3, ZIP5, ZIP13 y ZIP14 aumentaron significativamente

sSu expresion tras la intervencidon con Zn, posiblemente debido a la tendencia a sobre-

11
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expresion en situacion deficiente, por lo que el hecho de que estos transportadores no
disminuyan su expresion tras el periodo de intervencion, nos podria indicar que no se
han alcanzado aun los niveles oOptimos para la demanda de este mineral en los

deportistas estudiados.

Dado que los niveles de ZIP14 aumentan con la inflamacién aguda, los
resultados obtenidos en nuestro estudio pueden sugerir, que debido a los procesos
infamatorios producidos por la actividad intensa continuada y a largo plazo, podrian

desencadenar un aumento en la expresiéon de este transportador.

La ingesta de Zn y los valores en células sanguineas, se encontraron
correlacionados positivamente con los transportadoresZIP11, ZIP13, ZIP14 al inicio del
estudio, sugiriendo que una ingesta deficiente o unos valores bajos de Zn en células
sanguineas se asocian a unos valores de expresion mas elevados, mientras que a
mayores niveles de ingesta y de Zn en células sanguineas, menores niveles de
expresion, lo que confirma el posible papel de este transportador como biomarcador

del estatus de Zn en humanos.

Como resumen, podemos afirmar que la intervencion mediante suplementacion
con Zn en los deportistas que forman parte del estudio, ha producido efectos
significativos en la expresién génica de la mayoria de los transportadores de Zn
presentes en las membranas celulares, promoviendo la movilizacion de este mineral
hacia los compartimentos y favoreciendo su redistribucion tisular para cubrir las
demandas derivadas tanto del estatus deficiente del que parten los deportistas como

del ejercicio de alta intensidad que realizan.

Capitulo 9

Conclusion final

Nuestra hipétesis plantea que los jugadores de élite presentan ingestas de
micronutrientes inadecuadas, que derivan en situaciones de deficiencia y de bajos
niveles de antioxidantes, alterando el estatus del resto de micronutrientes y su
distribucion compartimental, lo que empeoraria el rendimiento y la calidad de vida del

deportista de élite.

12
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El estudio de transportadores en el que se intervino con Zn viene justificado por
su posible influencia sobre la redistribucion en tejidos, desequilibrando el estatus de
este mineral. Ademas, debido a que los valores de Zn plasmatico y celular pueden
verse afectados en procesos de inflamacion e infeccion aguda, u otros factores, se
podria desencadenar una fluctuacion tal de los niveles, que no reflejara los depdsitos
tisulares reales. El estudio de transportadores de Zn, por tanto, podria reflejar el

estatus de este mineral en sangre en situaciones concretas.

Es importante un ajuste de las recomendaciones de micronutrientes existentes
en deportistas, estableciendo las cantidades precisas de minerales y vitaminas, dada
su implicacion en mecanismos basicos del equilibrio organico, aproximando dichos
niveles a los requerimientos reales para la situacidon tan especial que representa el
atleta élite, y monitorizando los niveles plasmaticos como posibles variables

predictoras de alteraciones causadas por una deficiencia de las mismas.
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Summary of the Thesis

SUMMARY OF THE THESIS

Structure in the development of the thesis:

This thesis is divided into chapters, each one of which is responsible for
explaining the stages of development of the thesis project, among which include
Chapter 1, which presents the Rationale, Hypothesis and Objectives of the work; the
Chapter 2, the Background Bibliographic that provide detailed information on the topic
of the thesis project justifying performed; Chapter 3 describes the section that reports
on population and methodology; Chapter 4 presents a publication derived from results
of work performed during the thesis, entitled "Implementation of a nutrition education
program in a handball team: impact on nutritional status", Nufr. Hosp. 2013,
28(4):1065-1076, http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/23889623; Chapter 5 is the one

corresponding to the publication entitled "Association between erythrocyte

concentration of magnesium and zinc in handball players performance after dietary
supplementation with  magnesium" Magnes. Res. 2012 Jul;25(2):79-88,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22695485, Chapter 6 is the corresponding to the

publication "Effect of folic acid supplementation on homocysteine and its association
with the handball players in training”, J. Int. Soc. Sports. Nutr. 2013,10(1):10,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23432819. Chapter 7 describes the study of zinc

supplementation, including zinc status assessment and their association with clinical
parameters and biomarkers of oxidative stress as well as a study of changes in gene
expression zinc transporter as a result of zinc intervention during the stage of
competition, and the results will be published shortly. Chapter 8 is a discussion of the
results obtained in the study of zinc supplementation, Chapter 9 overall conclusions of
the work carried out in the studied handball players, and Chapter 10 lists the

references consulted in the preparation of the work.

Chapter 1

Hypothesis

Elite players have inadequate micronutrient intakes that result in deficiency

status and low antioxidant levels, altering the status of other micronutrients and
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compartmental distribution, which worsens the performance and quality of life of elite

athletes.

Objective

Evaluate initial status in vitamins and minerals in an elite team handball,
determining their possible impairment, and intervening through supplementation,
assessing the effects on antioxidant and nutritional status after intense sports activity,
in order to know the real needs and optimize these micronutrient requirements

presented by this population.

Specific Objectives

- To assess intake and clinical biochemical levels, vitamins and minerals in a
population of handball players.

- To evaluate the antioxidant status in athletes’ population.

- To view the effects of supplementation with micronutrients like folic acid,
magnesium (Mg) and zinc (Zn) on the nutritional and antioxidant status of the study
population.

- To study the gene expression response of Zn-carriers, after zinc

supplementation in athletes studied.

Chapter 2

Currently, nutrition applied to exercise tends to specialize so that, depending on
the ultimate goals of sport performed, emphasizes one or other foods. Despite
advances in the understanding of the importance of proper nutrition is to improve sport
performance, athletes often forget to include planning an optimal diet within the overall
strategy of preparation for sports. In the elite athlete, short and long term unbalanced
intake can lead to vitamin and mineral deficiencies that impair the performance and
optimization results in high intensity training. Poor eating habits in this group could
cause adverse effects, so that nutrition is important for the control of this group due to
its higher energy, requires an appropriate increase in food intake. For this reason, it is
necessary to formalize suitable recommendations to each group of athletes, promoting
the importance of establishing ideal control. We must overcome the lack of proven and
reliable information, as this would help athletes improve their performance and achieve

quality of life.
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In the present study attempts to establish an assessment of the status of
vitamins and minerals in an elite team handball, assessing their potential deficiency,
and intervening through supplementation, studying the effects on antioxidant and
nutritional status after intense sports activity with order to know the real needs and
optimize vitamin and mineral requirements presented by this population. It has been
assessed intake and clinical biochemical levels, vitamins and minerals in a population
of elite handball players, studying the effects of supplementation with micronutrients
like folic acid, magnesium and zinc in nutrition and antioxidant status of the study
population. We also analyzed the gene expression response of zinc transporters, after

supplementation in athletes.

Chapter 3

The overall study design (Fig. 1) is a prospective follow-up, in which the cohort
is composed of male handball players (n = 14), operated over the initial 12 months
(open study), by supplementation with folic acid, magnesium and zinc in the first two

months of each of the three periods of four months to make this work.

Nutritional assessment of the athlete methodology was carried out in

laboratories of the Institute of Nutrition of University of Granada.

According to our results, 43%, 29%, and 33% of the players had inadequate
initial intake of folic Mg and Zn, respectively, which may justify the intervention in our

study.

This is a study open to future interventions through micronutrient
supplementation in this type of group, in order to obtain global results give us definitive
answers regarding the real needs of micronutrient in the intense activity athlete, and
allow concrete decisions regarding intake recommendations for avoid imbalance in the
status, and consequent damage and effects that can lead to irreversible damage. The
methodology used for assessing the nutritional status of athletes included in the study,
was performed using anthropometric evaluation, assessment of adequacy of nutrient
intake and biochemical assessment, which have been identified clinical biomarkers,
nutritional and antioxidant status. This methodology has been applied to both the

beginning as at 2 months with supplementation, and 4 months (2 months late without
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supplementation) of each intervention experiences. Thus, the assessment of nutrient
intake of handball players was performed at baseline and after supplementation of
different interventions. Regarding Zn supplementation, we studied gene expression of
Zn transporters. Monitoring of gene expression both at baseline (Cl) and after the
intervention by supplementation (CS), was performed using a technique specifically
engineered in the laboratory of Professor Christer Hogstrand at King's College, UK,
which follows a protocol: after extraction and measurement of RNA integrity, c-DNA

and primers synthesis was performed, and applied g-PCR methodology.

Chapter 4

We must indicate that it has been implemented a nutrition education program to
players after observing severe imbalances in intake due to bad habits, that in the short
or long term, could lead to excesses or deficiencies that impair the performance and
quality of life in elite athlete. The methodology and results obtained during the

implementation of the nutrition education program are described below:

We assessed the nutritional status and dietary habits in response to the
implementation of a nutrition education program in professional handball players. It is a
longitudinal study of a sample of 14 players from a team of high performance handball,
which were evaluated by 72-hour recall food frequency questionnaire, anthropometric
measurements over 4 months, at baseline. The values of intake and frequency of
consumption were compared with existing recommendations of macronutrients for
athletes and micronutrients for non-athletes population, and the food pyramid for
healthy Spanish population. The energy intake of athletes was below the
recommendations throughout the study. Macronutrient intake on energy intake was
below the recommendations for carbohydrate intake, and above recommendations for
fat intake. Nutrition education was a significant increase (p <0.01) on energy and
macronutrient intake after application. However, there were no significant changes in
macronutrient and micronutrient intake after adjustment for energy intake. Biochemical

levels were within normal ranges throughout the study.

The imbalance in the intake of nutrients present in handball players necessary
to make a complete nutritional adjustment to provide specific recommendations for this

population. The implementation of a nutrition education program continuously
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monitored by tracking athletes can result in the establishment of proper nutritional
habits that lead to an optimization of the intake. The absence of specific
recommendations of micronutrients in sport, causes some confusion when establishing
adequate intake of micronutrients, since in many cases show normal biochemical
levels, although very close to the deficiency, can compromise the status of some

nutrient in situations of extreme exercise.

According to our results, there is a tendency to bad habits imbalances and
nutrient intake in professional handball players studied. The nutrition education
program continuously applied during the competition to improve food intake habits, was
insufficient to balance quantity and quality, in the nutrient despite the disciplinary
behaviour of this population. It would be advisable to undertake comprehensive
assessment of nutritional status to raise the introduction of nutrition education
programs in the long term, in order to avoid deficiencies that result in irreversible

damage to the competitive athlete.

Chapter 5

Regarding the study of magnesium supplementation during the initial two
months 4 months of experience, both the methodology and the results obtained are

described below:

We analyzed the training load by recording the training volume, intensity and
value of perceived exertion (RPE) during a period of four months in 14 performance
handball players. The intensity was studied at different levels of residual rate (RHR).
We analyzed nutrient intake and plasma and erythrocyte Mg and Zn by FAAS. All
biomarkers were measured at baseline, after two months of dietary supplementation
with Mg, and after two months without supplementation. RPE was associated with the
volume of training at different intensities of RHR. Mg supplementation significantly
increased plasma Mg levels and supplemented during the subsequent changes

preserved the unsupplemented period.

Blood cell concentrations of Mg and Zn were associated in the beginning and in
the period supplemented with Mg. Mg levels were associated with the volume of

training at different intensities after supplementation. In conclusion, there is a
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relationship between erythrocytes Zn and Mg levels, regardless of dietary intake Mg or
Zn. Mg supplementation tended to preserve the changes in mineral levels during

training and competition.

Chapter 6

Regarding the study of folic acid supplementation, both the methodology and the

results obtained are described below:

Given that strenuous physical activity can alter the state of folic acid, vitamin
directly associated with homocysteine (Hcy), alteration in the nutrient may be
considered a risk factor for cardiovascular disease. The handball players are a
population at risk of nutrient deficiency due to bad dietary habits. In this study the
players were monitored by recording training time, training intensity (according to three
levels of residual heart rate (RHR): <60%, 60% -80% and> 80%), and perceived
exertion (RPE) during a training period of four months. Nutritional, laboratory and
physical activity variables were recorded before and after the usual diet supplemented
with 200 mg of folic acid (50% of the recommended daily amount), and after 2 months
without supplementation. Training load was controlled and analyzed changes in plasma
Hcy concentrations before and after the intervention. Univariate analysis showed a
significant negative correlation (P <0.01) between the concentrations of folate and
homocysteine (r = -0.84) after supplementation, reflecting a significant change in the
concentration of Hey (p<0.05) as a result of hyperhomocysteinemia after accumulation

of high training loads.

At 4 months, there was a significant negative correlation (P <0.01) between the
concentration of Hcy and the training time with RHR <60%, indicating that aerobic
exercise can prevent sudden changes in Hcy and therefore may reduce the risk of
cardiovascular events in high-performance athletes. Therefore, the monitoring and
nutrition education in handball players are required to record the status of folic acid, a
factor that directly affects the metabolism of Hcy. Therefore, folic acid supplementation
could protect athletes against disturbances that can lead to cardiovascular events

related to the effort during the competition.
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Chapters 7 and 8

In the study of zinc supplementation, the sample was monitored at the start and
after two months of intervention, using anthropometric, intake, biochemistry
assessments, and finally, gene expression. This section shows the results for the

comparative analysis performed in the intervention by Zn supplementation.

Assessment of the Zn status in athletes

As mentioned in the results section, 33.3% of subjects had initial deficient
values of Zn, reaching normal values in Zn levels to 100% of subjects after
supplementation. This could indicate how supplementation has helped to correct these

deficient plasma values.

It has been described that intense exercise can increase Zn losses as a result
of increased sweating, increased muscle protein degradation in continuously training
athletes, and by urinary leakage. In these cases, after evaluation of status, it is

advisable Zn supplementation to normalize the levels of this mineral.

Gene Expression Zn transporters.

The gene expression analysis performed is part of a new study conducted in
population athlete. Currently, there are no studies analyzing the expression of Zn
transporters in this population. As discussed in the background section, the
transporters analyzed were related to the Zn (SLC30 and SLC39).

In our study, the analysis of these Zn transporters helped us to determine which
of the 24 existing transporters is in human blood tissue. So far, there is no exact
evidence on the distribution of these transporters in blood in general population and in
athletes. Initially, our hypothesis is that the elite players have inadequate intake of
micronutrients, which result in failure situations, low levels of antioxidants, altering the
status of the rest of micronutrient compartmental distribution, besides degrading

performance and quality of elite athlete's life.
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Our intervention is justified by the fact that transporters may influence tissue
redistribution unbalancing the status of this mineral. Furthermore, because the values
of plasma Zn and cellular processes may be affected in acute inflammation and
infection, or other factors, it could trigger a fluctuation such levels that did not reflect
actual tissue deposits. Study of Zn transporters thus may reflect the status of this

mineral in blood in specific situations.

The results of a comparative study in the evolution of transporter expression
before and after supplementation with Zn, are shown on the heat map. In red are
shown the greatest expressions of transporters, noting that the color intensity

decreases until the black, which is considered unlikely that the gene is expressed.

In our general study, the transporters that have a constant high expression were
ZNT7, ZIP9 and ZIP1, which can confirm the activation of processes regulating body

Zn during intense exercise, regardless of supplementation performed.

Transporters ZIP3, ZIP5, ZIP14 ZIP13 significantly increased their expression
after intervention with Zn, possibly due to the tendency to over-expression in poor
state, so if these transporters do not decrease its expression after the intervention
period we could indicate that not yet reached optimal levels of demand for this mineral
in athletes studied. Since ZIP14 levels increase with acute inflammation, the results
obtained in our study may suggest that due to these processes produced by long-term

continuous intense activity, may trigger an increase in expression of this transporter.

Zn intake and blood cell values were found positively correlated with
transporters ZIP11, ZIP13, ZIP14 at baseline, suggesting that a deficient intake or low
values of Zn blood cells are associated with higher expression values high, while
higher levels of Zn intake and blood cells, lower expression levels. This confirms the

potential role of this transporter status as a biomarker of human Zn.

To summarize, we may say that the intervention by Zn supplementation in
athletes studied, produced significant effects on gene expression of most Zn
transporters present in the cell membranes to promote the mobilization of the mineral
to compartments and promoting tissue redistribution to meet the demands arising from

both deficient status and high-intensity exercise.
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Chapter 9

Final Conclusion

Our hypothesis is that elite players have inadequate intakes of micronutrients,
which are derived in situations of deficiency and low levels of antioxidants, altering the
status of other micronutrients and compartmental distribution and worsening the

performance and quality of life in elite athlete.

The study of transporters which intervened Zn is justified by its potential
influence on the redistribution in tissues, throwing the status of this mineral.
Furthermore, because the values of plasma Zn and cellular processes may be affected
in acute inflammation and infection, or other factors, it could trigger a fluctuation such
levels that did not reflect actual tissue deposits. Study Zn transporters thus may reflect

the status of this mineral in blood in specific situations.

It is important adjusting of micronutrient recommendations in athletes,
establishing the precise intake of amounts of minerals and vitamins, given their
involvement in basic mechanisms of organic balance, approaching these levels to the
actual requirements for the special situation that represents the elite athlete, and
monitoring plasma levels as possible predictors of disorders caused by a deficient

status.
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Capitulo 1: Justificacion, Hipotesis y Objetivos

1. JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS DEL ESTUDIO.

La nutricion deportiva es una rama especializada de la nutricibn humana
aplicada a las personas que practican deporte de manera regular. En la actualidad, la
nutricién aplicada al ejercicio tiende a especializarse, de manera que, dependiendo de
los objetivos finales del deporte realizado, hace hincapié en unos u otros alimentos y
en diferentes cantidades. A pesar de los avances registrados en el campo de la
nutricién deportiva y la importancia que una adecuada alimentacién tiene para mejorar
el rendimiento fisico-deportivo, los deportistas olvidan con frecuencia incluir la
planificacion de una dieta 6ptima dentro de la estrategia global de preparacion para la

practica deportiva.

En el deportista de élite, una ingesta desequilibrada a corto y largo plazo puede
llevar a deficiencias vitaminicas y minerales que alteran el rendimiento y la
optimizacion de los resultados en entrenamiento y competicion. Los malos habitos
alimentarios en este colectivo, podrian causar efectos adversos, por lo que la
alimentacion equilibrada es imprescindible para un control adecuado del estado

nutricional en este colectivo.

Por esta razdn, es necesaria la formalizacion de unas recomendaciones
adecuadas a cada colectivo de deportistas, destacando la importancia de una
monitorizacién estandarizada. Debemos acabar con la falta de informacién contrastada
y fiable, ya que ello ayudaria a que los atletas consigan mejorar su rendimiento y

calidad de vida.

Hipotesis

Los jugadores de élite presentan ingestas inadecuadas en micronutrientes que
derivan en situacién de deficiencia y a bajos niveles de antioxidantes, alterando el
estatus del resto de micronutrientes y su distribucién compartimental, lo que empeora

el rendimiento y la calidad de vida del deportista de alta competicion.
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Objetivo general

Evaluar el estatus inicial en vitaminas y minerales en un equipo de élite de
balonmano, determinando su posible deficiencia, e interviniendo mediante
suplementacion, valorando los efectos sobre la situacion antioxidante y nutricional
después de la actividad deportiva intensa, con la finalidad de saber las necesidades
reales y optimizar los requerimientos en estos micronutrientes que presenta esta

poblacion.

Objetivos especificos

- Evaluar la ingesta y los niveles bioquimicos clinicos, en vitaminas y en minerales de
una poblacion de jugadores de balonmano.

- Evaluar el estatus antioxidante en la poblacién de deportistas.

- Ver los efectos de una suplementacién con micronutrientes como el acido félico, el
magnesio (Mg) y el cinc (Zn), sobre el estatus nutricional y antioxidante de la
poblacion estudiada.

- Estudiar la respuesta en la expresién génica de sus transportadores, después de la

suplementacion con Zn en los deportistas estudiados.
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Capitulo 2: Antecedentes Bibliograficos del Estudio

2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS DEL ESTUDIO.

2.1. Requerimientos y recomendaciones nutricionales en deporte.

La nutricién desempefia un papel fundamental a lo largo la vida del deportista,
siendo importante para el normal crecimiento y desarrollo, y para el mantenimiento de
una buena salud ayudando a optimizar tanto la produccién de energia, como el control

y la eficiencia en el deporte."

El rendimiento y la nutricion, estan intimamente relacionados ya que una
6ptima adaptacion a las demandas de sesiones continuas de entrenamiento, requieren
de una dieta para mantener las reservas de energia muscular.? Una alimentacion
inadecuada podria, por tanto, contribuir a lesiones deportivas“"4 Existen dos métodos
empleados con frecuencia para determinar la interaccion entre actividad fisica y dieta.
El primero, se basa en administrar diferentes nutrientes en los individuos que realizan
actividad fisica, para monitorizar su respuesta fisiolégica y de rendimiento. La otra trata

de determinar los efectos que la actividad fisica sobre dieta.>®

2.1.1. Requerimientos de energia y macronutrientes en deporte.

Los atletas necesitan consumir suficiente energia para mantener un peso
adecuado y preservar una composicion corporal equilibrada.”® Una ingesta
inadecuada de energia en relacion al gasto compromete el rendimiento y la obtencion
de beneficios derivados del entrenamiento. El gasto energético total (GET) de un
deportista va a depender del tipo de ejercicio, la duracién, la frecuencia e intensidad

del ejercicio, el sexo del deportista, y el estado nutricional previo.””®

2.1.1.1. Requerimientos de CHO en deporte.

Los hidratos de carbono (CHO) son la principal fuente de energia para el
organismo durante el ejercicio intenso. Durante el ejercicio, los CHO almacenados
como glucdégeno muscular se utilizan como fuente de energia para el musculo.” En el

higado, el glucégeno se reconvierte mediante la glucogenolisis en glucosa, que pasa
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del torrente sanguineo al musculo. Cuando el glucéogeno se encuentra agotado
durante el ejercicio, tiende a aumentar la formacion hepatica de glucosa a partir de
otros sustratos, como el glicerol procedente del tejido adiposo o los aminoacidos del
musculo. Existe una estrecha asociacion entre la ingesta dietética de CHO con la
concentracién de glucégeno muscular, y con la capacidad de resistencia en el
ejercicio.'""?

Los valores de ingesta recomendados para CHO oscilan entre 6-10 g/kg/dia
3781314 En general las recomendaciones son del 50% al 60% de la ingesta total de
energia.”®'® En deportes en los que este macronutriente es el combustible principal,
que entrenan de forma continua, o compiten en eventos de resistencia prolongada, se
recomienda consumir una dieta en la que el 60-70% de las calorias consumidas

provengan de los CHO."

La cantidad de glucégeno almacenada en el organismo es muy inferior a que
se puede obtener a partir de la reserva de lipidos. Sin embargo, la reserva de CHO es
indispensable, ya que la glucosa es un sustrato energético, que a diferencia de los
lipidos, puede utilizarse en ausencia de oxigeno, y por otro lado, los tejidos como
cerebro o células sanguineas no son capaces de utilizar los lipidos como fuente de

energia.

En general, la utilizacion de CHO aumenta con la intensidad del ejercicio y
disminuye con la duracién del mismo. Incluso en ejercicio de larga duracién es
necesaria su aporte, especialmente al comienzo de la prueba, disminuyendo a lo largo
del ejercicio su disponibilidad, dando pasa a la utilizacién de lipidos. Cuando el
ejercicio es demasiado prolongado, pueden aparecer situaciones de hipoglucemia
debido a la falta de glucosa en cerebro, pudiendo llevar al agotamiento de reservas

que posiblemente deriven en colapso.

2.1.1.2. Requerimientos de proteinas en deporte.

La disponibilidad de proteinas es fundamental para la optimizacion de muchas
de las adaptaciones que tienen lugar en el musculo en respuesta a la intensidad y a |
la resistencia del entrenamiento.? Una ingesta proteica adecuada se define como

aquella que (I) permite el funcionamiento maximo de todos los procesos en el cuerpo,
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sobre todo la sintesis proteica; (Il) no promueve aumentos significativos en la sintesis
de urea y la oxidacidon de aminoéacidos, lo que crearia una situacion de exceso de
oxidacion de aminoacidos y pérdida de nitrégeno, o la excesiva dependencia de la
oxidacion de proteinas durante el ejercicio, y (lll) permitir una adaptacién fisica

beneficiosa bajo ciertas condiciones tales como la restriccion calérica. '

En el caso del aporte proteico, los requerimientos suelen ser mayores, no solo
por la mayor cantidad de masa muscular, sino por un mayor grado de proteolisis
muscular debido a la situacién hormonal presente durante el ejercicio fisico.”® Entre
estas hormonas aumenta las de accion proteolitica como el cortisol, glucagon, y
disminuye la hormona anabolizante insulina. Incluso en la recuperacién y reposo

después del ejercicio fisico todavia perduran fendmenos de degradacién proteica.

Las demandas proteicas varian en funcion de la modalidad deportiva, pudiendo
establecerse que para individuos adultos deportistas, la recomendacion se situa entre
1.2-1.7 g/kg/dia, dependiendo del estrés y de la cantidad de masa muscular.”® Esta
cantidad es un 20% mayor que la recomendacién normal para una persona adulta no
deportista (0.8 g/kg/dia)."”
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Figura 1: Relacion entre la ingesta de proteinas y el funcionamiento maximo de
procesos de sintesis de proteina. Sedentarios (linea continua); atletas entrenados en
fuerza (corta linea discontinua); relacién percibida entre proteinas de la dieta y
funcionamiento maximo de la sintesis de las proteinas del cuerpo en atletas de
resistencia entrenados (linea larga discontinua); relacion entre la ingesta proteica de
la dieta y el catabolismo de aminoacidos; sintesis de urea (linea discontinua con
puntos dobles). (A) RDA (Ingesta Dietética Recomendada) de proteina dietética; (B)
ingesta estimada de proteina en atletas de entrenamiento de resistencia; (C) rango
de ingesta de proteinas donde se obtiene mejoras en la adaptacion metabolica.'®
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En atletas con entrenamiento de fuerza las recomendaciones son similares,
pudiendo llegar hasta valores de 2 g/kg/dia. En deportes de resistencia, ademas se
requerira un aporte adicional de proteina debido a la oxidacion de aminoacidos por
parte del musculo. Si el ejercicio es muy prolongado, la baja disponibilidad de
glucégeno llevara a una mayor oxidaciéon de aminoacidos musculares.”®

Las necesidades proteicas tienen una relacién directa con el aporte energético.
La cantidad de proteinas en una dieta equilibrada deben representar entre un 10-15%

6

de la energia total consumida,’ incluso, llegando a sugerirse hasta un 19% con la

finalidad de obtener un buen rendimiento deportivo.'™

2.1.1.3. Requerimientos de lipidos en deporte.

La grasa es un macronutriente esencial que proporciona energia a partir de una

de R-oxidacion,

constituyendo la segunda de las principales fuentes de energia
empleadas durante el ejercicio. La importancia de las grasas como fuente de energia
es relativa, ya que depende del grado de esfuerzo, asi como de la disponibilidad de
CHO. La cantidad de glucégeno muscular utilizada para la produccion de energia
destinada a la contraccion del musculo, depende del grado de entrenamiento y de la

duracién e intensidad del ejercicio.™

El aporte de grasa deben representar de modo general entre un 20-30% de la
energia total, debiendo predominar dentro del perfil del perfil de acidos grasos (AG) los
monoinsaturados (AGM) frente a los saturados (AGS) y poliinsaturados (AGP). Se
sugiere que por razones de salud las grasas no deben superar el 30% del total de la
energia ingerida, recomendandose que menos del 10% proceda de AGS.”® Debe
prestarse especial atencion a los AGP, ya que favorecen la oxidacion de las
membranas celulares, dado que el ejercicio fisico implica, por sus elevados
requerimientos de oxigeno, un incremento del estrés oxidativo, lo cual deriva un riesgo
evidente de padecer alguna enfermedad relacionada con dicho estrés a largo
plazo."®'®

Ademas de la poca reserva de energia procedente de los fosfatos, que es

capaz de suministrar energia durante un periodo maximo de 15 segundos, la mayoria
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de la energia liberada durante el trabajo muscular se deriva de las dos fuentes de

combustibles anteriormente mencionadas (grasas y CHO).

Segun la intensidad del ejercicio, uno de estos combustibles puede pasar a ser
18,20

el principal proveedor de energia:

- En reposo, practicamente la totalidad de la energia que se necesita para el
metabolismo basal (TMR) se deriva de las grasas, con excepcién de la
requerida por el sistema nervioso central y gldbulos rojos, que dependen de la
glucosa sanguinea.?’ La relacién de suministro de energia en esta situacion
puede ser del 90% grasa y 10% CHO.

- Durante una actividad intensa, el organismo movilizard glucosa desde la
reserva de glucégeno del musculo para conseguir energia. La movilizacion de
AG dependera del tiempo y duracion del ejercicio. A mayores intensidades, el
organismo comenzard a utilizar cada vez mas CHO.?' Esto significa que
durante las actividades deportivas de alta intensidad, los CHO, pasan a ser el
combustible mas importante. La relacién entre grasa y CHO puede alcanzar el
30 y 70% respectivamente.

- Durante ejercicios de baja intensidad, la energia utilizada proviene
principalmente del metabolismo de las grasas, a partir de la oxidacion en mayor
proporcion de acidos grasos libres (AGL). Las fibras de contraccion lenta
poseen mayor concentracién de triglicéridos (TG), debido a su naturaleza

aerodbica.

El nivel 6ptimo de oxidacion de las grasas, se obtiene a partir del
equilibrio entre la maxima oxidacion de grasas y el maximo consumo,
encontrandose el nivel aconsejado en el 60% del VO, maximo a una frecuencia

cardiaca entre el 70-75% de la maxima.

Un aumento en la utilizacion de las grasas como fuente de energia durante
ejercicios de resistencia permitira al atleta reducir el empleo de los CHO para una
intensidad constante de ejercicio. Esto ahorrara CHO endoégenos y retrasara la

aparicion de fatiga.?

En el deportista, el incremento de la oxidacion de los lipidos inducida por el
entrenamiento, supone un ahorro energético de glucoégeno de gran importancia para la

mejora del rendimiento deportivo, ya un mejor nivel de entrenamiento empleara
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durante mas tiempo las grasas como sustrato oxidativo, y dispondra mas glucégeno

disponible para la ultima fase de la competicion.

2.1.2. Requerimientos de vitaminas y minerales en deporte.

Los micronutrientes también juegan un papel importante en la obtencion de
energia durante el ejercicio. lgualmente, son importantes en procesos de sintesis de
hemoglobina, de mantenimiento de la salud de los huesos, de la funciéon inmunoldgica
y proteccion del cuerpo contra el dafio oxidativo. Favorecen la sintesis y reparacién del
tejido muscular durante el ejercicio y potencian la recuperacién de la lesién.”® Debido
a que la tasa metabdlica incrementa durante la actividad fisica, el suministro adecuado

de micronutrientes es necesario para promover un rendimiento fisico 6ptimo.?®
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Figura 2: Funciones micronutrientes para individuos en relacién con el ejercicio.

Existen pocos estudios que establezcan conclusiones razonables sobre la
asociacion entre los vitaminas y el rendimiento durante la actividad fisica. Se hace
necesaria la realizaciéon de la evaluacion del estado nutricional en este tipo de
poblaciones mediante valoraciones de ingesta, antropométricas y bioquimicas.?® En
contraste a lo que ocurre con las vitaminas, hay datos crecientes sobre la interaccion

entre el estado nutricional mineral y la actividad fisica. El papel de algunos minerales
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como el hierro (Fe), Mg, Zn, y cromo (Cr) en el rendimiento, han sido previamente

descritos.?*

A pesar de ello, en la actualidad no existen recomendaciones especificas de
micronutrientes para atletas, y debido a la gran multitud de deportes que existen, se
hace dificil establecer unas recomendaciones especificas para cada deporte. La Tabla
| muestra las funciones y recomendaciones dietéticas de micronutrientes para

individuos en relacién con el ejercicio.

Nutriente Funcién H M AF ER
Vitaminas
Tiamina (B1) Reaccion en vias de produccionde 45 44 g Eyidencia limitada

energia

Transferencia de electrones en la
produccién oxidativa
Transferencia de electrones en la
produccioén oxidativa de energia
Degradacién de aminoacidos y
glucégeno

Reciclaje de folato y la sintesis de

Riboflavina (B2) 1.3 1.1 No Pequefios efectos b

Niacina 16 14 No -

Piridoxina (B6) 1.3 13 Si

Cianocobalamina

Pequefios efectos °©

24 24 No -

(B12) hemoglobina
Folato Regeneraplon celular y sintesis de 400 400 No )
) hemoglobina
Acido Ascorbico _ . Efecto no
(Vit. C) Antioxidante 90 75 Si demostrados ®
Retinol (Vit. A) Antioxidante 900 700 No -
Tocoferol (Vit. E) Antioxidante 15 15 Si -
Minerales
Hierro Produccién de energia aerobia 8 18 Si Incremepto de Las
necesidades
Magnesio Produccién de energia aerobia 400 310 Si Efectos limitados
Zn Metabollsmo energetico e 11 8 No Efectos limitados °
intercambio de gases
Cobre Metab'ollsmo Qel Fe, progiucuon de 900 900 No )
energia aerobia y antioxidante
Fosforo Metabolismo energético 700 700 No -
Selenio Antioxidante 55 55 No -

H = Hombre; M = Mujer; AF = Considerada en actividad fisica; ER = Efecto en los requerimientos; a =
evidencias limitadas sobre el incremento de las necesidades con el gjercicio prolongado; b = incremento
del rendimiento en sujetos suplementados con B2 con un estatus previo bajo; ¢ = basado en la
disminucién en el estatus de B6 en atletas y no en el requerimiento; d = basado en la actividad fisica y el
estatus de vitamina C; e = incremento de la ingesta regular a alta en ejercicio (30-70%), efectos
beneficiosos en personas deficientes; f = limitada evidencia sobre los efectos de la deplecion del Mg y
algunas mediciones del rendimiento; limitada evidencia sobre los efectos del estatus de Zn y algunas
mediciones del rendimiento.

Tabla I: Funciones y recomendaciones dietéticas de micronutrientes para individuos en relaciéon con el
ejercicio.
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De igual manera, se muestra a continuacion en la Tabla I, ciertos
micronutrientes en los que describen la funcién de cada uno en el ejercicio y la

adecuacion de ingesta.”

Nutriente Funcién H M AF ER

Vitaminas

Vitamina D Absorcién de Ca y utilizaciéon 5 5 No -

Vitamina K Coagulacion y formacién del hueso 120 90 No -

Biotina Gluconeogénesis 30 30 No -

A. Pantoténico Sintesis de glucégeno 5 5 No -

Minerales

Calcio Formacion del hueso 1000 1000  Si Evidencia
insuficiente

Flaor Desconocida 4 3 No -

Cromo Facilitador de insulina 35 25 No -

Manganeso Antioxidante 2.3 1.8 No -

Regulacién de fluidos, conduccién
nerviosa, y contraccién muscular
Regulacién de fluidos, transporte de
Potasio glucosa, almacenamiento de 4.7 4.7 No -
glucégeno y produccion de ATP
Regulacién de fluidos, conduccion
nerviosa, y contraccion muscular

Sodio 1.5 1.5 Si -

Cloro 23 23 Si -

Tabla Il: Funciones y adecuaciones dietéticas de micronutrientes para individuos (19-50 afos) en relacion
con el gjercicio.

Las personas fisicamente activas deben consumir una dieta variada en
alimentos, para favorecer el aporte 6ptimo y equilibrado de vitaminas y minerales
eliminando la necesidad de ingerir suplementos nutricionales. Sélo las personas con
una deficiencia o deficiencias de nutrientes definidos se beneficiaran de la

administracién de suplementos de este nutriente limitante.?

2.1.3. Balonmano como deporte de equipo.

Los requerimientos nutricionales en el jugador de balonmano, al igual que otros
deportes de equipo, estan determinados por el entrenamiento y la competicién. Las
reglas de cada deporte van a condicionar los requerimientos especificos del jugador.?®

Asi, el terreno de juego, la duracién, la frecuencia de partidos, duraciéon de la
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temporada, la fase de entrenamiento, nimero de jugadores, y sustituciones permitidas,

influiran en dichos requerimientos.

La caracteristica primordial de este tipo de deportes es la combinacion de
patrones de actividad intermitente, en el que existen fases de juego a alta intensidad
combinados con pausas de descanso o periodos de baja actividad (deportes de stop-

27-29

and-go), sugiriendo que tanto el sistema aerdbico, como el anaerdbico, utilicen los
hidratos de carbono (CHO) de la dieta como fuente principal de combustible.*
Ademas, la fuerza, y principalmente la potencia, van a ser factores determinantes
debido a las continuas rafagas de carreras cortas que terminan en contacto,

conllevando un gasto adicional de energia.*'

En balonmano, el calendario competitivo con continuas sesiones de
entrenamiento y competicion, unido a los continuos viajes que deben realizarse, hacen
que el aporte de nutrientes se vea en riesgo de desequilibrio.?® En otros deportes de
equipo, ademas del balonmano, existe una tendencia a incrementar en tamafio los

32,33
d, ™

jugadores, conforme aumenta el nivel de competitivida por lo que los

requerimientos nutricionales también se veran comprometidos.

2.2. Evaluacion del estado nutricional en el deportista.
2.2.1. Valoracién de la adecuacion de ingesta de nutrientes.

Un estudio de valoracion de adecuacion de ingesta de nutrientes de un
individuo, se basa en el conocimiento del consumo de alimentos y bebidas, y de la
ingesta de energia, abarcando tanto el aporte de macronutrientes como de
micronutrientes, comparando con las recomendaciones especificas para la edad y el
sexo. Esto nos dara la informacién necesaria para saber la adecuacion de ingesta real

de esa persona.'®

Aunque todos los métodos de valoracién del estado nutricional (VEN) sean
utiles, la valoracion de adecuacion de ingesta es el primero en realizarse puesto que
una ingesta inadecuada podria ocasionar a medio o largo plazo alteraciones a nivel

antropométrico y bioquimico.>*
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Los objetivos de este tipo de valoracion, son lis siguientes:

- Conocer los habitos alimentarios de la poblacion y los factores que los
determinan.

- Conocer la distribucion del consumo de alimentos y las razones que la motivan.

- Determinar la ingesta energética y nutricional, estableciendo el grado de
adecuacion a las ingestas recomendadas y requerimientos medios.

- Identificar aquellos componentes en la dieta que se asocian a riesgo de

enfermedad.

Entre los métodos mas empleados para determinar la ingesta de nutrientes,

podemos destacar:'®

El recuerdo de 24 horas consiste en preguntar al individuo entrevistado sobre
los alimentos consumidos, tanto cualitativa como cuantitativamente, durante el periodo
de 24 horas del dia anterior a la realizacidén de la entrevista. Este recordatorio, podria
variar desde periodos mas cortos como pueden ser unas horas, a mas largos como
pueden ser siete dias.'®** Por ejemplo, un recordatorio de 72 horas, se realiza durante
los tres dias anteriores, uno de ellos festivo, por los cambios de ingesta en un dia

especial.

Se requiere de personal entrevistador cualificado y con experiencia en empleo
de técnicas que favorezcan la optima recogida de informacion, asi como de material
que facilite el recuerdo de ingesta de alimentos del entrevistado. Como la capacidad
de las personas para recordar y describir los alimentos es variable, los entrevistadores
deben hacer preguntas de prueba que estimulen y ayuden al entrevistado a organizar
sus recuerdos. Para poder obtener el maximo de informacion, se puede interrogar
sobre el peso o volumen de las pociones ingeridas, calcular el peso haciendo
referencia a las medidas caseras utilizadas, asi como emplear fotografias de
alimentos, con porciones de distintos tamafos, para las que ha sido calculado su peso

previamente.'®

El cuestionario de frecuencia de consumo, es el segundo método para la
valoracion de la ingesta de alimentos. Se trata de un sistema directo de estimacion de
la ingesta alimentaria de un individuo, a partir de un formato o cuestionario

determinado."® El objeto de este método consiste en obtener, a partir de un conjunto o
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listado de alimentos preestablecidos, la frecuencia habitual de ingesta de un alimento

o grupo de alimentos durante un periodo de tiempo concreto.®*

El encuestado respondera el numero de veces que, como promedio, un
alimento ha sido ingerido durante un periodo de tiempo en el pasado. Los tiempos de
estudio pueden variar desde unos pocos dias, una semana, un mes e incluso de varios
meses al ano. Lo que hay que indicar es cuantas veces al dia (o a la semana, o al
mes, etc.), durante el periodo total indicado, se ingiere una determinada racién de
alimento. Para disefiar estos cuestionarios conviene hacer un estudio previo de la
poblacion diana, para establecer los alimentos de consumo habitual asi como y los

tamanos por racion.

La historia dietética, es el ultimo método en la valoracion de la ingesta. Es util
registrar informacién adicional que pueda ayudar a comprender la realidad del
individuo. La historia dietética se utiliza para la dieta habitual del pasado reciente. En
su estructura se hace un recordatorio de 24 horas, que se detalla y estudia
concienzudamente a lo largo de la entrevista que puede durar dos horas, siguiendo las
pautas establecidas, asi como la frecuencia de consumo de cada alimento. Deben
aclararse las diferencias entre el consumo de dias entre semana y los del fin de
semana, asi como las variaciones estacionales. La historia dietética suele comprender
un periodo de tiempo variable que puede ir desde una semana o varios meses e

incluso un afno.

A veces, la combinacion de 2 o0 mas métodos proporciona mayor exactitud, ya
que los inconvenientes de unos se contrarrestan con las ventajas de los otros y es

posible la validacién y el control cruzados.

2.2.2. Valoraciéon Antropométrica.

La composicion corporal se ha convertido desde hace afios, en un importante
campo de interés para muchos cientificos y médicos especializados en deporte.®® La
evaluacion del estado nutricional mediante la metodologia de valoracion
antropomeétrica, tiene como objetivo determinar la constitucion y la composicion

corporal a través de medidas de longitud y peso, entre otras. El conocimiento de la
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composicion corporal es imprescindible para comprender el efecto que tiene la dieta, el

crecimiento, la actividad fisica, la enfermedad y el entorno sobre el mismo.®

La importancia de estas medidas radica en que la composicién corporal de un
individuo esta muy relacionada con las condiciones ambientales, como la alimentacién
y el tipo de deporte practicado.”® Todo ello unido a la importancia de las
caracteristicas antropométricas y el somatotipo para el éxito en la competicién, hacen
que la valoracién antropomeétrica, sea un factor clave para el rendimiento.***” En este
contexto, el somatotipo de un atleta proporciona informaciéon completa y significativa

sobre su perfil antropométrico, asi como la masa grasa, la masa muscular, etc.*®

El cuerpo humano contiene una enorme cantidad de componentes que,
l6gicamente, coinciden con los nutrientes que demanda, es decir, en sus estructuras
existe principalmente CHO, proteinas, lipidos, vitaminas y minerales, ademas de agua,
aunque hay una parte que son reservas que pueden movilizarse en caso de
necesidad. El tamafio de estos almacenes y los factores que determinan los depdsitos
y movilizaciones son de especial importancia en nutricion. Por ello, hay que intentar
conocer todos o la mayor parte de esos componentes para ver su posible variabilidad,

lo que obliga a considerar los compartimentos corporales desde el area de nutricion.'®

El protocolo ISAK (Intenational Society for Advancement in Kinanthropometry)
presenta las normas de la Sociedad Internacional para el avance de la
Cineantropometria, técnicas necesarias para obtener un perfil antropométrico total de
una persona. Los datos obtenidos, podrian ser utilizados para calcular el somatotipo;
el fraccionamiento de la masa corporal en componentes 6seo, muscular, adiposo, piel
y residual; estimaciones de proporcionalidad; prediccion de la densidad corporal (y
consecuentemente el porcentaje de grasa corporal); obesidad total y las
clasificaciones de masa proporcional; asi como otros indices tales como el cociente

cintura-cadera, pliegues cutaneos (PC), y perimetros.*

Otros métodos de valoracion de la composicion corporal pueden ser la medida
del agua corporal, medida del potasio corporal, impedancia bioeléctrica, gases

solubles en grasa o densitometria.'®*°
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2.2.3. Valoracién Bioquimica.

La valoracion bioquimica aportan informacién sobre el estatus clinico-
nutricional del deportista pudiendo detectar alguna deficiencia o exceso con respecto a
los valores considerados como deseables para la poblacién en estudio.* Para poder
aplicar los datos bioquimicos en la VEN es necesario conocer todos los procesos
metabdlicos en los que intervienen los nutrientes y, asi, elegir los parametros mas

atiles y fiables.™

Los métodos de determinacion son: determinacion de niveles de reservas;
determinacion de niveles circulantes de nutrientes; determinaciéon de niveles de
excrecién urinaria. En casos mas graves de disminucion de nutrientes, se utiliza los
siguientes métodos como la determinacion de niveles de reservas, la determinacion de
niveles de metabolitos, la determinacion de actividades enzimaticas,... Cualquier
muestra organica resulta util: tejidos, 6rganos, pelo, saliva, ufias, sangre, etc., ya que
la ingesta de nutrientes modifica parametros a todos los niveles. Dado que algunas
muestras son dificiles de obtener, la mayor parte de los estudios se han centrado en el
analisis de muestras sanguineas y urinarias, ya que son muestras faciles de obtener y

disponen de valores de referencia.

Existen diversos pardmetros indicadores del estado nutricional tanto a nivel
sanguineo como urinario. Muchas determinaciones sanguineas son utiles para
proporcionar informacion sobre el estado nutricional del individuo. Entre ellas

destacan:

- Parametros hematoldgicos.

- Parametros indicadores de situacion en proteinas.
- Parametros indicadores de ingesta de CHO.

- Parametros indicadores de consumo de lipidos.

- Parametros indicadores de situacién en vitaminas.

- Parametros indicadores de situacion en minerales.

Generalmente, las determinaciones bioquimicas en sangre se realizan en
suero, pero para una evaluacion completa las determinaciones se pueden realizar por
separado en plasma y eritrocitos.> A nivel urinario, no puede encontrarse ningun
indicador de la ingesta de CHO o grasas, pues estos nutrientes se metabolizan en CO,

y agua. Por otra parte las vitaminas liposolubles no se eliminan por la orina al no ser
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solubles al agua. Los Unicos parametros Uutiles son los catabolitos nitrogenados
(indicadores de la ingesta proteica), las vitaminas hidrosolubles, sus catabolitos y los
minerales, cuya excrecion aumenta al aumentar la ingesta y disminuye en situaciones

de déficit."

La valoracion bioquimica, sin embargo, tiene una serie de limitaciones a la hora

de tenerse en cuenta al realizar una VEN de un individuo.

- Algunos métodos de determinacién de vitaminas y minerales son imprecisos.

- No existen niveles de referencias o estandar para algunos analitos.

- Una elevacién o disminucion en los niveles plasmaticos o celulares de muchos
nutrientes e incluso de sus funciones especificas, puede deberse a situaciones
de etiologia no nutricional.

- Muchos parametros se pueden enmascarar en caso de deficiencia o exceso.

La VEN puede abordarse desde distintos puntos de vista. Aporta informacién
valiosa y se pueden aplicar de manera aislada, aunque la consideracion de distintos
tipos de pardametros permite establecer con mayor fiabilidad la situacion de cada

individuo.

Mediante métodos bioquimicos se puede detectar también los excesos de
nutrientes ingeridos y alteraciones metabdlicas como consecuencia de éste exceso.
Existen casos de exceso en la ingesta de nutrientes en los que no se llega a producir
dafo, ya que la regulacidon homeostatica elimina el exceso sin riesgos, como en el
caso de la ingesta de vitaminas hidrosolubles y de minerales como el calcio (Ca), Fe,
Zn...

2.3. El Zn como biomarcador del estatus nutricional.

El Zn se reconocié por primera vez como esencial en un sistema bioldgico en
1869. En humanos las primeras referencias datan de 1956 cuando se estudio el

metabolismo del Zn en individuos cirréticos.*!

En la década de los sesenta, se comprobd por primera vez la importancia del

Zn en la nutricion humana, encontrando, diversas patologias asociadas el déficit de
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este mineral debida a un estado de malnutricion. Aun, en esta década se penso que la
deficiencia de Zn nunca podia ocurrir en humanos, sin embargo en 1961 se describe lo

que hoy se conoce como sindrome de deficiencia de Zn.*

El Zn es necesario para la estructura y la actividad de mas de 300 enzimas de
muchas especies. La importancia se refleja por las numerosas funciones y actividades

través de las cuales ejerce un rol regulador.*?

2.3.1. El Zn como nutriente en deporte.

Muchos investigadores se centran en la relacion entre la dieta y el desarrollo y
mantenimiento del rendimiento en los atletas.* Fisiolégicamente la administracion de
Zn (3 mg/kg/dia) puede tener un efecto protector contra los cambios inducidos por el

ejercicio agudo de natacion en los niveles de glucégeno hepatico en ratas.*®

2.3.1.1. Ingesta dietética recomendada de Zn.

Estudios en atletas revelan que la ingesta de ciertos minerales pueden ser
inferiores a las recomendaciones para una 6ptima funcion bioldgica.?* Es importante
tener recomendaciones dietéticas reconocidas en atletas ya que determinados
procesos metabdlicos pueden ponerse en peligro no so6lo por deficiencias, sino

también por la ingesta excesiva de ciertos nutrientes.*°

Las recomendacion de un nutriente se definen como el nivel de ingesta media
diaria de ese nutriente, que se considera suficiente para cubrir los requerimientos
nutricionales de casi todos (97-98%) los individuos sanos de un grupo de poblacién en
una etapa de la vida y género particular.’” En Espafia, existen estudios que
demuestran que en general el 84% de la poblacidén sana adulta presenta una ingesta

suficiente de Zn.*® El nivel mas alto tolerable de ingesta de Zn es de 25 mg/dia.*°

En deporte, actualmente no se disponen de recomendaciones especificas para
este nutriente, por lo que se requiere de estudios que confirmen dichos requerimientos

y evite deficiencias y excesos que puedan alterar el rendimiento del deportista.
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2.3.1.2. Fuentes dietéticas de Zn.

El Zn, es un mineral que se encuentra distribuido en alimentos y bebidas, pero
al igual que otros elementos, su contenido es muy variable segun el alimento.
Generalmente, el Zn se encuentra en los alimentos asociados a proteinas y acidos

nucleicos, lo que va a condicionar en cierta medida su biodisponibilidad.

El Zn procedente de los alimentos vegetales es de menor biodisponibilidad
debido a la presencia de acido fitico que forma complejos insolubles poco
absorbibles.*® Los productos de origen marino, principalmente los mariscos (ostras y
crustaceos), son los alimentos mas ricos en Zn, seguidos de carnes rojas, derivados
lacteos y huevos, asi como los cereales integrales. Los vegetales, con excepcion de
las leguminosas, no son alimentos que presenten contenidos en Zn altos. Por todo
ello, las verduras, hortalizas, frutas, grasas, pescados y dulces son fuentes pobres de

Zn 18,51

Ademas, es importante resaltar, que el procesado de alimentos es una de las
principales causas de la pérdida de Zn. Los cereales, pueden ver reducido su
contenido desde un 20% a un 80% cuando son refinados. Debido a esto, se debe
tener una especial consideracién con las personas vegetarianas, ya que en estas
personas los cereales serian la principal fuente de Zn en la dieta. Todo ello unido a
que la biodisponibilidad de Zn en este tipo de dietas esta disminuida si el contenido de
fitatos es alto, hace que la absorcion y por tanto el estatus de Zn en personas que
siguen dietas vegetarianas sea menor que en las que no las siguen.’*%?

La tabla Ill muestra el contenido de Zn de distintos alimentos en mg/100 g de

alimento.
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ALIMENTO CANTIDAD (mg/100g)
Higado 13.00
Legumbres 5.50 - 8.20
Lentejas 8.20
Frutos secos 5.0-7.90
Pistacho 7.20
Garbanzos 6.80
Verduras y hortalizas 0.30-3.00
Acelga y espinaca 3.00
Pescado y mariscos 0.40-2.70
Mariscos 2.50
Jamoén serrano 2.30
Huevos 2.20
Cereales 0.80-2.10
Pan 1.60
Carnes 1.30
Carne magra 1.30
Pescado azul 1.10
Pescado blanco 1.00
Patata 0.80
Frutas 0.10-0.70
Fresa y freson 0.70
Queso 0.60
Platano 0.60
Naranja 0.50
Yogur natural 0.10
Lacteos 0.04 - 0.90
Leche entera 0.04

Tabla Ill. Contenido de Zn (mg/ 100 g alimento).

2.3.2. Situacion de déficit de Zn.

Los estados carenciales de Zn pueden estar causados por diferentes factores
como la ingesta insuficiente, problemas en la absorcion intestinal o pérdidas
corporales excesivamente elevadas, asi como el padecimiento de determinadas
enfermedades. Esto hace que tanto su participacion en la funcién inmunolégica, como
sus propiedades antioxidantes frente al estrés oxidativo, se vean mermadas.>**°

En cuanto a la absorcion, ésta se satura por el incremento del transporte
celular intestinal cuando se detecta un déficit de Zn. Debido a ello, incrementa la
expresion de los transportadores de Zn responsables de la absorcion del Zn,
reduciéndose las pérdidas intestinales. Este mecanismo sélo funciona a corto plazo y

si la ingesta no es adecuada podria instaurarse una deficiencia.*®

Normalmente, las concentraciones de Zn en plasma inferiores a 50 pg/dl son

indicativas de deficiencia, aunque es conveniente para confirmarlo, seria conveniente
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la determinacion del contenido de anhidrasa carbdnica en hematies, y la fosfatasa
alcalina en suero y saliva.***"*®® Hoy en dia no hay ningin medio bioldgico (uso
frecuente) que pueda analizar y predecir si existe deficiencia de Zn o no. A la hora de
paliar esta deficiencia, la suplementacion con Zn deberia administrarse teniendo en
cuenta el estatus previo de Zn y los requerimientos y estado de salud de ese individuo

o poblacién particular.*®

Existen estudios que demuestran que el ejercicio fisico influye en los niveles
plasmaticos de Zn.?®®" Segun diversos estudios, la deficiencia de Zn en atletas de
resistencia, provoca cambios funcionales en distintos sistemas y tejidos que estan
asociados con la aparicién de la fatiga.®> Ademas, se ha descrito que la deficiencia de
Zn afecta significativamente a los niveles de ciertos minerales como el Cu, Fe, Ca y
fésforo (P) en suero, y que estos cambios incrementan con el ejercicio,* provocando

un deterioro de la funcién inmune y el rendimiento.®

Debido al aumento de las pérdidas minerales durante el ejercicio, que alteran el
estatus mineral, actualmente existe un debate sobre las necesidades posiblemente
aumentadas respecto a la poblacion sedentaria.®®° La IOM (Instituto de Medicina) ha
insistido en la necesidad de evaluar los efectos de la actividad fisica sobre las pérdidas
minerales sufridas durante el ejercicio para determinar la cantidad necesaria de cada

mineral .®*

Sobre la funcion cardiorrespiratoria durante el ejercicio, se observoé que el
agotamiento de Zn afecta negativamente al consumo maximo de oxigeno y la
produccion de dioxido de carbono, aumentando con ello la ventilacién y la frecuencia
cardiaca.” Las concentraciones de Zn en suero, disminuyen de manera significativa
con la fuerza muscular % En futbolistas profesionales, las concentraciones bajas de Zn
sérico disminuyeron significativamente la produccién de potencia maxima vy
aumentaron de las concentraciones de lactato en sangre durante pruebas en

cicloergémetro.®®

50



Capitulo 2: Antecedentes Bibliograficos del Estudio

2.3.3. Toxicidad del Zn.

El Zn es el menos téxico de todos los oligoelementos, y aunque su margen de
seguridad (diferencia entre la dosis toxica y la dosis recomendada) es muy amplio, es

necesario evaluar su toxicidad.

Ello se puede establecer mediante el estudio del nivel superior de ingesta
tolerable (Tolerable Upper Intake Level, UL), que se define como el nivel mas alto de la
ingesta diaria de un nutriente para que no suponga un riesgo o efectos adversos sobre
la salud de casi todos los individuos. Este parametro se calcula a partir de la ingesta
total. Para el Zn proveniente tanto de los alimentos, como del agua y suplementos el
UL es de 40 mg/dia.?”’

Se ha demostrado coémo, un elevado consumo de suplementos de Zn produce
un riesgo significativamente mayor de cancer avanzado de prostata, un incremento de
los niveles de testosterona, un incremento de colesterol, una reduccidon de los niveles
de HDL (High Density Lipoprotein Cholesterol), pudiendo fomentar una disfuncion
inmune. Una suplementacion con altas dosis de Zn, especialmente en altas dosis,
también puede producir otros efectos adversos como interferir y disminuir el estatus
corporal de otros minerales como el Cu. Dosis de 0.3 mg/kg/dia, puede desarrollar una
reduccion en la sintesis de hemoglobina vy ferritina en plasma, reduciendo la actividad

de la enzima superoéxido dismutasa (SOD).*2%®

2.3.4. Utilizacion metabdlica del Zn.

El Zn es necesario para la estructura y la actividad de mas de 300 enzimas de
muchas especies. La importancia se refleja por las numerosas funciones y actividades

través de las cuales ejerce un rol regulador.*?
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2.3.4.1. Absorcion del Zn.

Existen diversas vias a través de las cuales el Zn se incorpora a nuestro
organismo como a través la ingesta alimentos y agua, de la piel, o por medio de la
respiracion. Se ha demostrado en estudios metabdlicos sobre el Zn, un balance
positivo cuando la ingesta de Zn es de 12.5 mg/dia, estableciéndose que una dieta de
15 mg/dia en hombres y 12.5 mg/dia en mujeres es suficiente para mantener la

homeostasis del Zn en los seres humanos.™

La absorcion de Zn es muy baja, por lo tanto la ingesta de Zn se debe evaluar
continuamente para prevenir la deficiencia. Entre el 3 y el 38% del Zn de la dieta se
absorbe en el tubo digestivo proximal. La absorcién de Zn, va a depender de las
cantidades de Zn en la dieta y de la presencia de sustancias que interfieren con él,
tales como la fibra, los fitatos, los polifenoles,®® el Ca, Cu y Cd.”®"" La glucosa, la

lactosa y determinadas proteinas favorecen la absorcién de Zn.”

Parte del Zn ingerido se absorbe por difusién pasiva, y el resto a través de un
mecanismo de transporte activo. Para que este mecanismo de transporte activo
ocurra, se necesitan unas moléculas de bajo peso, intracelulares, que son el acido
picolinico y el &cido citrico que captan el Zn. Una vez dentro de las células se une con
metalotioneinas (MT) (proteina actia como ligando que amortigua la absorcion del
Zn)"*7® y otras proteinas ricas en cisteina, y lo transportan intracelularmente hasta el

borde seroso del enterocito, desde donde pasa a la circulacion.”

El ejercicio intenso puede aumentar la absorcion de Zn por las células
eritroides. Un aumento de la absorcién de Zn celular asociada con la eritropoyesis
puede tener como resultado una disminucién en Zn plasma y un aumento de la

eritrocitario de Zn.”’

2.3.4.2. Distribucion corporal del Zn en el organismo.

El Zn, es uno de los elementos esenciales mas abundantes distribuido por
todas las células y tejidos tanto en seres humanos como en animales. Al ser un ién

intracelular (con alta carga, hidrofilico), no puede atravesar membranas bioldgicas por
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difusion pasiva, por lo que existen mecanismos especializados para su captacion,

transporte intracelular y liberacion.

La mayor parte del Zn es intracelular, el 90% se distribuye principalmente en
los tejidos 6seo y muscular, y el resto se localiza en la piel, el higado, el pancreas, la
retina, las células hematicas y en los tejidos gonadales, en el varon. La sangre total
contiene aproximadamente diez veces mas Zn que el plasma, debido a la presencia de

este catidn en el enzima eritrocitaria anhidrasa carbonica.*®

En la sangre, el Zn esta presente en plasma, eritrocitos, leucocitos y plaquetas,
aunque la mayor cantidad se encuentra en eritrocitos (el 87% se une a la anhidrasa
carbonica). El Zn circulante representa el 0.1% del Zn total del organismo, es decir, la
sangre acttia como vehiculo para llegar a las células y almacenarse.” El Zn liberado
por las células intestinales es transportado hasta el higado, siendo la albumina la
proteina transportadora mas importante, de forma que el 70% del Zn plasmatico se
encuentra unido a la albumina y el resto a la a-2-macroglobulina, a la transferrina y a

algunos aminoacidos como la cisteina e histidina.

2.3.4.3. Homeostasis del Zn.

Los estudios que se ocupan de la relacion entre el Zn y el ejercicio general,
deben centrarse en la distribucion de este elemento en el organismo, cuya capacidad
homeostatica permite conservar el estado de Zn aun cuando la ingesta dietética varie
ampliamente. Este mecanismo de regulacion, hace que ante consumos deficientes la
adaptacion intestinales produzca un incremento en la absorcién y una disminucion en
la excrecion fecal de Zn endégeno.?* Por el contrario, cuando el consumo es excesivo,

disminuye la absorcion y aumenta la excrecién.”

Como el Zn es necesario para muchas actividades enzimaticas en el
metabolismo energético, unos niveles bajos de Zn musculares pueden conducir a una
disminucion de la capacidad de resistencia. El Zn absorbido llega a la circulacion
sanguinea, donde puede encontrarse libre o unido a transportadores, llegando

principalmente al higado, cerebro, huesos, musculo, retina, etc.
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43,80,81 o

Durante el ejercicio, los niveles de Zn pueden verse disminuidos
aumentados.®® Estos cambios pueden deberse a una redistribucion interna que
pudiera influir en el movimiento de Zn a través de los tejidos.?*® La distribucién de Zn
en diferentes tejidos de ratas después de nadar hasta el agotamiento a altas
temperaturas, fue un 25% mayor en higado, bazo y médula, y un 12% menor en
sangre, gastrocnemio y la piel,%" lo que demuestra la importancia de las reacciones de
catabolismo y anabolismo durante el ejercicio sobre la distribucién de Zn. Volpe y col.®
informaron igualmente de aumentos en las concentraciones de Zn plasmatico y Zn

hepatico como respuesta aguda al estrés producido por el ejercicio vigoroso.

Otra explicacion para estos cambios en la homeostasis del Zn, hacen
referencia a la salida de Zn desde musculo al fluido extracelular,®” producido por un
aumento de la tasa de proteinas y catabolismo de aminoacidos después el ejercicio
intenso. Ademas, se ha observado que la lactato deshidrogenasa, una metaloenzima
de Zn, se libera al torrente sanguineo después del ejercicio.®®® Los cambios en la
presiéon oncotica con el ejercicio también podrian ser responsables de la caida de la

concentracién de Zn en plasma.®

El 0.95% de Zn en el suero se une a la albimina y alfa 2-macroglobulina.’’ La
tasa de albumina que sale de los capilares aumenta durante el ejercicio, y podria ser
acelerado por hormonas tales como el cortisol en suero, que incrementar la
permeabilidad capilar. Se observé un aumento en las concentraciones de cortisol en

suero de hasta aproximadamente 25 min después del ejercicio.*

El recambio de Zn en el organismo es lento, con una vida media bioldgica de
250 dias. Sin embargo, las reservas corporales de Zn son relativamente pequefias, y
tiene una rapida tasa de recambio. Por consiguiente, es necesario el aporte continuo
de Zn dado que puede eliminarse a través de las secreciones pancreaticas e
intestinales y excretado diariamente en la orina.®? Al no existir reservas corporales de

Zn, sus niveles se regulan por un estricto control homeostatico.”

2.3.4.4. Excrecion de Zn.

La excrecion fecal responde de manera inmediata a los cambios en la ingesta

de Zn. Las pérdidas fecales son de 6.8-14.4 mg/dia, a nivel renal son de 7.5 g/kg/dia,
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(4-12 pmol/dia), aunque mayor es la pérdida a nivel intestinal a partir de las
secreciones pancreaticas (aproximadamente 34 g/kg/dia), y también se pueden
realizar también por las células epiteliales, la transpiracion, el semen, el pelo y la
menstruacion.*%

Otras vias de excrecion de Zn son el sudor, el crecimiento del pelo y la
descamacion de la piel. Las pérdidas de Zn a través del sudor parece estar
directamente relacionada con la ingesta de Zn en la dieta. Se observa que la excrecion
diaria de Zn varia, aun cuando los individuos reciben una dosis constante del
oligoelemento con la dieta.®® En deportistas, cobra especial importancia la sudoracién
que tras dos horas de ejercicio fisico puede representar entre un 4.5-6% de la ingesta

dietética de zZn.¥’

2.3.4.5. Funciones del Zn.

Las funciones del Zn, pueden ser clasificadas en 3 categorias: catalitica,
estructural (forma parte de la estructura de las membranas plasmaticas,®® DNA, y
metaloproteinas)® y reguladora (regulando procesos bioldgicos diferentes).'®

Algunas de las funciones mas importantes del Zn en el ejercicio son la
respiracion celular, la utilizaciéon de oxigeno por parte de la célula, la reproduccion
tanto de ADN como de ARN, el mantenimiento de la integridad de la membrana celular

y la eliminacién de radicales libres."

Se requiere en la sintesis de proteinas, en la diferenciacién celular y la
replicaciéon, asi como en la utilizacion de glucosa y la secrecién de insulina. Ejerce
acciones regulatorias en diversos aspectos del metabolismo de las hormonas
incluyendo la produccién, el almacenamiento, y la secrecién de las hormonas, asi
como las interacciones con sus receptores y la capacidad de respuesta de los érganos
diana. Unos niveles de Zn adecuados, se necesitan para la integracién de muchos
sistemas fisiolégicos, tales como la inmunidad, la reproduccién, el gusto, la
cicatrizacion de heridas, el desarrollo del esqueleto, y la funcidén gastrointestinal. Este
conjunto de funciones sugiere que el nivel de Zn debe regular el rendimiento

deportiVO 23,102,103
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2.3.5. El Zn como nutriente protector frente a los radicales libres.

El mantenimiento del equilibrio redox en parte podria resultar del efecto
integrador de aumento de antioxidante individual en la adaptacion al ejercicio crénico.
Tales procesos enddgenos de adaptacion en los atletas pueden estar asociados con

su consumo habitual de alimentos antioxidantes.'®

2.3.5.1. Propiedades antioxidantes del Zn.

El consumo de antioxidantes exdgenos a partir de dietas habituales asi como el
tipo de ejercicio y su intensidad y duracién aplicada durante el entrenamiento, son

factores que podrian influir en el estado antioxidante de los atletas.'™

Las propiedades antioxidantes del Zn en su mayor parte generalmente son
independientes de sus MT. El Zn no puede ser considerado un agente antioxidante
como tal, ya que nunca se ha visto que interactle directamente con radicales libres,'®
sino que ejerce sus efectos de una forma indirecta, siendo esta funcién antioxidante
evidente, tanto en situacién de deficiencia crénica, como en situacion de sobrecarga

aguda.

Es reconocido, que debido a sus caracteristicas antioxidantes, previene la
formacién de radicales libres y tienen un efecto importante en el rendimiento fisico.'®
El aumento en el consumo de oxigeno mitocondrial conduce a estrés oxidativo, lo que
provoca especies reactivas de oxigeno (ROS) y la peroxidacién lipidica. Un aumento
en la formacion de radicales libres provoca la inflamacion y la destruccion del muasculo,

creando un efecto negativo en el rendimiento deportivo.'’

La administracion crénica de Zn induce la expresiéon de las MT en higado, rifidn
e intestino. Las MT son proteinas de bajo peso molecular, ricas en cisteina, muy
potentes como antioxidantes y cuyo mecanismo de accion no esta aclarado por
completo.’® Son las Gnicas proteinas que estan implicadas en la distribucién del Zn y
se ha observado que en situaciones de estrés oxidativo el Zn es liberado desde las

metalotioneinas.'®
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La deprivacion cronica de Zn hace al organismo mas susceptible al dano
mediado por el estrés oxidativo. Estudios en animales han mostrado un incremento en
la produccién de radicales libres o un incremento en el dano derivado de la exposicion

al estrés oxidativo en situaciones de deficiencia de Zn."®

05 Jerytinen: ZiNC —
1 TRAF pathway 1

. —>N|K|4"--" flll
|

IKK

cross-talk

T fm

N

Anti-apoptotic molecules Growth Factors ~ Cytokines  Enzymes  Adhesion molecules Fibrinogens
(BCL2, BCLy), cIAP2) (VEGF,cyclinD1, (IL417,1L6,IL-8, (iNOS, (Integrins, ICAM-1,
EGFR, etc) TNF=?,MCP-1)  COX2) VCAM-1, E-selectin)

\/\/\

Atherosclerosis Atherosclerosis

Figura 3: EI Zn como un antioxidante y agente antiinflamatorio.>

2.3.5.2. El Zn y la Superoéxido Dismutasa (SOD).

El ejercicio, esta estrechamente relacionado con las respuestas catabdlicas
mediadas por estrés oxidativo, que se desarrollan cuando la produccién de ROS
supera las defensas antioxidantes.”® La funcién de sefalizacion de ROS juega un
papel en la mediacién de las adaptaciones fisioldgicas como resultado del ejercicio,’""
incluyendo la produccién de mioquinas, esenciales para la adaptacion muscular en el
ejercicio y la regulacién positiva de mecanismos de defensa antioxidantes.''?'"?

El ejercicio regular ha sido ampliamente descrito por producir una mejora

endogena de las defensas antioxidantes."™ La continuidad en la realizacion de
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episodios repetidos de ejercicio aerdbico, induce la expresion de ciertas enzimas
antioxidantes.""® Varios estudios han demostrado una relacién entre la cuantificacion
de la actividad fisica y las concentraciones de antioxidantes de SOD,"'®""® mostrando
reducciones significativas de la actividad de la SOD en respuesta al dafio muscular

asociada con el ejercicio.'"

El Zn aumenta las defensas naturales del organismo y protege contra la
formacion de radicales libres gracias a la enzima Cu-Zn SOD presente en el
citoplasma de la célula y el espacio intermembrana mitocondrial.' Por el contrario, se
ha informado de que la deficiencia dietética de Zn pueden estar asociada a una
disminucion de los niveles de SOD, produciendo posible dafio celular, y una mayor
generacion de ROS.™" Aunque probabilidad de deficiencia de Zn procedente de la
dieta es poco probable en poblaciéon sana, existen estudios realizados en atletas que

han descrito una ingesta alimentaria insuficiente.'??

La SOD es una familia de metaloenzimas que esta encargada de proteger el
dafio oxidativo, toxico para la célula y su membrana.'®® Una forma de esta enzima es
la encargada de proteger frente a la produccion de radicales libres producidos por el
ejercicio. Las especies tdoxicas del oxigeno reaccionan con toda clase de
macromoléculas celulares y las reacciones que experimentan, se han involucrado en
diversos estados patolégicos. Estas membranas sufren dafios debido a la oxidacion de
los lipidos de la membrana, que tienen como consecuencia una lesién oxidativa y la

inactivacion de las enzimas produciendo un envejecimiento celular.

2.3.6. ElZny el sistema inmune.

El sistema inmunitario se puede dividir en dos amplias funciones: inmunidad
innata (natural y no especifica) y adquirida (adaptativa y especifica), que trabajan
juntas de forma sinérgica. El intento de entrada de un agente infeccioso en el
organismo, activa inmediatamente el sistema innato. Esta llamada “primera linea de
defensa” comprende tres mecanismos generales con el objetivo comun de limitar la
entrada de microorganismos en el cuerpo: barreras fisicas/estructurales (piel,
revestimientos epiteliales, secreciones mucosas); barreras quimicas (pH de los fluidos
corporales y factores solubles, tales como lisozimas y proteinas del complemento);

células fagocitarias (por ejemplo, neutréfilos y monocitos/macréfagos).®

58



Capitulo 2: Antecedentes Bibliograficos del Estudio

La magnitud del cambio en la inmunidad, que se produce después de cada
sesién de ejercicio prolongado e intenso en deportistas, puede tener gran significacion
clinica. Durante esta "ventana abierta" de inmunidad alterada (puede durar entre tres y
72 horas después del ejercicio, en funcion de la medida inmune), los virus y bacterias
pueden ganar un punto de apoyo, aumentando el riesgo de infeccién.'®* Algunos
atletas pueden soportar periodos de entrenamiento intenso sin problemas de salud,
mientras que otros son propensos a las infecciones. Hay muchos factores que pueden
interferir con la inmunorregulaciéon como el desequilibrio nutricional, la fatiga, el estrés,

y la fragilidad del organismo como consecuencia del ejercicio.'®

Muchos de los componentes expuestos a cambios en el sistema inmune
.126,127

después de un esfuerzo pesado, incluyen:

- Neutrofilia y linfopenia inducida por las catecolaminas plasmaticas elevadas,
hormona del crecimiento, y el cortisol.

- Aumento en sangre de fagocitosis y activacién de marcadores de granulocitos y
monocitos (que refleja una respuesta inflamatoria debido a las sustancias
liberadas a partir de células musculares lesionados), pero una disminucion de la
fagocitosis de neutrofilos nasal y la actividad oxidativa de granulocitos de sangre.

- Disminucion de la actividad citotoxica de las células NK y linfocitos inducida por
proliferacion de mitdgenos.

- Disminucion de la respuesta de hipersensibilidad de tipo retardado (DTH).

- Aumento de las concentraciones plasmaticas de citoquinas pro y anti-inflamatorias
(por ejemplo, interleucina-6 (IL-6), interleucina-10 (IL-10), y receptor de
interleucina-1 antagonista (IL-Ira)).

- Disminucion de la concentracién de IgA nasal y en saliva, y el aclaramiento
mucociliar nasal.

- Pico de expresion del complejo mayor de histocompatibilidad I (MHC) y el

presencia de antigenos en macrofagos.

El Zn afecta multiples aspectos del sistema inmunolégico. Se ha observado que
el ejercicio fisico intenso puede afectar el metabolismo de oligoelementos, lo cual
inhibe el sistema inmunoldgico y las infecciones que causan, y la importancia no radica
sélo en términos de rendimiento, sino en la salud atleta.®®'%*'% Ademas, es un mineral
esencial para el normal desarrollo y la funcién de mediacién celular inmunidad en la

inmunidad innata.
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La deficiencia de Zn contribuye a la apoptosis de precursores y células B
inmaduras en médula dsea y de precursoras de linfocitos T en el timo."® El desarrollo
de linfocitos B y la produccién de anticuerpos, particularmente de la inmunoglobulina
G, esta perjudicado por la deficiencia de Zn. El macréfago, una célula clave en varias
funciones inmunoldgicas, estda adversamente afectado por la deficiencia de Zn. Esto
puede impedir la eliminacion intracelular, la produccion de citoquinas, y la
fagocitosis.”®'*® Las citoquinas inflamatorias como TNFa y ILi, pueden generar

volimenes grandes de ROS.> Por lo tanto, la deficiencia de Zn puede inducir estrés

oxidativo.

La respuesta inmunitaria requiere un estado nutricional normal. Esta reduccion
transitoria en el Zn plasmatico después del ejercicio, si se repite con frecuencia, puede
derivar en una disminucion de Zn de manera cronica. Las infecciones de las vias
respiratorias superiores se observan a menudo en atletas que entrenan de forma
intensiva,' que podria posiblemente ser el resultado de una reduccién en la sintesis
de proteinas inmunoldgicas (de los cuales el Zn es necesario)' y/o una disminucién

en los niveles de Cu-Zn superéxido dismutasa.

Lymphoid vs Myeloid Interactions; — Enhanced; == |nhibited

Zinc
« IL-1B
Vanin-1 / IFN-7 -— — TNF-o
/ Macrophage- —> IL-1p
Monocyte —> L6
IL-12 44— -t IL-3
XXX

IL-1B

»TNF-0 XX
A iLpxx e
IFN-y

Antibodies

Figura 4: Vias de efecto de Zn en las células inmunitarias.'*?
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2.3.7. Biomarcadores del estatus de Zn.

Un biomarcador se puede definir como cualquier parametro bioquimico,

fisiolégico o otra alteracion del organismo, que se puede reconocer y establecer con

un potencial efecto sobre la salud o la enfermedad. La tabla IV muestra informacion

sobre algunos de los biomarcadores que se pueden utilizar para determinar una

posible deficiencia en el estatus de Zn.

Inconveniente

Biomarcadores Valores Referencia
Zn Suero 80-140 ug/dl

Zn Eritrocito 40-44 ug/g hemoglobina
Zn Leucocito 80-130 ug/10 Células
Zn Saliva (parétida) 23-70 ng/g
Zn Sudor 0.55-1.75 mg/l

Zn Ufia®™ 100-400 ug/g

Zn Pelo®® 100-230 ug/g

Zn Orina® 230-600 UG/dia
Albumina™? 3.5-5.2g/dL
Prealbumina'>* 20 - 40 mi/dL
Colesterol LDL <100 mg/dL
Colesterol HDL > 35 mg/dL
Creatinina 0.6y 1.2 mg/dl

Transaminasas

GOT - ALT 0y 37 UL
GPT - AST Oy41U/L
GGT 11y 50 U/L
Factor reumatoide <60 U/mL
Alfa1 antitripsina 1.5-3.549/L

Interleucinas

No refleja los depésitos del organismo con
un rango normal .

Fluctia mas de un 20% en un dia

Los valores pueden verse afectados en
inflamaciéon e infeccion aguda u otros
factores como cirrosis, etc.

Pobre correlacion entre el pelo y Zn
plasmatico.

Determinacion es sencilla y sirve como
orientacion para procesos croénicos.
Influenciable por la reaccion inflamatoria y
poco util para el seguimiento nutricional, al
contrario de la albumina

Un marcador  relativamente poco
estudiado, por lo que su capacidad para
reflejar el estado nutricional no esta aun
bien definida, los valores bajos de
Zn/creatinina pueden no ser indicativo

En suero y es poco especifico.

Tabla IV. Biomarcadores relacionados con el estatus de Zn.
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2.3.8. Relacion del Zn con otros metales.

Los mecanismos involucrados en las interacciones entre el Zn y otros
minerales, son temas constantes de investigacion. De hecho, la existencia de un
transportador de cationes divalente con amplia especificidad, indica que
probablemente un canal metdlico divalente podria justificar numerosas interacciones
entre el Zn y otros cationes metalicos divalentes, debido a la competencia comun de

este transporte.'®

Los estudios demuestran que hay una alta asociacién entre los metales tanto
en caso de ingesta como a nivel celular. Un ejemplo es la competencia entre el Fe y el
Zn, disminuye la disponibilidad de Zn en intestino.™*'*” McDonal y Keen'*® advierten
de la importancia de conocer la interaccion entre el Zn en la dieta y otros elementos en
términos de salud de los deportistas y su rendimiento, ya que el exceso en la ingesta
de Fe puede causar deficiencia de Zn, y existe una relacion significativa entre el Zn 'y
el Cu. En el caso del Cu se ha demostrado que es un elemento que compite con el Zn

debido a que ambos forman parte de la enzima superéxido dismutasa.'®

La actividad fisica continua de alto nivel, también tiene efectos importantes en
la tejido 6seo. La relacion del Zn con el Ca, parece ser debida a la formacion de
complejos con fitatos que reduce la biodisponibilidad intrinseca del Zn."° Un deterioro
del contenido éseo y de la densidad mineral, puede derivarse de un aumento en la
secrecion urinaria de Zn.®® De hecho, el Zn tiene efectos notables en el metabolismo
de Ca, y por tanto en la estructura y el desarrollo del hueso.®' En un estudio realizado
por Baltaci y col.* la deficiencia de zinc en ratas afecté significativamente niveles de
Cu, Fe, Ca y P en el suero y estos cambios se acentuaron mas con el ejercicio.
También se han descrito también la relacion entre el Zn y el Mg y su impacto favorable

sobre la fuerza muscular.™’

2.3.9. Suplementaciéon con Zn en deporte.

Algunos estudios a nivel nutricional, reportan efectos beneficiosos de la

intervencion con nutrientes.*+142-14
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Intake
Diet
Supplements

Nutrition
Status

Function
Performance
Training

Figura 5. Interacciones entre la ingesta de nutrientes, el estatus
y la funcion.

La dosificacion de Zn cuando se suplementa, es de vital importancia ya que
podrian producirse efectos adversos a los que se busca con la intervencion. Fischer y
cols.'® informaron que los suplementos de Zn podrian influir en la absorcién de Cu en
un periodo de 24 horas y que la deficiencia de Cu puede darse principalmente en
personas que reciben suplementos de Zn de manera crénica a dosis de 50 mg/dia. Del
mismo modo que la sobredosificacién con Zn es capaz de alterar la absorcién de

Cu," es importante conocer la interrelacion de Zn con el Fe."®

Maxwell y Volpe™® en un estudio en el que evaluaron los efectos la
suplementacién con 26.4 mg/dL" de Zn durante 4 meses, mostraron como la
suplementacion parecia ser directamente responsable del aumento en Zn en plasma y
la disminucién de las concentraciones de ferritina sérica. De la misma manera, Kilic'*®
evalud la suplementacion de Zn por via oral (3 mg-kg™-dia”) durante 4 semanas, antes
y después del realizar un test con cicloergdmetro, y observé que la suplementacién
parecia prevenir la disminucién de ciertas hormonas (hormona de la tiroides y las
concentraciones de testosterona), llegando a la conclusién de que la administracion de

una dosis fisiolégica de Zn podria ser beneficioso para el rendimiento en el deportista.

Varios estudios en humanos confirman la importancia del Zn en la funcién y la
fuerza muscular. En un estudio cruzado doble ciego, 16 mujeres recibieron 135 mg/dia

de Zn o placebo durante 14 dias. La intervencién con Zn aumenté significativamente la
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fuerza dinamica (isocinética)." Van Loan y col.®® encontraron una disminucién de la
capacidad total de trabajo de extension de la rodilla y hombro asi como en los
musculos flexores, después de que consumieran una dieta deficiente en Zn (0.3

mg/dia) frente a una dieta normal en Zn (12 mg/dia).

2.4. Transportadores de Zn en el deporte.

El Zn es un cofactor catalitico o estructural para muchas proteinas diferentes.
Las proteinas dependientes de Zn se encuentran en el citoplasma y dentro de muchos
organulos de la célula eucariota, por lo tanto, es necesario que las células posean
mecanismos de transporte de Zn para permitir la acumulacion de manera eficiente del

ion metalico y distribuirla dentro de la célula.™"

La entrada de Zn en la célula produce una disminucion en la expresiéon de los
transportadores relacionados con la absorciéon, mientras que, por otro lado, se induce
la actividad de los transportadores relacionados con la salida de Zn de la célula.
Debido a que esta respuesta no es instantanea, la célula podria acumular Zn en
exceso antes de producirse la respuesta de salida. Una vez la absorcién cesa, el
exceso acumulado de Zn es utilizado o sacado de la célula. Cuando el Zn intracelular
se agota, el ciclo puede comenzar de nuevo, por lo tanto, los transportadores van a

actuar como “interruptores” alternados entre estados carenciales y de exceso de Zn."’

Se ha descrito que la respuesta a las variaciones en la ingesta de Zn en la dieta,
tiene como consecuencia una regulacion en la expresion de transportadores de Zn en

intestino humano que contribuye al mantenimiento de Zn."?

2.5. La familia de los transportadores de Zn.

El Zn es un metal cuya difusion celular es compleja, por eso requiere de
transportadores, en general denominados familia ZnT y ZIP, siendo en total 24
transportadores.'"'** La familia ZnT con 10 miembros, participa como mediador en el
transporte de Zn dentro de la célula, lo que modulara su concentracioén intracelular. La

familia ZIP con 14 miembros, en cambio, tiene la funcién de transportar hacia afuera el
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Zn desde los organulos, determinando un aumento en el Zn intracelular.’® De esta

manera, los transportadores unidos, mantienen la homeostasis del Zn.

2.5.1. SCL30A (Solute Carrier Family 30)/ CDF / ZnT.

La designacion CDF significa “catiéon de difusion facilitador”, que en mamiferos
se nombra como ZnT, siendo el nombre sistematico es SLC30."* La caracteristica de
esta familia es el transporte de Zn y/u otros iones metalicos a partir del citoplasma a
los organulos intracelulares o al exterior de la célula. Por lo tanto, las proteinas ZnT

trabajan en oposicion a las proteinas ZIP.""

Los ZnT poseen seis dominios transmembranarios con una regién variable
entre los dominios Il y IV con muchos residuos de histidina capaces de unirse con el
Zn. Ademas, el domino IV y V son ricos en histidina lo que puede representar un

dominio de unién con metales (Figura 6)."%"'%

B. CDF/Znt/SLC30

Cytoplasm

C !
His-rich domain Zn2+

Figura 6. Estructura de los trasportadores de Zn familia ZnT.™!

La distribucién del los transportadores es especifica para cada célula. Mas de
100 miembros de la familia SLC30 se encuentran en los organismos. La familia ZnT se

divide en tres subfamilias: Subfamilia |, que contiene principalmente miembros
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procariotas, mientras que subfamilias Il y Il contienen miembros eucariotas y
procariotas en proporcién similar.’®® A continuacion se muestra una tabla V sobre los

transportadores de Zn pertenecientes a la familia ZnT.
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Cromosoma'
5

Ingesta de Zn

Transportador Localizacion (R) 153 Funcion Suplementacion
Rifién, intestino delgado, ZnD (-) Abs1g7rc1;§5cgn del Zn de la dieta y transferencia de :Qggﬁ;:é?én expresdlgn y Icl>2
ZnT1 | tejido adiposo, higado, bazo ZnE (+) Zn.>" Homeostasis del Zn como transportadores de Zn en
y tejido del timo." exportadores de Zn junto a ZnT2, ZnT4. P T
medios de cultivo.
Intestino delgado, placenta, ZnD (-) Implicado en el 1mecanismo de regulacion del
ZnT2 | préstata, mama e ZnE (+) Zn en apoptosis % Homeostasis del Zn como -
higado."*"%° exportadores de Zn junto a ZnT1, ZnT4.
ZnT 3 Vil Cerebro, testiculo, ~epitelio ] Rol crucial en diabetes."™ Juntolg(c))n ZnT2 ]
mamario . tienen rol en el transporte vesicular.
Alta expresion en las células epiteliales,
principalmente en aquellas relacionadas con L
ZnT 4 XV Cerebro,156161 intestino ZnD () absorcion y con menor expresion en higado, Egﬂ:g;opnen%?enztgl?él 22:233
delgado. ™ rindn, bazo, timo, musculo, tejido adiposo y de Zn'®
mama. Homeostasis del Zn como ’
exportadores de Zn junto a ZnT1, ZnT2'%31%2,
Regulacién de la absorcién de Zn en la dieta.
Interactiia con ZnT6 para formar un complejo
que puede transportar el Zn en la via
Intestino delgado, expresado secretora.'® ZnT5 y ZnT7 estan Iocaliza.dos
en tejidos human,os aunque en el aparato secretor, responsable de activar
S la enzima fosfatasa alcalina y también
ZnT 5 v con una expresion alt’a. en ZnD () localizado junto a ZnT6 y ZnT7 en el )
I;use c(z)?llﬁtlaansen ?égiﬂr?;e%gcas compartimento vesicular'%>1%¢, Juega un papel
) importante en la maduracion de los
osteoblastos y en el mantenimiento de las
células involucradas en el sistema de
conduccion cardiaco."’
Intestino delgado, higado,
rindn, cerebro y pulmon.
Solo se detectd en cerebro y
los puimones, lo que sugiere ZnD (-) Transporte de Zn desde el aparato de Golgi en
ZnT 6 VI que un mecanismo post ZnE (+) Ia iferia de | slulas. 167 -
. . periferia de las células.
transcripcional puede jugar
un papel en la expresion
especifica de ZnT6 segun el
tejido."®”
ZnT 7 | Intestino delgado y ) Rol crucial en r%agbsorcién del Zn en el tracto En ratones knock-out con
pulmones, bazo, corazon, gastrointestinal. Mantenimiento celular y fenotipo deficiente en Zn, es


abc
Cuadro de texto

abc
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cerebro, estbmago.

ZnT 8 Vil
ZnT 9 \Y, Célula
ZnT 10 |

Cerebro, higado.'*®

embrionaria.'™

Higado, cerebro fetal.

homeostasis del Zn y que pueden participar en
la regulacion de la composicién corporal. s
Identificado en células B y facilitar la
acumulacién de Zn desde el citoplasma a las
vesiculas intracelulares.”® Involucrado en
proporcionar Zn para la maduracién de la
insulina y / o los procesos de almacenamiento
en células B secretoras insulina de
pémc:reas.153 Puede conferir susceptibilidad
genética para la diabetes.'”""2

No han evaluado la funcién de esta
protel’na.153

Homeostasis del Zn durante el desarrollo fetal.
Sin embargo, ningun estudio ha sido llevado a
cabo para analizar la funcién de ZnT10. 193

insensible a 160
suplementacién con Zn.'

la

ZnD = Deficiencia de Zn; ZnE = Exceso de Zn; (+) = Sobreexpresion; (-) = Baja regulacion.

Tabla V. Transportadores de Zn ZnT (SLC30A).
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2.5.2. SCL39A (Solute Carrier Family 39) / ZIP.

Los transportadores humanos SLC39 son miembros de la familia ZIP de los
transportadores de iones metalicos."* Una caracteristica clave de la familia ZIP es
que, excepto en los casos conocidos, estas proteinas transportan Zn y/u otros
sustratos de iones metalicos desde el espacio extracelular o lumen de organelos al
citoplasma. Los transportadores ZIP se encuentran en todos los niveles filogenéticos

incluyendo bacterias, hongos, plantas y mamiferos.'”

Los ZIP humanos se clasifican en subfamilias I, Il, LIV-1 y gufA. La estructura
de las proteinas Zip es de 8 dominios transmembranarios con lazo de unién entre
dominios citoplasmaticos Ill y IV, compuesta por residuos de histidina. Muchos
miembros también tienen una region de bucle largo localizado entre los dominios
transmembrana 3 y 4, y una secuencia rica en histidina que es frecuente encontrarla
en este bucle TM3-4.% Las proteinas ZIP se encuentran situadas en la parte
extracelular de la membrana.”™® La funcion de este dominio no esta claro, pero su
potencial capacidad de unién de metal sugiere alguna funcién en el transporte de Zn o

su regulacién.

A. ZIP/SLC39 T

Cytoplasm V

Figura 7. Estructura de los trasportadores de Zn familia ZIP."®"

His-rich domain
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Transportador

Cromosoma'
5

Localizaciéon

Ingesta de
Zn (R)153

Funcién

Suplementacion

ZIP 1

ZIP 2

ZIP 3

ZIP 4

ZIP5

ZIP 6

ZIP7

XV

XIX

Vi

Xl

XVill

Vi

Expresado en varios

tejidos. 17177

Higado, bazo, intestino
delgado, medula dsea y
células sanguineas.155

Células sanguineas.'

Medula osea, bazo,
intestino e higado.

Intestino  delgado, rifidn,

Colon."™®

Intestino, pancreas, higado
y rifiones.

Cerebro, Eréstata, placenta
y mama."®’

Reticulo .
endoplasmatico.'®

Poco
regulado por
la ingesta
del Zn."™

ZnD (+)

ZnE (-)
ZnD (+)

ZnD (+)

ZnD (+)

Captacién de Zn a través de la membrana
plasmatica de diversos tipos de células.” Poco
regulado bajo concentraciones aumentadas de
Zn. Puede ser utilizado como biomarcador del
estatus de Zn en humanos."’® Propuesto como
gen supresores de tumores.'”®

Asociados con la re-absorcion de Zn en el
liquido prostéltico.179 En las células
mononucleares de la sangre ?eriférica la
expresion del Zip 2 incrementa.’® Propuesto
como gen son genes supresores de tumores.'”®
Asociados con la re-absorcion de Zn en el
liquido prosta’tico.179 Bajos niveles de expresion
detectados en muchos tejidos, pero en el tejido
testicular la expresion es mas alta."®® Puede
desempefiar papeles especificos para la
homeostasis del Zn en lugar de papeles
principales en la adquisicion de Zn en la dieta.”®
Propuesto como gen son genes supresores de
tumores.”® la absorcion de Zn puede ser
inhibida por otros metales, lo que sugiere que
ZIP3 no es especifico para el zZn®

Rol importante en la absorcion intestinal del Zn.
Papel importante en la homeostasis del Zn en
los seres humanos. '3 y las alteraciones en la
expresion observadas durante la inflamacion
aguda encontrandose que Zip 4 esta
disminuido.'®

Rol de prevencion de sobrecarga de Zn en la
célula. Zip 5 puede oponerse con Zip4 y que
puedan participar en el transporte del Zn debido
a su homologia.'® Papel central en el control de
nivel de Zn del organismo. 8

Importador de Zn que se localiza en la
membrana plasmatica de ciertos tipos de
células.'®" 168

Involucrada en la progresiéon del cancer de
mama y componente critico en la redistribucion

Con suplementos de Zn se
normalizaron los niveles de
ZIP1 y ZIP14, pero no afectd
los niveles de ARN m de las
citoquinas o sus receptores.180

Efectividad suplementacién de
Zn en la dieta'® El
suplemento de Zn reduce el
Zip4 hasta niveles
indetectables en la mucosa
ileal.’®

La abundancia de proteinas
de Zip7 se reprime por
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ZIP 8

ZIP 9

ZIP 10

ZIP 11

ZIP 12

ZIP 13

ZIP 14

XV

XVII

Xl

VI

Pulmén, rifién, testiculos,
higado, cerebro, intestino
delgado y células
sanguineas.

Higado, cerebro, células

progenitoras eritroides. '*® ZnD (+)

Cerebro, ojo, pulmén,
testiculo."®®

Higado, intestino. -

de Zn a partir de depdsitos intracelulares.®
Importante para el sistema inmune. Puede tener
rol importante en la funcién de los monocitos.'®’
Podria inducirse por mediadores inflamatorios
como el LPS y TNF-a. Importador de Zn
esencial en la aparicién de la inflamacién, lo que
facilita la citoproteccion dentro del pulmc')n.192

Se supone que interviene en la homeostasis del
Zn en la via secretora sin alterar
significativamente la homeostasis del Zn
citosolico.'® Poco estudiado.

Papel interesante para el Zn y Zip10 en la
actividad migratoria de células metastasicas de
cancer de mama y posible marcador para
fenotipos metastaticos del cancer.'?

Funcién desconocida.

Implicado en la esquizofrenia. No hay otra
estructura, funcion o informacion disponible
sobre este transportador.

Permite el flujo de salida de Zn*" del aparato de
Golgi en el citoplasma. En ratas se demuestra el
papel crucial en la formacién del tejido
conectivo.

Implicado en la fase aguda de respuesta frente
a la deficiencia de Zn en higado. Asociacion con
citoquinas infamatorias ILs y TNF-q."®

suplementos de Zn.

Con suplementos de Zn se
normalizaron los niveles de ZIP1y
ZIP14, pero no afectd sobre los
niveles de ARNm de citoquinas o
sus receptores.

ZnD = Deficiencia de Zn; ZnE = Exceso de Zn; (+) = Sobreexpresion; (-) = Baja regulacion.

Tabla VI. Transportadores de Zn ZIP (SLC39A).
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2.6. Localizacion intracelular de los transportadores de Zn SLC30A y SLC39A.

Como hemos presentado anteriormente, las familias de los transportadores
tienen funcion inversa. Los ZnT expulsan el Zn de los organulos o las células. En

cambio, los Zip tiene la funcién de introducir el Zn en la célula.™’

En eucariotas, al menos cuatro transportadores diferentes estan implicados en
la absorcién de Zn por este organismo unicelular (Figura 8)."' Dentro de las células
los trasportadores se pueden situar en la membrana celular o de los organulos
celulares realizando las funciones especificas de cada uno. ZnT1 se puede encontrar
en la membrana celular y mantener el flujo de Zn; el ZnT2 se encuentra en los
organulos celulares y esta asociado con las proteinas; el ZnT3 se encuentra en las
versiculas sinapticas de las neuronas; los ZnT4, 5, 6,7 parecen estar en el aparato de

Golgi; el ZnT9 esta implicado en trasporte de Zn al ntcleo.'”’

Los Zip1, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 14 se encuentran principalmente localizados en la
membrana plasmatica, estando implicados en la absorcion de Zn por células de
mamifero; el Zip 7 se localiza en reticulo endoplasmatico; el Zip 8 en mitocondrias y

vesiculas; el Zip 13 parece estar en aparato Golgi."’

ZIP1-6  ZIP8 ZIP10  ZIP14 ZnT1

———

Zn Zn Zn Zn Zn €= ZnT8
Zn
o 4= 7,75
5 Insulin granules
19 \ Golgj 2
2 Zn Zn
HT7- o Zn
n
o 3 ZIpyg ZnT4 memp Zn
Zn Znrs nmep >, Endosome
MTF1 Zn
1 e Zn
s 7l Zn4mm7ZnT2
‘l Qf" Lysosome
:U‘ . ER
/ } ZIP7
zn Ny

MT: Zn Zn
nucleus s Zn 1 vy ZnT3 mmmp
™ ZnTi Mitochondria Synaptic vesicles

Figura 8. Localizacién subcelular de los transportadores de Zn vy
metalotioneinas. Localizacion y funciones potenciales de transportadores de
Zn de la proteina SIc39 / Zrt / Irt-like (ZIP) (azul) y las familias SLC30 / ZnT
(rojo). Las flechas muestran la direccion prevista de Zn movilizacion.'®®
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3. SUJETOS Y METODOLOGIA.
3.1. Diseiio del Estudio.

El diseio general estd basado en un estudio intra-sujeto, con intervencion
mediante educacion nutricional y suplementacion, en un colectivo de jugadores de
balonmano, a los que se les realizé un seguimiento a lo largo de la temporada,
comprendiendo el periodo competitivo. Se compard el punto inicial realizado al inicio
del estudio, con periodos de suplementacion aislada de micronutrientes y periodos de

ausencia de suplementacion (Figura 9).

Periodo
Intervenido con

.

Figura 9: Disefio del Estudio.
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Este disefio, se ha realizado con la finalidad de conocer el estatus de los
distintos macronutrientes mediante la suplementacion individual de cada uno de ellos,
como se menciona anteriormente. Hasta el momento, esto ha derivado en dos
publicaciones en revistas con factor de impacto recogidas en ISI. La primera, analiza el
efecto de la suplementacion con acido félico sobre este colectivo y su influencia sobre
la homocisteina (biomarcador de riesgo cardiovascular -CVD-); la segunda, analiza el
efecto de la suplementacion con Mg, sobre los niveles plasmaticos y eritrocitarios de
este mineral, y su relacidon con el ejercicio. En esta publicacién, encontramos una
asociacion con el Zn, mineral que desarrollaremos en esta tesis doctoral. Existe una
tercera publicacion en la que se evalud el efecto de la aplicacion de un programa de
educacién nutricional sobre los parametros de ingesta y frecuencia de consumo de
alimentos. Todas estas publicaciones han sido adjuntadas en el apartado de

resultados como la publicacion de los mismos:

[1] JInt Soc Sports Nutr. 2013 Feb 21;10(1):10. doi: 10.1186/1550-2783-10-10.
[2] Magnes Res. 2012 Jul;25(2):79-88. doi: 10.1684/mrh.2012.0311.
[3] Nutr Hosp. 2013 Julio-Agosto;28(4):1065-1076.

En la actualidad, la publicacion correspondiente al Zn, que se va a desarrollar en
la presente tesis doctoral, se encuentra en fase de publicacion, con un estudio de
expresion génica que tiene como objetivo valorar la evolucion en la expresion de los
transportadores de Zn durante el ejercicio como consecuencia de la suplementacion

con Zn.

3.2. Poblacion de Estudio.

La poblacion estuvo constituida por un colectivo de 16 sujetos mayores de 18
afios, jugadores de balonmano de la poblacién de Granada, militantes en Division de
Plata del balonmano en Espafia. De los 16 jugadores seleccionados para el estudio, 2
abandonaron el estudio, uno tras el consentimiento informado y otro durante la fase de

tratamiento.
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3.2.1. Puntos de Registro del Estudio.

Los registros se llevaron a cabo cada 4 meses, interviniendo cada dos meses
mediante suplementacion aislada de Mg, acido fdlico, y Zn, intercalado con dos meses
en los que no se suplementd, representando un total de 12 meses (3 bloques de 4

meses) dentro del periodo competitivo de nuestro colectivo.

3.2.2. Recogida de datos en cada punto de medicion.

Cada punto de registro o medicion se realizaba en un dia normal de
entrenamiento, en los que se llevaban a cabo una serie de mediciones que se

desglosaban de la siguiente forma:

1° A la llegada de los jugadores a la sala de extraccién, se realizaba la
valoracion antropométrica del individuo, mediante la impedancia bioeléctrica y el
registro de pliegues, perimetros y amplitudes. Este registro se realizé llevando a cabo
el protocolo descrito en la literatura.>*4%%°
2° Posteriormente se procedia a la realizacion de la extraccion de sangre por

parte de personal cualificado.

3° Finalmente, se realizaban citas individualizadas a cada jugador en las que se
hacia el cuestionario de consumo de alimentos mediante recordatorio de 72 horas y el
cuestionario de frecuencia de consumo, llevado a cabo por especialistas previamente

entrenados.

Una vez registrados todos los parametros mencionados anteriormente, los

deportistas seguian su rutina de entrenamiento.

3.3. Metodologia de registro y control del entrenamiento.

El registro y control del entrenamiento, fue llevado a cabo por parte del equipo
técnico. Este registro se realizé en base a la periodizacion y control del entrenamiento
descrito por diversos autores.?®® La planificacién del entrenamiento segln este
método, se realiza clasificando la temporada en distintos niveles en funcién del grado
de especificidad del entrenamiento: Macrociclo, Mesociclo y Microciclo. En la siguiente

figura (Figura 10), se muestra un ejemplo de la hoja de registro de entrenamiento:
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Figura 10: Registro de la temporada de entrenamiento.
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El nivel mas general de especificidad va a ser el macrociclo. La temporada de
los deportistas estuvo compuesta de dos macrociclos, cada uno de ellos
correspondiente a las dos fases que componen la temporada (ida y vuelta). Estos dos
macrociclos se planificaron con una carga distinta debido a la distribuciéon de los

partidos, el momento de la temporada, etc.

Cada macrociclo estuvo compuesto por mesociclos, correspondientes
aproximadamente cada uno a un mes natural. Estos tuvieron una carga distinta segun
el mes de competicion en el que se encontraban, asi como la cantidad de partidos

presentes en ese mes.

Cada mesociclo, a su vez, se dividid en microciclos o semanas, sobre las
cuales se planifica de manera mas especifica la temporada deportiva. La clasificaciéon

que se realizé de los distintos microciclos fue la siguiente:

AM = Aprendizaje + Partido; GR = Gradual; MR = Partido + Recuperacion; RC
= Recuperacion + Control; S = Choque, SM = Choque + Partido; T = Transicion; TL =
Carga de Entrenamiento; TLM = Carga + Partido; TLR =Carga de Entrenamiento +

Recuperacion.

Podriamos distinguir varios bloques dependiendo de los tipos de microciclos

descritos anteriormente.

1° Bloque (GR): Se trata de periodos de inicio de entrenamiento, donde se hace
un aumento progresivo de la carga, viniendo precedido generalmente de periodos de
reposo entre una temporada y otra (periodos de transicién). Su objetivo principal es
preparar al atleta para un nuevo nivel mas alto de capacidad de trabajo mediante el
aumento progresivo del entrenamiento. Se somete a los jugadores a un volumen de

intensidad global no muy alta.

2° Bloque (S; SM; TL; TLM; AM): Se trata de periodos en donde se aumenta
bruscamente las demandas del entrenamiento por encima de las aplicadas
anteriormente. El objetivo fue superar el nivel de adaptacién conseguido
anteriormente. Los microciclos S y TL se van a diferenciar principalmente en la
intensidad, siendo S el microciclo donde la intensidad prevalece sobre el volumen de
entrenamiento y TL el microciclo donde el volumen prevalece sobre la intensidad del

entrenamiento. Este tipo de microciclos obtienen como resultado un elevado nivel de
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fatiga. Los microciclos SM y TLM van a suponer ademas la adicion de un partido al

final de este, conllevando un mayor acumulo de entrenamiento y competicion.

El microciclo AM, va a ser un microciclo algo mas especifico, en el que se
entrend a una intensidad alta, pero con un volumen de entrenamiento elevado.
Ademas, lleva un componente de aprendizaje donde se trabaja la técnica y la tactica
pero siempre premiando la calidad de las acciones realizadas. Son semanas donde la

precision de todas las acciones técnico-tacticas es muy elevada.

3° Bloque (MR; TLR; RC; T): Este ultimo bloque, engloba distintos tipos de
microciclos, en los que se realizan microciclos MR, caracterizados por ser semanas
donde se prefiere recuperar debido a la dificultad del partido presente, microciclos
TLR, caracterizados por la ausencia de partidos, y debido a ello, se hace una primera
fase con mucha carga de entrenamiento y su posterior recuperacion, y finalmente,

microciclos RC y T, donde la recuperacién prevalecié por encima de todo.

En las siguientes figuras (Figura 11a y 11b) se muestra la distribuciéon de carga
durante la temporada. En ellas se pueden observar la planificacion llevada a cabo
durante toda la temporada, asi como las sesiones y horas por semana de

entrenamiento.
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Temporada 08/09.

Evaluacioén
Estado
Nutricional
Previo

1° Intervencion: Suplementacion con Magnesio (100 mg/dia) 2° Intervencion: Suplementacion con Acido Félico (200 pg/dia)

Periodo Suplementado

Periodo NO Suplementado

Periodo Suplementado

Periodo NO Suplementado

0 0 ]0 JO JOJO [T 1 J1 11 1 1171 |1 2 1212 12 1202121212103 (3131313 ]33

Semanas | 4 5 |6 [7 |8 ]9 o123 1[4 |5 617 |8 1 12 |3 |4 [501e6 |7 [8 ]9 o1 ]2]3 |4 ]5]s6
Periodos Fase de AFD Fase de MFD Fase de EM

o 6| g|T|S|] Z LT R Z Z RIT|] LT [IRA|A|lalalalalr]al] LT MlAlAlA|IR]|A Z Ala

sesion R LM IVARVARY, C IVARY, C|L IVARTARY, CIM| M MMM\ M|C|M IVARY RIM|{M|\M|C|M R M| M

Figura 11a: Disefio y planificacion de la temporada de entrenamiento. AM = Aprendizaje + Partido; GR = Gradual; MR = Partido + Recuperacién; RC = Recuperacion + Control; S = Choque,

SM = Choque + Partido; T = Transicion; TL = Carga de Entrenamiento; TLM = Carga + Partido; TLR = Carga de Entrenamiento + Recuperacion; AFD = Adquisicion de la Forma Deportiva;
MFD = Mantenimiento de la Forma Deportiva. EM = Entrenamiento Moderado.
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Temporada 09/10.

Evaluacion 3° Intervencion:

Estado Suplementacién con Cinc (5 Continuacion estudio...
Nutricional mg/dia)

Previo

Periodo Suplementado

Semanas o|lofOojofoOj|O|OfO 1T (1T (|1 (11T |1 (1411|1222 (2]|]2]|2)2 |2 |2 |2 |33 |3 (3|3 |3 ]3
112 |3 |4 (5 (6 (7 8|9 |0]|1]|2 5(617 (89|01 ]2 |3 |4 [5])6 |7 8[9|0]1]2]|3 |4 |56
Periodos Fase de AFD Fase de MFD Fase de EM
. T|T| T|T T|T|T
SZ’S’;gn g s|s I\SA Llolc]L ’g LlL]L
M{M|M|M M|{M|M
s/s 4 5 5 5 5 6 5 5 4 5 4 4
h/s 8| 13|11 13| 10| 12| 11 | 10 8 9 8 7

Figura 11b: Disefio y planificacion de la temporada de entrenamiento. AM = Aprendizaje + Partido; GR = Gradual; MR = Partido + Recuperacion; RC = Recuperacion + Control; S = Choque,
SM = Choque + Partido; T = Transicion; TL = Carga de Entrenamiento; TLM = Carga + Partido; TLR = Carga de Entrenamiento + Recuperacion; AFD = Adquisicion de la Forma Deportiva;
MFD = Mantenimiento de la Forma Deportiva. EM = Entrenamiento Moderado.
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3.4. Metodologia en la evaluacion del estado nutricional.

3.41. Valoracion antropométrica.

Para la realizacion del analisis antropométrico, se llevaron a cabo dos
procedimientos comunmente utilizados. El primero de ellos consistié en el analisis
mediante bioimpedancia, en el que se registraron parametros como peso, indice de
masa corporal, masa grasa (kg), masa magra (kg), y porcentaje de grasa corporal,

mediante un equipo de bioimpedancia Tanita TBF-300WA.

Por otro lado, se realizé un registro de pliegues (pectoral, axilar, subescapular,
triceps, abdomen, suprailiaco, muslo), perimetros (pecho, brazo, cintura, cadera,
muslo, pierna media), y amplitudes (didmetro biepiestiloideo, diametro biepihumero,
didmetro biepifémur), mediante un protocolo de registro descrito en la literatura
(ISAK).**401% Esta metodologia tiene como objetivo proporcionar informacién sobre el

somatotipo de nuestro colectivo.

La altura se midié en un tallimetro con un rango de error de 0.01 cm. Para la
medicion de pliegues cutaneos se utilizé un Caliper marca Holtain (Crymych U.K.), de
sensibilidad 0,2 mm. El registro de las amplitudes corporales se realizé utilizando un
paquimetro compas de corredera graduado tipo Martin con capacidad de medida de 0

a 250 mm, y precision de 1 mm.

3.4.2. Recordatorio de consumo de alimentos de 72 horas.

El recordatorio de 72 horas nos permitié obtener datos de ingesta de nutrientes
y porcentaje de adecuacién de ingesta. Se registraron dos dias durante la semana y
uno festivo, ya que en estos dias la alimentacién se modifica. Con ello evitaremos

sesgos que deriven en errores en el registro de datos.

3.4.3. Cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos.

El cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos (FFQ), nos permitio
conocer habitos de consumo de los jugadores, para poder asociarlo a la ingesta de

nutrientes, abarcando las veces que se consumen al dia, a la semana, al mes o al afio
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a partir de una lista de mas de 200 alimentos. Esta informacién nos aporta datos sobre
los errores que se comenten en el consumo de determinados grupos de alimentos en

estos colectivos.

3.44. Programa de educacién nutricional.

El Programa de Educacién Nutricional fue realizado por un equipo de
especialistas en nutricion, y estd especificamente disenado para éste tipo de

poblacion.
Dicho programa aborda tres fases:

12 Fase: El equipo de nutricionistas impartié diversas charlas basadas en
aspectos relacionados con la nutricion en general, explicando los tipos de alimentos y
nutrientes, y la importancia de ingerirlos de manera equilibrada para conseguir una

buena salud y un buen rendimiento a corto y largo plazo.

22 Fase: La educacion se centr6 como deben alimentarse para obtener un
rendimiento Optimo al realizar actividad fisica, mostrando los requerimientos
especificos necesarios en los deportistas, asi como los errores que se cometen en la

actualidad.

32 Fase: Se establecido un debate entre los ponentes, los deportistas y sus
entrenadores, donde cada sujeto exponia sus dudas e inquietudes con respecto al

tema en cuestion, de manera que pudieran ser aclaradas.

Durante el periodo de educacion nutricional, los nutricionistas dejaron el debate

abierto a cualquier duda que surgiera en los participantes.

3.4.5. Software informatico de conversion de alimentos a nutrientes: Nutriber®.

Para la transformacion de los alimentos en nutrientes se utilizé un software
profesional Nutriber, S.A.,**" que nos permite obtener el nutriente en valor absoluto y
en porcentaje de adecuacién de ingesta respecto a la ingesta recomendada de ese
nutriente, a partir de los alimentos ingeridos por cada individuo, cualitativa y

cuantitativamente.
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3.5. Estudio de suplementacién con Zn.

Se ha realizado un estudio de intervencion mediante la suplementacién con Zn
a un colectivo de 11 sujetos mayores de 18 afios, jugadores de balonmano de la
poblacion de Granada, militantes en Division de Plata del balonmano en Espafa,
realizandose en general una valoraciéon del estado nutricional y un estudio de
expresion génica en transportadores de Zn, para observar la evolucidn como

consecuencia de esa suplementacion.

3.5.1. Valoracion de ingesta de Zn.

Para el Zn, se utilizaron tablas de recomendaciones para poblacién sana
elaborada por Mataix y col.”®, y Cuervo y col.*’” (Tabla VII) donde se realiza una
comparacion entre Ingestas Dietéticas de Referencia (DRI) segun los diferentes paises
de la Union Europea, los Estados Unidos (EEUU) y la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) en poblacion sana adulta. Se considera el valor de <2/3 de la ingesta
recomendada como limite arbitrario por debajo del cual se considera una ingesta

insuficiente para el nutriente especifico.

Pais Rango Edad mg/dia
Espafia 20-39 afios 15
Reino Unido 19-50 anos 9.5
Paises Nérdicos 19-30 anos 9
Alemania, Austria y Suiza 19-51 afos 10
Francia 22-64 afos 12
Bélgica 19-60 afos 9
Italia 18-59 anos 10
Irlanda 18-64 anos 9.5
Comunidad Europea (1992) > 18 afios 9.5
Estados Unidos 19-50 anos 1
FAO/WHO (2001) 19-50 afios 4.2-14

Tabla VII. Referencia de ingesta de Zn en personas sanas.

3.5.2. Intervencién mediante suplementacién con Zn en la poblacién de estudio.

Una vez realizada la valoracion bioquimica de los jugadores que forman parte

del estudio que a continuacion se describe en el apartado 3.5.3, en la que
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demostramos que aproximadamente el 33% de los sujetos eran deficientes en Zn, se

procedio a realizar el estudio de suplementacion con dicho mineral.

La intervencion dietética consistio en suplementacion diaria mediante 5 mg de
Zn durante dos meses, comenzando después de la valoracion inicial. La sal de Zn
empleada a partir de comprimidos fue ZnO. A los jugadores se les prescribié que
tomaran el suplemento a primera hora de la mafana, insistiéndoles mucho en el
cumplimiento de la prescripcién, para lo cual se les suministré una hoja recordatorio en

el que anotaban el registro diario de la toma.

Segun las recomendaciones espanolas, esta dosis se corresponden con el
33% de las RDAs para poblacion adulta sana. En referencia con otras
recomendaciones propuestas en otros paises como Reino Unido y EEUU, se

corresponderia con el 53% y 45% de las RDAs respectivamente.

3.5.3. Valoracién bioquimica y de Zn en la poblacién de estudio.
3.5.3.1. Recogida de muestras.

El proceso de extraccién de sangre, se llevd a cabo a primera hora de la
manana. Esta se realizd en ayunas y transcurridas 12 horas de la sesion de
entrenamiento precedente. Posteriormente se procedié a la determinacion de los
distintos parametros bioquimicos. La sangre se extrajo en diferentes tipos de tubos

segun la finalidad a la que se destinaban y los parametros a analizar:

Figura 12. Recoleccion de muestras de sangre.
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I. 7.5 ml en tubos de vacio que contienen heparina de litio liofilizada (T Ferumo®,
Venojet) destinada al analisis del Zn.

II. 10 ml repartidos en dos tubos con gelosa (Vacuette® Z serum Sep., Germany)
para la obtencion de suero destinado al analisis de parametros clinicos como
albumina, ferritina, hemograma, etc.

lll. 2.5 ml en tubos PAXgene™ RNA tubes para sangre total para posterior extraccion
de ARN y estudio de expresidn génica.

IV. 2.5 ml en tubos con EDTA para otras medidas bioquimicas como homocisteina y

hemograma.

3.5.3.2. Tratamiento de las muestras.

La sangre fue centrifugada a 4°C durante 15 min a 3000 rpm, con el objetivo de
separar el plasma y las células sanguineas. Tanto el plasma anteriormente, como las
células sanguineas, fueron separadas en alicotas en tubos eppendorf y almacenadas
a -80°C hasta su posterior andlisis. Las condiciones de trabajo se realizaron en un
ambiente oscuro y frio, con finalidad de evitar la oxidacion de las muestras. El agua
bidestilada empleada es de pureza MilliQ (Millipore® Corp., Bedford, MA) y todos los
recipientes y material de laboratorio se deja en remojo en acido nitrico al 1% durante
24 horas anteriores a su empleo. Todos los reactivos empleados son de la casa Merck

de calidad ultra pura (Darmstadt, Alemania).

3.5.3.2.1. Determinacion de Zn.

Antes de proceder a la determinacién de Zn en el equipo de espectrometria de
masas con fuente de plasma de acoplamiento inductivo, se procedid a la
mineralizacion de la muestra por via seca. Para ello las muestras de plasma y células
introdujeron en probetas adicionandose 1 ml de acido nitrico suprapuro (65%) en bafio
de arena. Una vez eliminados los vapores nitrosos, se afiaden 3ml de acido nitrico al
3% en campana de flujo laminar. La solucion obtenida se transfiera a tubos de
plastico, hasta posterior analisis. Al mismo tiempo, se realiza un control con agua

bidestilada para comprobar posible contaminacion.

Las determinaciones de Zn se realizaron por ICP-MS. Se realizaron medidas

para la determinacién de Zn por espectrometria de masas con fuente de plasma de
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acoplamiento inductivo vy filtro de iones por cuadruplo ICP_MS NEXION 300D. Este

aparato esta localizado en el servicio de analisis de King’s Collegue (UK).

3.5.3.2.2. Determinacién de la enzima superéxido dismutasa (SOD).

Reactivos: Los reactivos empleados en ésta técnica son: Sustrato Mixto;
Solucién Tampodn; Xantin Oxidasa; Patrén; Tampon Fosfato 0.01 mol/L; Ransod

Control.

Proceso de obtencion: Para medir la SOD se utilizo el kit RANDOX Ransod-
SD125 (determinacion cuantitativa in vitro de Superéxido Dismutasa). Se realizan 2
lecturas en lector de placas (Bio-Tek Instruments, Inc., Vermont, USA), con un tiempo
de 3 minutos entre lectura y lectura, a una longitud de onda de 505nm a una

temperatura de 37°C.

Resultado Final: Se obtienen valores de la actividad de SOD en U/ml,
calculados a través del % de inhibicién de cada muestra para obtener las unidades de

SOD de la curva patrén.

3.5.3.2.3. Determinacion de la capacidad antioxidante total.

La determinacion de la capacidad antioxidante total (PAO) se realiz6 mediante
una medida indirecta colorimétrica, en la que se evalué la capacidad de los

antioxidantes como sustrato en la reaccion de reduccion del Cu?* a Cu®.

Reactivos: Los reactivos empleados en ésta técnica son: Estandar (polvo de acido

drico), diluente de muestra, solucién de Cu®™, solucion stop.

Muestra inicial: Las muestras fueron diluidas previamente antes de comenzar el

ensayo.

Proceso de obtencion: Para medirla capacidad antioxidante se utilizo el kit
JAICA (PAO test kit for Total Antioxidant Capacity -Catalog #KPA050-). Se pone 200 pl
de solucion diluida de muestras y se hace una primera lectura a 490nm. Después se
afiade 50 pl de solucién Cu ++ y se deja 3 min a T° ambiente donde AAadir 50ul de

solucién stop y leer por segunda vez a 490nm.
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Resultado Final: Los niveles de antioxidantes obtenidos se obtienen
comparando los valores de absorbancia neta de la muestra con la curva estandar y el
equivalente mM de acido urico. Este valor se multiplica por el coeficiente 2189 (poder

reductor de cobre) dando el resultado en pmol/L.

3.5.3.2.4. Otros parametros bioquimicos relacionados con Zn.

Existen una serie de parametros asociados al Zn, relacionados con
metabolismo de lipidos, proteinas, y de los hidratos de carbono, ademas de
parametros relacionados con el estado de vitaminas y minerales. También se ha
asociado con parametros relacionados con el estado nutricional (albimina,
prealbumina y transferrina), la funcién del sistema inmunolégico (linfocitos) y la anemia

(hemoglobina).

3.5.4. Estudio Genético: Transportadores de Zn.

En el siguiente apartado se describe el estudio de expresion génica en
transportadores de Zn. La monitorizacion de la expresion génica tanto al inicio (Cl)
previa a la suplementacion, como después de la intervencién mediante

suplementacioén (CS).

3.5.4.1. Método de extraccion de RNA.

Se trata de un método cédmodo en tubos en los que se recogen 2.5 ml de
sangre total. Estos tubos, contienen una solucién estabilizadora del RNA, que hacen
posible su almacenamiento durante varios meses. Se han descrito resultados
favorables en cuanto al uso de esta técnica, indicando una buena cantidad, calidad y
rendimiento al comparar con otros métodos de extraccién del total de RNA de
leucocitos extraidos después de lisis de los eritrocitos?®® y variando las condiciones

ambientales de conservacion.?*®
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3.5.4.1.1. Método de almacenamiento de RNA.

La utilizacién del método PAXgene™ RNA tubes para sangre total Preanalytix,
requiere de 2.5 ml de sangre periférica. La extraccién de sangre se realiz6 el dia del
control mediante puncidén venosa en la zona antecubital, utilizando un sistema de

extraccion con palometas + adaptador para conectar al tubo vacutainer.

Durante el proceso de extraccién, el tubo debe mantenerse en posicion vertical,
por debajo del brazo del donante. Posteriormente, se debe invertir el tubo de RNA de
sangre PAXgene de 8 a 10 veces. El objetivo de este proceso es mezclar la sangre de
manera uniforme con la solucidon estabilizadora. Finalmente, se deben realizar varios
pasos previos al almacenamiento: 1°.- Dejar 2 horas a temperatura ambiente; 2°.-
Almacenar a 4°C durante 24 - 48 horas; 3°.- Almacenar a -80°C hasta realizar el

proceso de extraccion (no mas de 2 meses).

x10

Figura 13: Método de extraccion PAXgene™ RNA tubes.

3.5.4.1.2. Técnica de extraccion de RNA.

La extraccion del ARN se realiza con PAXgene™ Blood RNA Kit. EI PAXgene
Blood RNA Kit esta disefiado para purificar ARN intracelular a partir de sangre humana
total (4.8x10° - 1.1x10 leucocitos/ml) para diagnéstico in vitro, y no para la purificacion

de ADN gendmico o acidos nucleicos viricos a partir de sangre total.

Previo al inicio de la extraccion, los tubos PAXgene™ RNA se incubaron 2

horas en temperatura ambiente. Tras la fase de incubacién, se centrifugan los tubos
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durante 10 minutos a 6000 rpm y después de elimina el sobrenadante por
decantacién. Posteriormente, se afade 4 ml de agua RNase-free water y se centrifuga

nuevamente durante 10 minutos a 6000 rpm. Eliminar todo el sobrenadante.

Se afiade 350 pl de Tampodn, se resuspende y se agita hasta que disolucion del
pellet. En un tubo nuevo se pipeta la solucién obtenida y se afiaden 300 pl de Tampdn

de Union y 40 ul de Proteinasa K.

Se mezcla mediante vortex y se incuba 10 minutos a 55 °C en incubador con
agitador en 700 rpm. Posteriormente, el lisado se pipetea en una columna PAXgene
Shredder y se centrifuga 3 minutos a 13000 rpm. El sobrenadante se transfiere en un
nuevo tubo y se afiade 350 ul de etanol 100% se mezcla bien y se centrifuga corto (1-2

segundos para no destruir el rendimiento del RNA).

Se utiliza una nueva columna PAXgene™ RNA se pipetea la solucion obtenida
y se centrifuga durante 1 minuto a 13000 rpm. Después de afiade 350 pl de tampédn de

lavado y se centrifuga 1 minuto en 13000 RPM.

En otro tubo se prepara 10 yl de DNase | y 70 ul de tampdn de digestién del ADN,
se mezcla suavemente y se centrifuga durante unos segundos para recoger las gotas
de las paredes. Se pipetean 80 pl de la mezcla anteriormente preparada en la columna
PAXgene™ RNA y se deja 15 minutos a temperatura ambiente (20-30 °C). Después,
se anade a la columna 350 pl tampdén de lavado y se centrifuga durante 1 minuto a
13000 rpm.

El siguiente paso se realiza de 2 veces y se afiade 500 pl de tampdn de lavado
y se centrifuga 1 minuto y 3 minutos respectivamente a 13000 rpm. Finalmente, se

centrifuga durante 1 minuto a 13000rpm.

El ultimo paso va a consistir en colocar la columna PAXgene™ RNA en un tubo
nuevo, donde se afiade 40 pl de tampdn de elusion y se centrifuga 1 minuto el 13000
rpm. Este paso se repite otra vez mas veces para que finalmente tengamos un
volumen final de 80 pl. Se incuba 5 minutos a 65°C y si el ARN no se utiliza
inmediatamente, se guarda a -80 °C hasta su empleo. De cada muestra se pone 2-4 yl

en un tubo aparte para medir la integridad y pureza del RNA.
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Figura 14. Protocolo de extraccion PAXgene Blood RNA kit (QIAGEN, BD Company Switzerland).
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3.5.4.2. Cuantificacién la pureza y la integridad de RNA

Tras la extraccion de ARN mediante columnas, se determind la pureza y la
integridad del ARN con el espectrofotémetro NanoDrop (ThermoScientific) y

Bioanalyser 2100 (Agilent Technologies).

Para determinar la pureza del ARN, se midié la concentracion, afadidose 1 ul
de RNA en el espectofotometro NanoDrop. La absorbancia del RNA y de las proteinas
oscila entre 260 nm (Axe0) ¥ 280 nm (Azgo) respectivamente. La proporcion entre los
resultados es la pureza de RNA se aceptara cuando el valor sea = 1.9. Los
contaminantes organicos como fenol o alcohol, se midieron a través de la absorbancia

a 230 nm (Az30). Si el resultado es < 1, se puede inhibir la reaccion de RT-PCR.

Figura 15: Medicién de la pureza mediante espectrofotometria con NanoDrop.

La integridad del ARN, como anteriormente se ha comentado, se determino
utilizando Bioanalyser 2100 System (Agilent Technologies), de acuerdo con el numero
de integridad RIN o el numero RQ. Para la obtencion de una buena integridad del
ARN, el RIN debia ser de 7-10. El numero RIN determina la integridad en una
proporcion del 18S y 28S del RNA ribosomal.

Cuanto mas cercano sea el RQIl al valor 10 del NanoDrop y al RIN del
Bioanalyser, se obtendra una mayor integridad del RNA. Ambas medidas te dan la
cantidad de RNA, aunque finalmente se empled la cantidad determinada mediante
NanoDrop. El valore ideal indicativo para obtener una mayor pureza de RNA con
NanoDrop a un ratio 260/280 nm, es el valor cuando resulta ser alrededor de 2. Para

ver la contaminacién organica (fenoles o alcoholes), se mide el ratio de absorbancias a
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260/230 nm. Cualquier resultado con valor <1 puede indicar una posible inhibicién de
la reaccion de RT-Q-PCR.

La medida de la pureza y de la integridad es crucial para ver si el ARN se
encuentra integro o no. Una cantidad, integridad y pureza buenas, es crucial para que

los experimentos de g-PCR se realicen de forma idonea.

B84 894 1044
| RIN: 8.80 | RIN:9 | RIN: 8.70
|
I
i i
| T 1 | | T T T T T T T T T T T T
2> 200 1000 4000 25 200 1000 4000 25 200 1000 4000
B84 - 804
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. 10

0

30
20 =
20-
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0 = =y ] . = I’.'Z-
T 1 1 T = T T 1 T T
25 00 1000 4000 [nt] 25 200 1000 4000 [t]

Overall Results for sample 4 : 8BB4 . Overall Results for sample 5 : 804
RNA Area; 1630 HNA Area: 170.1
RMA Concenfration: 79 ng/pl RHA Concentration: B2 ng/pl
RNA Ratio (285 | 185]: 16 FRNA Ratio (285 / 18s]: 20
RMA Inkegrity Mumber [RIN) 8.8 (B.02.03) RNA Integrity Number (RIN}: 9.0 (8.02.03)
Result Flagging Calor: Result Flagging Color:
Result Flagging Label; RIN: 8.80 Result Flagging Labsl: RIN:G
Fragment table for sample 4 : 884 Fragment table for sample 5 : B94
Name Starl Size [nt] End Size [nt] Area % of tolal Area Name Start Size [nt] End Size [nl] Area % of total Area
185 1.556 2,006 ns 193 188 1,580 1.877 293 172
285 3118 4,350 505 no 285 3,090 4.269 575 334

Figura 16. Ejemplo resultados obtenidos sobre la integridad del ARN utilizando el Bioanalyzer.
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3.5.4.3. Técnica de sintesis del c-DNA.

Para el proceso de sintesis de c-DNA es necesario utilizar entre 1-5 ul de RNA,
1 yl de Random Hexamer Primer (Invitrogen), 1 pl de dNTP (Invitrogen), y RNAse free
water hasta completar un total de 12 pl. Mezclar e incubar 5 minutos a 65°C. Después
del proceso de incubacion, dejar en hielo al menos 1 minuto y centrifugar 1 minuto en
TR.

Posteriormente, se afiade 4 ul de 5X First Strand Buffer (Invitrogen), 1 pl de
DTT (Invitrogen), 2 pl de SuperScript Ill Reverse Transciptase (Invitrogen),1 ul de
RNAsa Out, y mezclar pipeteando suavemente. Incubar a 25 °C durante 5 minutos.
Después del proceso de incubacion, se vuelve a incubar a 50 °C entre 30-60 minutos.
Todos los pasos se realizaron en el equipo PCR en un bloque termostatico. Para
inactivar la reaccion se incuba a 70°C durante 15 minutos. Inmediatamente, se guarda

a -20 °C o -80 °C hasta que se utiliza la muestra.

3.5.4.4. Sintesis de Primers.

Los Primers para los transportadores de Zn fueron disefiados por Primer
Desing (Southampton, UK). Las secuencias de los 24 transportadores humanos y los 3
housekeeping genes se reflejan en la tabla VIII. Todas las reacciones de RT-PCR se

han realizado para 50 ciclos.

Los housekeeping genes elegidos fueron: Gliceraldehido 3-Fosfato
Deshidrogenasa (GAPDH), 3-Monooxygenase/Tryptophan Tirosina 5 monooxigenasa
proteina de activacion (YWHAZ) y Ubiquitina C (UBC). Estos housekeeping genes han

sido elegidos para proporcionar una representacion mas precisa de la normalizacion.
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Gene Number Forward Reverse BP
SLC30A1 NM_021194 AAGACCCCAGCAGTTAGCA AGGTTGTTTGTTTGGCATGTTT 129
SLC30A2 NM_001004434 GAGAAGTCGTTGGTGGGTAC GAGGGAGAAGAGGCTGATGA 104
SLC30A3 NM_003459 CTTTGGCTGGCACCGTTCA CTCGATGTGGTAGTCGCTGTG 124
SLC30A4 NM_013309 GCACATTTGGAGTCCCTTTTC CATTGTTACCCTACTCTGATTCTTAG 96
SLC30A5 NM_022902 TTATAGAGCAGTTTGGATGGTTCA TTCATATTCTGGTGGCAATCTCA 137
SLC30A6 NM_017964 CATTTGGGTTTGAAAGATTAGAAGTC GTGTGTATCTCGGGCTGTTC 124
SLC30A7 NM_133496 TCCTGTGCCTGAACCTCTC AGTCGGAAATCAAGCCTAAGC 81
SLC30A8 NM_173851 AGGGAGATTTTAAGGATTTTGAGATG AGGGAAAGGGTAATGGGAGAG 104
SLC30A9 NM_006345 TCCATCCAGCCAGAACAAGT TGTAACAACTCGCCCATCAAA 150
SLC30A10 NM_018713 ATATCAAGATGCCAGCACAAAAAT GGGTTCCTTCAAGTCCACATT 97
SLC39A1 NM_014437 AGGAACAAGAGATGGTCAAGTC GTATAGTGTCCAACCTCTGATTCT 96
SLC39A2 NM_014579 TTTGGAGTCGCTGGCATTG TTTGAGGGTGAGGGTAAATGTC 126
SLC39A3 NM_144564 TTTGGAGGAGGGGTGTTTCT GGGTAGTCGGTGCTGATGT 107
SLC39A4 NM_01167 GCTGCTGCTGTCCCTGTAC GGTTTCTGGGCTGTAGGTTTG 107
SLC39A5 NM_173596 GGGGAGAATAGGAGCCAGAA AAGACGACCCACACACAGAA 105
SLC39A6 NM_012319 ACTACCATCATATTCTCCATCATCA CATCACCCATTATCACCATCCA 132
SLC39A7 NM_006979 GTTCTCCAAGGTCCAGTTTCC CCCCAATCACTCCCAAATCAG 144
SLC39A8 NM_022154 CTCTCCTCGGATTGATTTTGACT AATGCCTCTGGAATAAGTTGGAA 130
SLC39A9 NM_018375 AGTGGTTGTGGGTGAATAAAGG GAAATTAACAGCCAAGGGAATGAT 120
SLC39A10 NM_001127257 TGGTGATGGTGACAATGAAGAA GCAAATCCAAAGAGCAATCCTAA 84
SLC39A11  NM_139177 CTGAAATGTCCCTATAAAGAATGAGT TTGCTACCCCTGTTGGAGAA 86
SLC39A12 NM_152725 CTTGCCTTCCCCAGACTACT CCAGAGAGTGTTGAGGAGTTG 103
SLC39A13 NM_001128225 ATCGTGGTAATGGTGCTGTTC CCCTCTCTGCCTCTCACATAT 126
SLC39A14 NM_015359 TTGCCGCTTCCATAAATCAAAG AAACCCATCTGTAGCATAATCATTAG 127

Tabla VIII: Secuencias de primers humanos.

3.5.4.5. Metodologia q-PCR.

3.5.4.5.1. Prevencion de contaminacion.

Trabajar en campana de flujo laminar bien limpia a la que se aplic6 DNA-zap;
Utilizar puntas con filtro; Emplear RNAse-DNAse-free water; Utilizar un control
negativo (NTC) para ver si se forma primer dimer o ver si las muestras estan

contaminadas; Cada reaccion de RT-PCR, se trabaja con duplicados.
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ZNT1 ZNT1 NTC ZNT2 ZNT2 NTC ZNT3 ZNT3 NTC ZNT4 ZNT4 NTC

ZNT5 ZNT5 NTC ZNT6 ZNT6 NTC ZNT7 ZNT7 NTC ZNT8 ZNT8 NTC

ZNT9 ZNT9 NTC ZNT10 | ZNT10 NTC ZIP1 ZIP1 NTC ZIP2 ZIP2 NTC

ZIP3 ZIP3 NTC ZIP4 ZIP4 NTC ZIP5 ZIP5 NTC ZIP6 ZIP6 NTC

ZIP7 ZIP7 NTC ZIP8 ZIP8 NTC ZIP9 ZIP9 NTC ZIP10 ZIP10 NTC

ZIP11 ZIP11 NTC ZIP12 ZIP12 NTC ZIP13 ZIP13 NTC ZIP14 ZIP14 NTC

GAPDH | GAPDH NTC uBC UBC NTC YWHAZ | YWHAZ NTC

I MMOoOO|W|>

Tabla IX. Disefio de RT-PCR para la placa de 96 pocillos.

3.5.4.5.2. Procedimiento Q-PCR.

Para cada reaccion utilizada 5 pul (entre el 33.3 - 36.5 ng) de cDNA + 10 pl de
Primer Design 2x Precision™ Mastermix + 4 ul de RNAsa /DNAsa free water + 1 pl de

mezcla de primer mix (volumen total de reaccion de 20pl).

Primer Design 2x Precision™ Mastermix: Contiene 2x tampén de reaccion +
0.025 U/ul Tag-polimerasa + 5 mM MgCl, + 200 um de cada mezcla del dNTP.

Junto a esto, el mastermix contiene el colorante fluorescente SYBR-verde
(SYBR-green) de union al ADN que aumenta el nivel de fluorescencia al encontrar

ADN de doble cadena, asi como tinte de calibracién ROX.

En las copias del ADN de la muestra después de cada ciclo, la fluorescencia
aumenta. El valor recomendado para la plantilla es de 25 ng de cDNA. Sin embargo,
en nuestro experimento fue entre 33.3 -y 36.6 ng por reaccion. Como se sabe que en
algunos de los transportadores de Zn la expresion de genes baja, mediante la adicién
de una alta concentracion de cDNA plantilla, se garantiza la expresion en los genes

poco expresados.

La realizacion de RT-PCR se realizé en el equipo Applied Biosystems 7900 HT
RT-PCR. Se realizaron en cuatro etapas: 1°.- Activacion de la enzima a 95°C durante
10 minutos; 2°.- 50 ciclos de desnaturalizacion de la enzima a 95°C durante 15
segundos; 3°.- Recopilacion de datos utilizando el tinte SYBR-green a 60 ‘C durante 60

segundos; 4°.- Analisis de la curva de fusion.
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Curva de analisis: Es muy importante ya que debe dar un solo pico estrecho
sin "hombros" en torno al 80-85°C, mientras el primer-dimer generalmente tiene un
pico mas ancho y mas bajo formado a temperaturas inferiores de alrededor de 75°C.
Para cada una de las reacciones, se aseguré que no habia una sola curva de fusion
en todos los genes. Las curvas de calibracion se realizaron con diferentes

concentraciones del DNA.

3.5.4.5.3. Analisis de los datos.

Se realizé mediante el método de cuantificacién relativa, que mide la diferencia
en el numero de veces en la expresién génica a través de la relacién de puntos de
paso (crossing Point, Cp) con los valores normalizados de housekeeping genes (genes
de mantenimiento). Se eligié este método porque no requiere de estandares con una

concentracion conocida, como es necesario en el método de cuantificacion absoluta.

Relative Expression = -l

AACP = ACpGene of Interest - ACpCalibrator
ACpGene of Interest = CpGene of Interest — Average Ct Housekeeping genes

ACpCalibrator = Cp calibrator - Average Ct Housekeeping genes

Figura 17 - La expresion relativa entre 2 genes calculada utilizando la formula de expresion relativa.

La expresion relativa de dos genes se calculé midiendo ACp para el gen
calibrador y el gen de interés por separado. El calibrador puede tener cualquier gen en
el conjunto de genes. En nuestro caso hemos comparado con el mismo gen de una
muestra diferente. Utilizamos tres housekeeping genes (genes que se expresa in todas
las partes), como normalizados, GAPDH, UBC y YWHAZ. Estos 3 genes fueron
elegidos utilizando el software geNorm comparado con otros 12 genes de referencia
realizados por PrimerDesign (Southampton, UK). Los GAPDH, UBC y YWHAZ son

mas estables y se eligieron para el estudio. Para los datos de los transportadores se
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utilizé la media de la funcion GeoMean de Microsoft Excel. Los tres genes fueron un

promedio de uso de la funcién GeoMean en Microsoft Excel.

Se debe tener en cuenta durante la medicién con la cuantificacion relativa, que
la expresion relativa supone que la eficiencia de la reaccién es de 2.0 0 100%: E=10"
Vslopel | 3 ecuacion representa la eficiencia de la reaccion de RT-PCR, medida por la

pendiente de la curva estandar. La eficacia maxima se obtiene cuando es E = 2.

La eficacia se deriva de la pendiente de la curva de calibracion del gen de
interés. Esto se deriva de la pendiente de la curva de calibracién, donde la pendiente
de -3.3 es igual a la eficiencia del 100%. Por lo tanto, con el fin de comparar
satisfactoriamente dos conjuntos diferentes de datos, es fundamental que tengan la

misma eficacia entre ellos.

Curva de calibracion: Las curvas de calibracién se realizaron con diferentes
concentraciones de plantillas del DNA. Se hacen para medir la eficiencia de las
reacciones de RT-PCR, la correlacion eficiente, ordenada Y en el origen, asi como
para detectar la presencia de inhibidores de la PCR en la reaccién. En el experimento,
en cada dilucién se utilizaron las curvas de calibracion de 2, 5, 10, a partir de 100, 50,
10, 1, 0.5 y 0 ng de la plantilla de DNA.

3.5.4.5.4. Busquedas de BLAST.

Se realiz6 para garantizar que los primers empleados en los experimentos de
RT-PCR fueran especificos. Los nucleétidos de BLAST se hicieron en contra de las
secuencias humanas. Las secuencias en sentido y antisentido se insertaron para
asegurar que en el software se observara especificamente las secuencias que

contienen los primers.
Enlace web:

http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqgi?PROGRAM=blasth&BLAST PROGRAMS=mega
Blast&PAGE TYPE=BlastSearch&SHOW DEFAULTS=0on&LINK LOC=blasthome.
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3.5.4.5.5. Técnica de gel de agarosa.

El gel se utilizo para verificar la formacion de primer-dimer. Las muestras
de qPCR se han realizado en gel de agarosa al 1% en buffer Tris-acetate-EDTA
1X (TAE 1X) con 100V. El gel contiene un 1% de Orange G en glicerol para
sobrecargar el tampon. Se incorpord, bromuro de etidio en el gel para poder visualizar

las bandas bajo UV. Como marcador de utilizé Hyper Ladder (BIOLINE) para poder

visualizar las bandas.

ZnT10

Zip10

Zipl4

Figura 18: Imagen sobre al analisis realizado a una de las muestras analizadas.

3.6. Analisis estadistico de los datos.

El analisis estadistico se realiz6 mediante el programa estadistico SPSS 17.0
para Windows (SPSS Inc. Chicago, IL, USA). Para la expresiéon de los datos se ha
utilizado la estadistica descriptiva, indicandose los resultados de las variables
numéricas como media aritmética, desviacién estandar (X £ DE) y error estandar de la

media (EEM), y los resultados de las variables categéricas en frecuencias (%).

Hay que remarcar, que ante la dificultad en la extraccién de sangre de este

colectivo en el Cl del presente trabajo, se procedié a estimar mediante el analisis

100



Capitulo 3: Sujetos y Metodologia

estadistico a través de técnicas predictivas los valores de ingesta de Zn, plasma y
células sanguineas. Se utilizaron todos los puntos no suplementados a lo largo del

total de controles realizados, para estimar los valores del ClI.

Como paso previo a la ejecucién de un modelo paramétrico o no, se aceptd la

hipétesis de distribucion normal mediante el test de Kolmogorov-Smirnov.

En el estudio de los datos o variables numéricas, se utilizd el test de la t de
Student para muestras relacionadas, con la finalidad de evaluar la significacion
estadistica del cambio producido en las distintas variables numeéricas durante el
estudio. Para estudiar los datos o variables categédricas y establecer comparaciones
entre los grupos, se ha empleado el test de Mann-Whitney, ya que debido al caracter

cualitativo de dichas variables no podemos asumir normalidad.

En andlisis de regresion linear se utilizé para la busqueda de correlaciones
bivariadas, utilizando el coeficiente de correlacion de Pearson o de Spearman para

variables no normales.

3.7. Limitaciones del estudio general.

La dificultad en la recogida de la muestra en este tipo de poblacion itinerante
impide la recogida de datos de ingesta y realizar la extraccion de sangre de una
manera adecuada, teniendo en cuenta que éste es un estudio a largo plazo que
incluye la intervencion en diferentes periodos durante la fase de competicion y

temporada.

No ha habido disponibilidad completa de los individuos para realizarles la
valoracién de ingesta, antropométrica y bioquimica. Por ello, en nuestro caso, el
control inicial en la experiencia de suplementacion con Zn, se ha realizado a partir de
un estudio predictivo estadistico que facilite datos aproximados a los valores reales
para obtener resultados fiables, siempre comprobado a partir de datos obtenidos en
otros periodos experimentales en controles realizados antes de la suplementacion, y a

los mismos individuos que forman parte del estudio.
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Capitulo 4: Intervencion con Educacién Nutricional

Implementation of a nutrition education program in a handball team:

Consequences on nutritional status.

Articulo 1. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23889623.

Molina-Lépez J, Molina JM, Chirosa LJ, Florea D, Saez L, Jiménez J, Planells P,
Pérez de la Cruz A, Planells E. Nutr Hosp. 2013, 28(4):1065-1076.

4. Abstract.

Objective: To evaluate nutritional status and dietary habits after implementation
of a nutritional education program in professional handball players. Research methods
and procedures: Longitudinal study of 14 handball players evaluated with 72-h recall, a
questionnaire on food consumption and anthropometric measures during 4 months.
The intervention consisted of a nutrition education program. Results: Energy intake
was consistently below the recommended allowances. Macronutrient intakes as a
percentage of total energy intake were below the recommended allowances for
carbohydrates, and above recommended allowances for fats. Nutritional education was
followed by a significant increase (p < 0.01) in total energy and macronutrient intakes,
with no significant changes in macronutrient or micronutrient intakes after adjustment
for energy intake. Discussion: The imbalance in nutrient intake in handball players
suggests that detailed re-analysis is needed to determine specific recommendations for
this population. Nutritional education with continuous follow-up to monitor athletes’
dietary habits may lead them to adopt appropriate nutritional habits to optimize dietary
intakes. The lack of specific recommendations for micronutrient intakes in athletes
leads to confusion regarding appropriate intakes; biochemical tests that yield normal
values (albeit approaching cut-off values for deficiency) may disguise deficient status
for some nutrients when strenuous exercise is involved. Conclusion: In-depth studies
with nutrition education programs that include long-term follow-up are advisable to

avoid deficiencies that can lead to irreversible damage in competitive athletes.
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4.1. Abstract Espaiiol.

Objetivos: Evaluar el estado nutricional y los habitos dietéticos en respuesta a
la aplicacién de un programa de educacion nutricional en jugadores profesionales de
balonmano. Sujetos y metodologia: Estudio longitudinal realizado a una muestra de 14
jugadores pertenecientes a un equipo de balonmano de alto rendimiento, a los que se
les evalu6 mediante recordatorio de 72 horas, un cuestionario de frecuencia de
consumo, medidas antropométricas a lo largo de 4 meses, y a los que se les aplicé un
programa de educacién nutricional al inicio del estudio. Los valores de ingesta y de
frecuencia de consumo fueron comparados con las recomendaciones de
macronutrientes existentes para deportistas y micronutrientes para poblacion sana,
respectivamente, y con la piramide de alimentos para poblacién sana espanola.
Resultados: La ingesta de energia de los deportistas se situé por debajo de las
recomendaciones a lo largo de todo el estudio. La ingesta de macronutrientes respecto
a la energia ingerida, se situ6 por debajo de las recomendaciones para la ingesta de
carbohidratos y por encima de las recomendaciones para la ingesta de grasa,
mostrada en los resultados obtenidos de frecuencia de consumo de alimentos. La
educacién nutricional produjo un incremento significativo (p < 0,01) en la ingesta de
energia y macronutrientes tras su aplicacion. A pesar de ello, no se produjeron
cambios significativos en la ingesta de macronutrientes y micronutrientes al ajustar por
energia ingerida. Los niveles bioquimicos se encontraron dentro de los rangos de
normalidad durante todo el estudio. Discusion: El desequilibrio en la ingesta de
nutrientes presente en los jugadores de balonmano hace necesario realizar un ajuste
nutricional completo para poder establecer recomendaciones especificas para este
tipo de poblacién. La aplicacion de un programa de educacion nutricional monitorizada
de manera continuada mediante seguimiento en los deportistas, puede tener como
consecuencia la instauracion de habitos nutricionales adecuados que lleve a una
optimizacion en la ingesta. La ausencia de recomendaciones especificas de
micronutrientes en el deporte, provoca una cierta confusién a la hora de establecer
una ingesta adecuada de micronutrientes, ya que en muchos casos demuestran
normalidad en los niveles bioquimicos, aunque muy cercanos a la deficiencia,
pudiendo comprometer el estatus de algun nutriente en situaciones de ejercicio
extremo. Conclusion: Seria aconsejable realizar estudios exhaustivos de valoracion del
estatus nutricional que planteen la instauracion de programas de educacion nutricional
a largo plazo, con el fin de evitar carencias que deriven en danos irreversibles en el

deportista de competicion.
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Abstract

Objective: To evaluate nutritional status and dietary
habits after implementation of a nutritional education
program in professional handball players.

Research methods and procedures: Longitudinal study
of 14 handball players evaluated with 72-h recall, a ques-
tionnaire on food consumption and anthropometric
measures during 4 months. The intervention consisted of
a nutrition education program.

Results: Energy intake was consistently below the
recommended allowances. Macronutrient intakes as a
percentage of total energy intake were below the recom-
mended allowances for carbohydrates, and above recom-
mended allowances for fats. Nutritional education was
followed by a significant increase (p <0.01) in total energy
and macronutrient intakes, with no significant changes in
macronutrient or micronutrient intakes after adjustment
for energy intake.

Discussion: The imbalance in nutrient intake in
handball players suggests that detailed re-analysis is
needed to determine specific recommendations for this
population. Nutritional education with continuous
follow-up to monitor athletes’ dietary habits may lead
them to adopt appropriate nutritional habits to opti-
mize dietary intakes. The lack of specific recommen-
dations for micronutrient intakes in athletes leads to
confusion regarding appropriate intakes; biochemical
tests that yield normal values (albeit approaching
cut-off values for deficiency) may disguise deficient
status for some nutrients when strenuous exercise is
involved.

Conclusion: In-depth studies with nutrition education
programs that include long-term follow-up are advisable
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IMPLEMENTACION DE UNPROGRAMA
DE EDUCACION NUTRICIONAL EN UN EQUIPO
DE BALONMANO; CONSECUENCIAS
ENESTADO NUTRICIONAL

Resumen

Objetivos: Evaluar el estado nutricional y los habitos
dietéticos en respuesta a la aplicacion de un programa de
educacion nutricional en jugadores profesionales de
balonmano.

Sujetos y metodologia: Estudio longitudinal realizado a
una muestra de 14 jugadores pertenecientes a un equipo
de balonmano de alto rendimiento, a los que se les evalu6
mediante recordatorio de 72 horas, un cuestionario de
frecuencia de consumo, medidas antropométricas a lo
largo de 4 meses, y a los que se les aplicé un programa de
educacion nutricional al inicio del estudio. Los valores de
ingesta y de frecuencia de consumo fueron comparados
con las recomendaciones de macronutrientes existentes
para deportistas y micronutrientes para poblacién sana,
respectivamente, y con la piramide de alimentos para
poblacion sana espaiiola.

Resultados: La ingesta de energia de los deportistas se
situd por debajo de las recomendaciones a lo largo de todo
el estudio. La ingesta de macronutrientes respecto a la
energia ingerida, se situ6 por debajo de las recomendacio-
nes para la ingesta de carbohidratos y por encima de las
recomendaciones para la ingesta de grasa, mostrada en
los resultados obtenidos de frecuencia de consumo de ali-
mentos. La educacién nutricional produjo un incremento
significativo (p < 0,01) en la ingesta de energia y macronu-
trientes tras su aplicacion. A pesar de ello, no se produje-
ron cambios significativos en la ingesta de macronutrien-
tes y micronutrientes al ajustar por energia ingerida. Los
niveles bioquimicos se encontraron dentro de los rangos
de normalidad durante todo el estudio.

Discusion: El desequilibrio en la ingesta de nutrientes
presente en los jugadores de balonmano hace necesario rea-
lizar un ajuste nutricional completo para poder establecer
recomendaciones especificas para este tipo de poblacion. La
aplicacion de un programa de educacion nutricional moni-
torizada de manera continuada mediante seguimiento en
los deportistas, puede tener como consecuencia la instau-
racion de habitos nutricionales adecuados que lleve a una
optimizacion en la ingesta. La ausencia de recomendacio-
nes especificas de micronutrientes en el deporte, provoca
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to avoid deficiencies that can lead to irreversible damage
in competitive athletes.

(Nutr Hosp. 2013;28:1065-1076)
DOI:10.3305/nh.2013.28.4.6600

Key words: Handball. Nutritional education. Nutritional
assessment. Team sports. Supplementation.

Introduction

Changes are currently taking place in sports nutri-
tion in favor of strategies intended to favor the adapta-
tions that occur in response to training.! Acquiring
knowledge about athletes’ energy and nutrient needs is
a priority to facilitate maximum performance.>®
Training and nutrition are closely interrelated, since
optimum adaptation to meet the demands of repeated
training sessions generally requires an appropriate diet
in terms of the amounts and types of nutrients.”®

Although there is no specific set of dietary recom-
mendations or consensus regarding nutritional require-
ments during exercise,’ it is generally agreed that
athletes need to consume a diet consistent with recom-
mendations for the general population for overall good
health.'*!" Current studies have emphasized that nutri-
tion in athletes is often inadequate.*'> One of the most
important strategies to help athletes consume an
adequate diet is nutrition education.! The aims of this
strategy for athletes are identify and take appropriate
measures to meet nutritional needs, correct possible
deficiencies in food intake and promote optimum
health and performance.'""

The nutritional requirements for different sports are
determined by the game’s rules, duration and frequency
of competition, duration of the sports season, training
phase, number of players and substitutions that are
allowed during competition.'* Like other team sports,
handball is characterized by an intermittent pattern of
activity, with periods that requires mainly aerobic
metabolism as an energy source alternating with bursts of
highly intense activity that require mainly anaerobic
metabolism.'*" In this highly complex sport, successful
performance depends on a series of basic skills such as
strength, power, speed and endurance.'® During periods
of intensive training, the recommended intakes for
energy and macronutrients must be met, especially for
carbohydrates (CHO) and proteins, in order to maintain
appropriate body mass, optimal recovery of muscle
glycogen stores, and tissue construction and regenera-
tion. Fat intake should be sufficient to cover the

una cierta confusion a la hora de establecer una ingesta
adecuada de micronutrientes, ya que en muchos casos
demuestran normalidad en los niveles bioquimicos, aun-
que muy cercanos a la deficiencia, pudiendo comprome-
ter el estatus de algiin nutriente en situaciones de ejercicio
extremo.

Conclusion: Seria aconsejable realizar estudios exhaus-
tivos de valoracion del estatus nutricional que planteen la
instauracion de programas de educacién nutricional a
largo plazo, con el fin de evitar carencias que deriven en
daiios irreversibles en el deportista de competicion.

(Nutr Hosp. 2013;28:1065-1076)
DOI:10.3305/nh.2013.28.4.6600

Palabras clave: Balonmano. Educacion nutricional. Valo-
racion nutricional. Deportes de equipo. Suplementacion.

requirements for essential fatty acids,”"” and micronu-
trient intakes should not be overlooked since exercise
increases micronutrient requirements.'®?!

In the last 30 years there have been no studies
designed to analyze nutritional status in men’s hand-
ball teams or to investigate whether nutrition education
in handball players affects their nutritional status. The
present study aimed to evaluate professional handball
players’ responses to a nutrition education program in
terms of their clinical and nutritional status.

Material and methods

The present study involved 14 handball players and
was carried out between October 2009 and February
2010 during the first phase of training and competition
in the Honor B Division of the Spanish professional
handball league.

Subjects

Mean age of the participants was 22.9 + 2.7 years,
and all were members of the Puente Genil Handball
Club in Granada, Spain. Training took place an average
of 4 to 5 days per week and competition matches were
held once per weekend. Participation in the study was
voluntary, and after receiving information about the
procedures and objectives of the study, each participant
provided his informed consent in writing, and was
allowed to withdraw from the study at any time. The
study was approved by the University of Granada
Ethics Committee.

Dietary intake

Dietary intakes in all participants were recorded by
72-h recall,” and each 3-day recall period included one
Saturday or Sunday. Intakes were recorded during the
4-month study period at three times: baseline (control)
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in week O before the nutrition education program was
implemented, week 8 after the nutrition education
program, and week 16. Data on food intakes were
obtained in the course of individual interviews to
request information from each participant about the
types of foods and serving sizes. Recall accuracy was
facilitated with a set of photographs of prepared foods
and dishes that are frequently consumed in Spain.

The Nutriber® software program was used to convert
food intakes to absolute and percentage values of
recommended intakes of each nutrient for individual
athletes.” Estimated energy expenditure was calcu-
lated for each participant with the equation proposed
by the Food and Agriculture Organization (FAO)/
World Health Organization (WHO)/ United Nations
University (UNU).* Resting metabolic rate (RMR)
was calculated from body weight and height. Total
energy expenditure was calculated by multiplying
RMR by the appropriate activity factor. Macronutrient
intakes were compared with the recommended daily
allowances (RDA) proposed by the American Dietetic
Association (ADA) and American College of Sports
Medicine (ACSM).>¢ Vitamin and mineral intakes were
compared with the dietary reference intakes (DRI) for
the Spanish population and the European Union popula-
tion according to Cuervo et al.» Adequate intake levels
were determined by comparing actual intakes of each
nutrient with the recommended intake for each partici-
pant, and were recorded as < 75% of the RDA, between
75% and 100% of the RDA, and > RDA.

A questionnaire was used to obtain information
about consumption frequencies (CF) for a list of more
than 200 types of food. For each participant we compared
these frequencies with the recommendations proposed by
the Spanish Community Nutrition Society (Sociedad
Espanola de Nutricion Comunitaria, SENC),*? and
recorded the results as the percentage of participants
whose CF was below or above the recommended
number of servings. If the SENC had not issued a
recommended number of servings for a given food
because it is consumed only occasionally or in small
portions, we reported the results as servings consumed
per week.

Nutritional educational program

The educational intervention was designed ad hoc for
this type of study population by a team of nutrition
specialists. The intervention consisted of three phases.
First, the nutrition team explained, by personalized way,
aspects related with nutrition in general, with emphasis
on the different types of nutrients and their importance
for maintaining good health in basically healthy persons.
This was followed by education focusing more specifi-
cally on nutrition and physical activity. In this second
phase, the emphasis was on specific nutritional require-
ments in persons who perform continuous physical
activity, and on frequent errors in nutrition in this popu-

lation. In the third phase, researchers responded to the
questions each participant individually raised at any
time throughout the study period, to provide additional
information and clarification.

Biochemical analysis

Blood samples for laboratory analyses were
obtained after a 12-h fast after the last training session
in each time period, and were collected in the morning
after the participants had abstained from eating and
drinking overnight.

Venous blood was drawn, centrifuged to separate
plasma and red blood cells, and stored at -80° C. Labo-
ratory values were determined for glucose, transferrin,
albumin, prealbumin, creatinine, high-density lipopro-
tein, low-density lipoprotein, triglycerides, total
cholesterol concentrations and iron with enzymatic
colorimetric tests in a Hitachi Modular P autoanalyzer
(Roche Diagnostics, Grenzach, Germany). These data
were used to verify adequate nutritional status in all
participants and rule out the possibility of nutritional
alterations that might have affected the findings.

Data analysis

The data are reported with descriptive statistics. For
numerical variables we used the arithmetic mean, stan-
dard deviation, confidence interval and standard error
of the mean. The results for categorical variables are
reported as percentage frequencies. To determine
whether the data fitted a parametric model, the
Kolmogorov-Smirnov test was used to verify normal
distribution. For comparisons we used single-factor
analysis of variance. Linear regression analysis was
used to identify correlations by calculating Pearson’s
bivariate correlation coefficient. All statistical analyses
were done with SPSS v. 17.0 for Windows.

Results

The general characteristics of the participants (age,
height, weight, body mass index, VO, max, body fat
and estimated energy expenditure and estimated
energy intake) are shown in table I. Mean estimated
intake was significantly greater (p < 0.01) in week 8
and week 16 compared to week 0. No significant
differences were seen for any of the other nutritional
parameters compared across the three time points.

Food intake

The results for energy, macronutrient and fatty acid
intakes as a percentage of the allowances for athletes
recommended by the ACSM and ADA?® are shown in

Implementation of a nutritional program
on handball players
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Table I
Characteristics of the participants

Sample characteristics

Measurement Mean SD
Age (years) 22.9 27
Height (m) 1.87 0.06
VO, max (mL-min-kg") 60.44 5.19
Estimated energy expenditure (kcal-day™) 3,534.64 169.63
Week 0 Week 8 Week 16
Mean SD Mean SD Mean SD
Weight (kg) 86.72 5.36 86.47 5.59 86.38 4.81
Body mass index (kg/m?) 2472 1.12 24.61 1.30 24.62 1.14
Body fat (%) 11.58 253 11.60 245 11.57 2.34
Estimated energy intake (kcal-day") 2,974.50 211.12 3,355.10¢ 325.30 3,328.64 306.13
All data are expressed as the mean and standard deviation (SD).
“Statistically significant differences between Week 0 vs Week 8, and vs Week 16 (p < 0.01) according to Student’s t-test.
Table IT
Macronutrient intake in handball players
Measurement points
Week 0 Week § Week 16
Recommendation* Mean SD Mean SD Mean SD

Energy

Per day (kcal-day™) 2,974.50 211.11 3,355.08" 325.31 3,328.64° 306.13

Per unit body mass (kcal-kg") 44 34.45 3.56 3891 4.15 38.54¢ 294
Protein

Per day (g-day™) 104-147 133.43 14.32 146.64 35.64 147.04 25.51

Per unit body mass (kcal-kg") 1.2-1.7 1.54 0.22 1.70 0.44 1.70¢ 0.33

Per energy (mg-kcal-day™') - 44.93 4.58 43.68 9.32 39.67 542
Carbohydrate

Per day (g-day™) 519-865 360.91 27.64 421.50 49.24 416.80° 38.82

Per unit body mass (kcal-kg") 6-10 4.17 041 4.88 0.60 4.82¢ 0.36

Per energy (mg-kcal-day') - 121.67 10.26 125.54 6.35 12551 9.07
Fat

Per day (g-day™) 78-95 118.57 2252 132.22 17.75 129.57 21.79

Per unit body mass (kcal-kg") 09-1.1 1.37 0.28 1.53 0.19 1.49 0.21

Per energy (mg-kcal-day') - 39.67 542 39.45 423 38.80 4.45

All data are expressed as the mean and standard deviation (SD).

Macronutrient intakes are expressed as g-day'. kcal-kg"' and mg-kcal-day'.

*Recommended intakes for athletes according to the ADA®.

“Statistically significant differences between Week 0 vs Week 8, and vs Week 16 (p <0.01).
bStatistically significant differences between Week 0 vs Week 8, and vs Week 16 (p <0.05).

table II. Energy intake was below the recommended
amount at all three time points. Compared to week 0
(baseline), energy intake was significantly higher (p <
0.01) at week 8 and week 16 after the nutrition educa-
tion program was implemented.

Protein intake met the recommended amount at
week 0 and week 8 but not at week 16, when intake was
slightly above the recommended amount of 147 g-day'.
At week 16, protein intake was significantly higher

than at week O (p < 0.05). Carbohydrate intake was
significantly higher after the nutrition education
program at week 8 and week 16 than at week 0 (p <
0.01). Despite the significant change in this macronu-
trient with time, the reference value was not met at any
of the three time points. In contrast, fat intake was
above the recommended amount at all three time
points, and the difference between week 0 and week 8
was significant (p <0.01). When the data were adjusted
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Table 11T
Fatty acid intakes in handball players

Measurement points

Week 0 Week 8 Week 16
Recommendation* Mean SD Mean N Mean N

Saturated fatty acids

Per day (g-day™) - 39.42 8.94 40.09 7.20 40.54 12.02

Per energy (mg-kcal-day') - 13.21 2.54 11.95 1.90 12.02 2.63

Per energy (%) 10% 11.89 2.89 10.76 1.72 10.82 237

Per percentage of RDA (%) 100 % 151.92 34.33 155.07 30.47 155.16 41.04
Monounsatured fatty acids

Per day (g-day') - 40.13 5.53 48.82: 13.07 50.43° 11.81

Per energy (mg-kcal-day™') - 13.49 2.34 14.60 3.86 15.09 297

Per energy (%) 10 % 12.14 2.11 13.14 3.47 13.59 2.68

Per percentage of RDA (%) 100 % 155.75 33.83 188.42: 50.46 194.25 43.49
Polyunsatured fatty acids

Per day (g-day") - 12.52 3.34 14.20 4.63 1545 5.55

Per energy (mg-kcal-day™) - 4.18 0.90 427 1.48 4.64 1.64

Per energy (%) 10 % 3.76 0.81 3.84 1.33 4.18 1.48

Per percentage of RDA (%) 100 % 48.78 14.71 55.17 19.04 59.86 22.05

All data are expressed as the mean and standard deviation (SD).

Fatty acid intakes are expressed as g-day!, mg-kcal-day"!, percentage energy or percentage of the RDA covered.

*Recommended intakes for athletes according to the ADA®.

“Statistically significant differences between Week 0 vs Week 8, and vs Week 16 (p <0.01).
*Statistically significant differences between Week 0 vs Week 8, and vs Week 16 (p <0.05).

for each macronutrient separately as a percentage of
energy intake, there were no significant differences for
comparisons between any pair of time points.

The results for fatty acid intake showed significant
differences (p < 0.01 and p < 0.05) for monounsatu-
rated fatty acids (MUFA) between week 0 and week 8
(p<0.01), and between week 0 and week 16 (p < 0.05).
There were no significant differences between time
points when MUFA intake was recorded as an absolute
value or calculated as a percentage of total energy
intake. When fatty acid intakes as a percentage of total
energy intake were compared, we found that saturated
fatty acids (SFA) and MUFA intakes were above the
amounts recommended by the ADA and ACSM,>¢
according to which saturated, polyunsaturated (PUFA)
and monounsaturated fatty acids should each account
for 10% of the total energy intake.

The results for vitamin intake showed no significant
changes for any vitamin at any time point, with the excep-
tion of vitamin B, ,at week 8 and vitamins D and E at week
16 compared to week O (both p < 0.05). The intake of B
group vitamins (thiamin, riboflavin, niacin and vitamin
B,)as a percentage of total energy decreased significantly
(p <0.05) at week 8 after the nutrition education program
compared to week 0. Mineral intake showed no signifi-
cant changes for any of the minerals. When intakes were
expressed as a percentage of energy intake, significant
differences were found at week 16 compared to week O (p
< 0.05) for calcium, potassium and copper. In addition,
potassium intake showed a significant decrease at week 8
(p<0.05) compared to week 0.

Consumption frequency

Comparisons of the CF for different foods in our
sample of athletes (table VI) showed no significant
changes in any of the values except for beer and wine
intake, which was significantly higher at week 8
compared to week 0 (p < 0.05) (table VI). When we
compared the results with the recommendations of the
SENC for the healthy population,*?” a large percentage
of participants consumed fewer than the recommended
number of servings of potatoes, rice, bread, wholemeal
bread and pasta, vegetables, fruits, olive oil, milk and
dairy products. In addition, a large percentage of
participants did not meet the recommended number of
servings per day at any of the three time points (table
VI). None of the participants consumed more than the
recommended number of servings of any type of food
except for milk and dairy products: at each time point,
14.3% of the participants consumed more than the
recommended allowance.

The numbers for fish, lean meat, poultry and egg
consumption (servings/week) showed that most partici-
pants consumed more than the recommended number of
servings of each of these types of food. The frequency of
consumption was as high as 100% above the recom-
mended allowance for lean meats, poultry and eggs. For
fish, although approximately half of the participants
(42.9% at weeks 0 and 16, 50% at week 8) exceeded the
recommended number of servings, other participants
(between 14.3% and 35.7% depending on the time point)
consumed less than the recommended amount.

Implementation of a nutritional program
on handball players
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Table IV
Vitamin intakes in handball players

Measurement points
Week 0 Week 8 Week 16
Spain European
RDAs* RDAs* Mean SD Mean SD Mean N

Thiamin

Per day (mg-day™) 12 1.1 249 0.49 232 0.57 238 0.75

Per energy (mg-kcal-day')" 0.84 0.17 0.69° 0.15 0.73 0.27
Riboflavin 1.8 1.6

Per day (mg-day") 2.67 0.62 257 0.60 243 0.93

Per energy (mg-kcal-day')’ 0.90 0.21 0.76* 0.15 0.75 0.33
Niacin 20 18

Per day (mg-day™) 39.10 8.04 34.99 8.17 40.34 9.58

Per energy (mg-kcal-day')" 13.15 2.63 10.55 2.88 12.16 294
Vitamin B6 2.1 25

Per day (mg-day™) 2.88 0.68 2.69 0.53 3.02 0.53

Per energy (mg-kcal-day') 0.97 0.23 0.81° 0.18 0.91 0.19
Folic acid (mg) 400 200

Per day (mg-day™) 301.97 89.06 316.11 54.49 290.35 98.57

Per energy (mg-kcal-day)* 101.53 29.59 94.61 15.99 88.11 30.61
Vitamin B12 2 1.4

Per day (ug-day') 7.44 1.75 10.98 4.30 792 1.74

Per energy (ug-kcal-day') 249 0.58 327 1.27 2.39 0.56
Vitamin C 60 45

Per day (mg-day") 118.53 52.52 128.10 52.62 109.93 67.57

Per energy (mg-kcal-day)* 39.95 17.68 39.29 17.83 33.68 2132
Vitamin A 1,000 700

Per day (ug-day') 898.16 305.88 893.79 397.46 991.28 499.82

Per energy (ug-kcal-day')’ 300.95 96.82 268.01 124.86 294.79 131.66
Vitamin D 5 10

Per day (ug-day-1) 5.31 2.63 6.47 3.75 8.75 3.69

Per energy (ug-kcal-day-1)* 1.78 0.88 1.97 1.26 2.65 1.07
Vitamin E 12 _

Per day (mg-day") 10.56 437 12.49 2.96 14.70 512

Per energy (mg-kcal-day') 3.50 1.30 377 1.05 443 1.53

All data are expressed as the mean and standard deviation (SD).

Vitamin intakes are expressed as mg-day' or pg-day'.
*Recommendations for the healthy population according to Cuervo et al.”
‘All data are expressed as a factor of 103.

“Statistically significant differences between Week 0 vs Week 8, and vs Week 16 (p < 0.05).

For legumes (servings/week), between 35.7% and
57.1% of the participants consumed fewer then the
recommended number of servings, and for nuts, CF
was below the recommended amount in 92.9% of the
participants at all three time points.

The CF of foods from the sausages and meat fats,
sweets, snacks, soft drinks, butter, margarine and
pastries, and beer and wine groups, which should be
consumed only occasionally and in moderation
according to current recommendations, is reported as
servings/day because these foods were consumed rela-
tively frequently by the participants in this study. Mean
CF for sausages and meat fats ranged from 0.85 to 1.03
servings/day depending on the time point. For the

group that included sweets, snacks and soft drinks, CF
ranged from 2.90 to 3.03 servings/day depending on
the time point.

Biochemical analysis

Table VII summarizes the biochemical profiles of
athletes at each of the three time points. The results
indicate that the values for all parameters were normal.
The values for lipid profile parameters showed signifi-
cant differences (p < 0.05) in high- and low-density
lipoprotein (mg/dL) at week 16 compared to week 0
and week 8.
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Table V
Mineral intakes in handball players

Measurement points
Week 0 Week 8 Week 16
ggil:l* Eﬁggiin Mean SD Mean SD Mean N

Calcium 800 700

Per day (mg-day") 1,251.36 338.19 1,383.33 365.24 1,235.28 392.57

Per energy (mg-kcal-day™')" 421.37 112.75 41391 114.60 367.19: 94.23
Phosphorus 700 550

Per day (mg-day") 1,682.58 318.01 1,809.93 437.88 1,814.46 228.40

Per energy (mg-kcal-day)* 566.01 104.17 538.75 116.18 546.23 64.31
Potassium 3,500 3,100

Per day (g-day™) 4,191.29 923.16 4096.86 653.42 3,983.64 854.64

Per energy (g kcal-day') 1,415.15 328.13 1,222.20 170.17 1,203.42: 269.13
Magnesium 350 -

Per day (mg-day™) 374.30 122.62 388.74 79.62 385.89 92.11

Per energy (mg-kcal-day)* 126.12 41.79 115.47 18.40 116.28 27.40
Iron 10 9

Per day (mg-day™) 24.15 8.50 24.87 4.96 2442 6.10

Per energy (mg-kcal-day')’ 8.19 3.09 745 1.52 7.39 1.88
Zinc 15 9.5

Per day (mg-day") 18.06 991 26.13 12.50 23.70 10.16

Per energy (mg-kcal-day')’ 5.98 3.29 7.59 4.17 7.06 297
Copper - 1.1

Per day (mg-day") 1.56 0.89 1.45 0.83 1.17 0.32

Per energy (mg-kcal-day')" 0.52 0.27 0.43 0.24 0.36* 0.10
lodine 140 130

Per day (ug-day) 105.37 68.22 96.24 44.81 110.51 50.25

Per energy (ug-kcal-day")’ 35.60 24.16 28.85 13.69 33.29 15.76
Selenium 70 55

Per day (ug -day™) 95.68 20.73 105.71 30.52 106.14 2353

Per energy (ug -kcal-day') 32.23 7.10 31.40 8.08 32.03 8.92

All data are expressed as the mean and standard deviation (SD).

Mineral intakes are expressed as mg-day™ or ug-day'.

*Recommendations for the healthy population according to Cuervo et al.”
‘All data are expressed as a factor of 103.

“Statistically significant differences between Week 0 vs Week 8, and vs Week 16 (p < 0.05).

Discussion

The main finding from our analysis of food and
nutrient intakes in professional handball players is a
tendency toward imbalances in nutritional status, as
previously found in other team sports.?** To date there
have been no studies that were designed to evaluate
overall nutritional status in male handball players.

Although the anthropometric parameters we studied
showed some similarities with the measures reported
by Chaouachi et al.* such as height and body weight,
the values for percentage fat were slightly higher in
their study compared to our participants. Sibila et al.*
found percentage values almost identical to those in
our study, and noted that in general, a greater mean
height and lower percentage of fat was often associated

with better team performance. In sports such as volley-
ball, handball and basketball, team members are
usually characterized by their tall stature and high
proportion of muscle mass,'* and the predominant body
type is mesomorphic tending toward ectomorphic.’ In
our participants, VO, max (mL-min-kg") was slightly
higher than in the sample of Croatian national handball
team players studied by Sporis et al.,'® and was similar
to the 58 mL-min-kg"' value reported by Rannou et al.*
as indicative of good aerobic capacity in the handball
players they studied.

Macronutrient intakes, whether considered in quan-
titative or qualitative terms, play a fundamental role in
performance during training and competition.®'” When
we compared macronutrient intakes as a percentage of
total energy intake, we found that our results were

Implementation of a nutritional program
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Table VII

Biochemical profile
Measurement points
Week 0 Week 8 Week 16

Nutritional status parameters Reference value Mean SD Mean SD Mean SD

Glucose (mg/dL) 70-110 85.15 5.67 84.15 723 87.85 6.22
Creatinine (mg/dL) 0.7-12 0.92 0.11 0.93 0.12 0.92 0.11
Iron (pg/dL) 59-158 84.21 30.73 81.57 17.717 98.28 54.62
Transferrin (mg/dL) 200-360 261.21 27.81 261.71 33.00 265.50 28.67
Prealbumin (mg/dL) 20-40 26.76 3.53 27.18 3.12 26.76 21
Albumin (mg/dL) 3552 4.68 0.15 4.68 0.21 4.76 0.19
HDL (mg/dL) 40-60 58.28¢ 13.58 57.28 12.28 61.00 13.30
LDL (mg/dL) 70-150 74.00 22.89 71.36* 20.84 83.07 22.59
Triglycerides (mg/dL) 50-200 64.50 26.59 69.86 27.00 57.00 14.83
Total cholesterol (mg/dL) 110-200 147.86 26.74 149.71 27.68 154.57 26.80

All data are expressed as the mean and standard deviation (SD).

“Statistically significant differences between Week 0 vs Week 8, and vs Week 16 (p < 0.05) according to Student’s t-test.

similar to those of Holway & Spriet,'* who analyzed
team sports similar to handball and found that
percentage CHO intake was below the allowances
recommended by the ADA and ACSM,*¢ whereas fat
and protein intakes were higher than the optimum
values. This finding is consistent with our results: we
found that CHO intake approached 50% of total energy
intake, compared to 18% for protein and 35% for fat
(fig. 1). Obtaining accurate information regarding
athletes’ energy and nutritional needs is a priority and
can facilitate strategies to achieve maximal perfor-
mance; moreover, a healthy and well-balanced diet
forms the basis of maximum performance capacity in
all athletes."

Baseline values for energy intake in our participants
was 2,974.50 + 211.11 kcal-day', a value similar to that
reported recently by Aguiar et al.* in elite athletes in
different team sports including handball. After the
nutrition education program was implemented in the
present study, energy intake increased significantly to a
maximum of 3,355.08 + 325.31 kcal-day'. This value
is consistent with the results of the metanalysis of team
sports in several countries by Holway & Spriet,'* who
found a similar result for energy intake measured with
the same method as we used here. However, despite the
increase in energy intake after the nutrition education
intervention, energy intake remained below the mean
energy expenditure. Aerenhouts et al.' evaluated

B Carbohydrates 2 Proteins O Fats
Week 16 35.71
=
3 Week 8 35.51
-
Week 0 34.92
0% 20% 40% 60% 80% 1009 | Fig. I.—Percentage macro-
nutrient intake referred to
Percentage total energy intake at each
time point.
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energy intake in sprint runners, and found, like others,
that energy intake was below energy expenditure.
Although energy balance is not a priority for training
and performance, athletes should aim to maintain
energy balance within healthy limits.** We note,
however, that although energy intake was below the
recommended values and increased after the nutrition
education program, plasma concentrations of nutri-
tional status indicators (i.e. albumin and prealbumin)
remained within normal limits throughout the study
period.

The main characteristic of team sports such as hand-
ball is the intermittent activity pattern in which high-
intensity and lower-intensity activities alternate. This
pattern thus combines the use of aerobic and anaerobic
systems, and CHO intake is the main source of fuel in
both energy systems.>!* In our participants, CHO intake
was clearly below the recommended allowance for
athletes of 6-10 g-kg-day' suggested by the ADA and
ACSM.** Low CHO stores may result in increased
levels of stress in athletes, which can in turn affect the
functional capacity of their immune system'. In the
present study we found a low CF for CHO-rich foods:
in a large percentage of participants, intake was less
than the amount recommended by the SENC*? for the
healthy population. This finding confirms an earlier
report by Ubeda et al.,” who found that the CF of CHO-
rich foods by Spanish combat sports athletes was very
low. Similarly, Farajian et al.*® noted that the CF of
foods such as potatoes, rice, bread, wholemeal bread
and pasta, vegetables and fruits, which are the main
sources of CHO, was low in a large percentage of
participants in their study.

Protein intake in the handball players we studied was
within the range of recommended values (1.2 to 1.7
g-kg-day!) proposed by the ADA and ACSM.>¢ In
contrast, fat intake was higher than the recommended
range (20% to 35% of total energy intake) proposed by
these organizations,* and was similar to the values for
fat intake found by Holway & Spriet."* According to
the CF in our participants, a high percentage consumed
more servings of fatty foods than the SENC recom-
mends.?? Excess fat consumption has been reported to
diminish glycogen stores in the muscle and liver, and
may compromise training intensity because of prema-
ture fatigue.”” However, research in rats found that the
prolonged consumption of a high-fat, low-CHO diet
increased muscle capacity for fat oxygenation by stim-
ulating mitochondrial biogenesis, and could increase
endurance.' Fatty acid intakes in the present study
exceeded current ADA and ACSM recommendations
(not more than 10% of total intake)*® for SFA and
MUFA, but PUFA intake was clearly below the recom-
mended value. This result is consistent with the find-
ings of Ruiz et al.** in a sample of participants similar in
age to those in the present study. However, plasma
concentrations of all components of the lipid and
protein profiles in our participants remained normal
throughout the study period.

Some authors have suggested that nutritional inter-
vention programs for athletes are the best option for
optimizing intakes since they can improve the quality
of the diet by favoring appropriate food choices.!* In
the present study the increased macronutrient intakes
after the nutrition education program led to increases in
energy intake; however, when the intake of individual
nutrients was determined as a percentage of total
energy intake, we observed no improvements in the
quality of the diet consumed by the athletes. This may
have been related with the fact that our program
consisted of a single session of nutrition education;
continuous education throughout the sports season
may be needed to achieve noticeable changes in
athletes’ dietary habits.

The role of micronutrients is fundamental during
exercise, since they maintain immune system func-
tioning, protect tissues against oxidative damage,
support good bone health and help repair muscle
tissue.?! Physical activity is said to foment excess loss
of micronutrients due to catabolism and excretion.'®*
Micronutrient intakes in the present study were
compared with the DRIs for the Spanish and European
Union population (based on data provided by Cuervo et
al.).» Our findings for vitamin intakes showed that all
B group vitamins as well as vitamin C exceeded current
recommendations. In fact, mean vitamin B, intake in
our participants was 784.39 + 307.41% of the recom-
mended allowance, a value similar to the el 854.7 =
93.8% figure found by Lun et al. in Canadian athletes *.
Like us, other authors**'%+ found that B group vitamin
intakes (especially vitamin B ) as well as vitamin C
intake were in excess of current recommendations. In
contrast, vitamin A, D and E intakes at all three time
points were below the DRIs for the Spanish and Euro-
pean Union populations, a finding also reported by
Iglesias-Gutiérrez et al.*in their study of adolescent
Spanish soccer players. Low vitamin intakes can alter
performance, while adequate intakes play a protective
role. The aim of dietary nutritional supplementation is
to achieve an appropriate nutritional status and restore
biochemical and physiological functions as determined
with specifically chosen biomarkers.*

In our sample of athletes, all mineral intakes were
close to the DRIs for the healthy Spanish and European
Union population (as reported by Cuervo et al.).” This
result is consistent with earlier findings by Lun et al.* in
Canadian athletes. Although mineral intakes in our
participants were above the DRIs provided by Cuervo
et al. for the healthy population,? it should be recalled
that in overall terms, the total energy expenditure esti-
mated for these athletes was not covered.** A further
consideration is that specific recommendations for
micronutrient intakes in athletes are lacking, so
reliance on recommendations developed for the
general population may underestimate the needs of
high-performance athletes. Moreover, the generally
inadequate quality of the diet in the handball players
we studied may mean that even after the nutrition
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education intervention, the significant increase in
energy intake may have been offset by a decrease in
some micronutrient densities.

Conclusions

The main findings of the present study show a
tendency toward imbalances in nutrient intakes in a
sample of professional Spanish handball players.
Nutritional status should be monitored to establish
specific recommendations for the population of
athletes. According to our results, the program of
nutrition education we used to improve the diet
consumed by athletes during three times into the
professional competition season, was insufficient to
achieve an appropriate balance between the partici-
pants’ nutritional requirements and the quality and
quantities of different foods and nutrients they
consumed, despite disciplinary habits of this popula-
tion. An intervention program prior and during
competition based on nutrition education for athletes
may result in appropriate eating habits that can lead to
a balanced diet able to meet their nutritional require-
ments over the long term.

The intermittent nature of handball play makes it
difficult to establish recommendations that will meet
the athletes’ actual requirements, because this sport
involves aerobic metabolism as the main energy
source, alternating with periods of highly intense
activity that require mainly anaerobic metabolism. To
add to this challenge, optimum performance in hand-
ball requires a combination of physical attributes such
as strength, power, speed and endurance.

An additional factor that needs to be considered is
the lack of specific recommendations for micronutrient
intakes in athletes. These allowances, once determined,
are likely to be higher than those recommended for the
non-athlete population. For most of the micronutrients
we analyzed, intakes were clearly inadequate to meet
the recommended allowances even for the general
population.
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5. Abstract.

Currently, research on athletes focuses on optimizing the nutritional status in
order to adjust their minerals requirements. This study was designed to evaluate
baseline nutritional status and the effect of a nutritional intervention based on
magnesium (Mg) supplementation, on plasma and erythrocyte concentrations of Mg
and zinc (Zn), and their relationship with training load. We analyzed training load by
recording the training volume, intensity and rating of perceived exertion (RPE) during a
four-month period, in 14 high-performance handball players. Intensity was studied in
different levels of residual heart rate (RHR). We analyzed nutrient intake and plasma
and erythrocyte concentrations of Mg and Zn by FAAS. All biomarkers were measured
at baseline, after two months of dietary supplementation with Mg, and after two months
without supplementation. RPE was associated with training volume at different
intensities of RHR. Mg supplementation significantly increased plasma Mg levels
during the supplemented period and preserved for subsequent changes in the non-
supplemented period. Erythrocyte concentrations of Mg and Zn show associations
between baseline and Mg supplementation. Mg levels were associated with training
volume at different intensities after supplementation. In conclusion, our findings in high-
performance handball players show that during competition, there is a relationship
between erythrocyte Zn and Mg levels, regardless of Mg supplementation or Zn intake.
Mg dietary supplementation tended to preserve changes in mineral levels during

training and competition.
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5.1. Abstract Espaiiol.

Actualmente, la investigacion en atletas se centra en la optimizacion del estatus
nutricional con el fin de ajustar sus requerimientos minerales. Este estudio fue
disefiado para evaluar el estatus nutricional inicial y el efecto de una intervencién
nutricional basada en la suplementacion con magnesio (Mg), sobre las
concentraciones de Mg y cinc (Zn) en plasma y eritrocitos, y su relaciéon con la carga
de entrenamiento. Se analizdé la carga de entrenamiento mediante el registro del
volumen de entrenamiento, la intensidad y el valor de esfuerzo percibido (RPE)
durante un periodo de cuatro meses en 14 jugadores de balonmano de alto
rendimiento. La intensidad fue estudiada en diferentes niveles de tasa residual (RHR).
Se analizé la ingesta de nutrientes y las concentraciones plasmaticas y eritrocitos de
Mg y Zn por FAAS. Todos los biomarcadores se midieron al inicio del estudio, después
de dos meses de la suplementacion dietética con Mg, y después de dos meses sin
suplementacion. RPE se asocido con el volumen de entrenamiento en diferentes
intensidades de RHR. La suplementacion con Mg aumentd significativamente Mg
plasma niveles durante el periodo suplementado y preservé de cambios posteriores en
el periodo de no suplementado. Las concentraciones eritrocitarias de Mg y Zn se
asociaron entre la al inicio y en el periodo suplementado con Mg. Los niveles de Mg se
asociaron con el volumen de entrenamiento en diferentes intensidades después de la
suplementacion. En conclusion, nuestros hallazgos en jugadores de balonmano de alto
rendimiento muestran que durante la competicion, existié una relacién entre eritrocitos
Zn y los niveles de Mg, independientemente de la suplementacién con Mg o la ingesta
de Zn. La suplementacion con Mg tendié a preservar los cambios en los niveles de

minerales durante el entrenamiento y la competicion.
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Abstract. Currently, research on athletes focuses on optimizing the nutritional
status in order to adjust their minerals requirements. This study was designed
to evaluate baseline nutritional status and the effect of a nutritional interven-
tion based on magnesium (Mg) supplementation, on plasma and erythrocyte
concentrations of Mg and zinc (Zn), and their relationship with training load.
We analyzed training load by recording the training volume, intensity and rating
of perceived exertion (RPE) during a four-month period, in 14 high-performance
handball players. Intensity was studied in different levels of residual heart
rate (RHR). We analyzed nutrient intake and plasma and erythrocyte concen-
trations of Mg and Zn by FAAS. All biomarkers were measured at baseline,
after two months of dietary supplementation with Mg, and after two months
without supplementation. RPE was associated with training volume at diffe-
rent intensities of RHR. Mg supplementation significantly increased plasma Mg
levels during the supplemented period and preserved for subsequent changes
in the non-supplemented period. Erythrocyte concentrations of Mg and Zn show
associations between baseline and Mg supplementation. Mg levels were asso-
ciated with training volume at different intensities after supplementation. In
conclusion, our findings in high-performance handball players show that dur-
ing competition, there is a relationship between erythrocyte Zn and Mg levels,
regardless of Mg supplementation or Zn intake. Mg dietary supplementation
tended to preserve changes in mineral levels during training and competition.

Key words: nutritional status, handball player, magnesium, zinc, erythrocyte

Considerable research has focused on the search  have been studied because of their implication
for strategies to optimize nutritional status in in sports performance and the potential bene-
athletes. One current trend is to use nutritional fits of supplementation. In this connection, other
supplements for this purpose [1]. Several minerals authors have reported [2] that athlete nutrition
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education programs usually aim to rectify dietary
inadequacies and promote optimal health and ath-
letic performance.

Magnesium (Mg) is required for a variety of
fundamental cellular activities involved in dif-
ferent physiological systems [3, 4]. Research has
shown that Mg insufficiency diminishes physical
performance, and that Mg status can affect exer-
cise capacity [4-6]. Some studies have found that
extreme exercise reduces Mg concentrations and
the number of erythrocytes or monocytes, and that
the decrease persists after the training session
had ended [7, 8]. Several authors have reported
that brief, intense exercise is associated with
hypermagnesemia, whereas moderate, prolonged
exercise appears to be associated with hypomag-
nesemia [7, 9-12]. Erythrocyte concentrations of
Mg may be low as a result of inadequate dietary
intake or an imbalance in Mg metabolism [13].

Zinc (Zn) has considerable effects on metabolism
during exercise [14-16], and plays a fundamen-
tal role in cell division, growth and maturation
[3]. Moreover, Zn is needed to ensure the function
of many enzymes that can affect physical perfor-
mance [17]. Zinc deficiency may be involved in the
development of insulin resistance and increased
susceptibility to oxidative damage [18-20]. Recent
studies have tried to elucidate the relationship
between Zn and other elements and exercise, by
focusing mainly on how this element is distributed
in the body in response to exercise [3, 14].

The findings of different studies to date have
been unclear regarding the effects of Mg supple-
mentation on physical performance [21]. Research
that investigated the changes in plasma Zn after
exercise has likewise yielded contradictory results
[22]. In light of these uncertainties, we attempted
a new approach to studying the behaviour of
these minerals. To date, there appear to be no
studies that recorded changes in the status
of these nutrients during prolonged periods of
intense competition in terms of specific variables
such as volume, intensity and rating of perceived
exertion (RPE). In this respect, it should be borne
in mind that the actual sports season for profes-
sional athletes involves a succession of stimuli
and responses triggered by repeated sessions of
training and competition. To our knowledge, the
present study is the first to evaluate nutritional
status and the effect of Mg supplementation on
plasma and erythrocyte concentrations of Mg and
Zn in a group of high-performance athletes, tak-
ing into account the training load parameters
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mentioned above. The present study was thus
designed to evaluate nutritional status at base-
line and the effect of dietary Mg supplementation,
on plasma and erythrocyte concentrations of Mg
and Zn in a group of high-performance hand-
ball players, and to determine the relationships
between these variables and training load.

Subjects and methods

Participants

The study was performed during the sports sea-
son (10/2009 to 02/2010), and all participants were
members of a handball team (n = 14) sponsored by
the Club Deportivo Puente Genil de Balonmano
(Granada, Spain), in the Honor B Division of the
Spanish professional handball league. The sam-
ple comprised 14 men (mean age 22.9 + 2.7 years)
who trained for an average of four days per week
in addition to competing in matches at weekends.

Participation in the study was voluntary. All
players provided their informed consent in writ-
ing, and were given detailed information at the
beginning and end of the study regarding the aims
and procedures involved. The study was approved
by the Research Ethics Committee of the Univer-
sity of Granada.

Dietary intake

To evaluate dietary intakes we used a proce-
dure consistent with a 72-h recall system over
three consecutive days (two working days and one
nonworking day). Three time points were used
during a four-month period: baseline, followed by
two months of dietary supplementation followed
by two months without supplementation. Food
intakes were recorded with the help of a manual
containing photographs of standard amounts of
different foods and prepared dishes. The partici-
pants were asked to identify the foods consumed
and describe the size of the portions as accurately
as possible.

Food intakes were analyzed with Nutriber®
software [23] to convert them into data for abso-
lute nutrient intakes and percentage values of
appropriate intakes according to individual needs.
Total energy expenditure was calculated as basal
metabolism for each participant multiplied by an
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activity factor of 1.7. Macronutrient intakes (car-
bohydrates, proteins and fats), as well as Mg and
Zn intakes were compared to reference intakes
[4, 24, 25]. Percentage macronutrient intakes in
relation to total energy intake were compared with
recommended dietary allowances (RDA) [26].

Supplementation

The dietary intervention consisted of daily sup-
plementation with 100 mg Mg as MgO for two
months starting immediately after baseline mea-
surements.

Training program

To record training parameters, we used three vari-
ables that defined training load: volume, intensity
and RPE. All participants trained for a mean of
four-to-five days per week, in addition to partici-
pating in competition matches at weekends.

Training volume was recorded during a four-
month period covering the professional handball
competition season, and divided into four, one-
month mesocycles. In each training session, we
recorded the number of minutes spent on each
type of exercise during warm-up and actual train-
ing in order to evaluate training load in each
weekly microcycle and each of the four-monthly
mesocycles.

Training intensity was recorded with Polar
S610 and Polar Team pulse meters (Polar Elec-
tro Ibérica, Barcelona, Spain) once per training
week. Finaly, 22 records of training sessions, 11
for each training period, were obtained. To calcu-
late maximum heart rate (HR,.x), we used the
“course navette” test of maximum aerobic power.
We also recorded baseline heart rate over one
week to obtain an accurate mean value. Heart rate
reserve or residual heart rate (RHR) was calcu-
lated as HR ., minus basal heart rate to establish
the level of intensity and the time each athlete
spent at each level. We assessed the volume train-
ing at three ranges of intensity: <60%, between
60% and 80%, and >80% RHR [27].

The RPE was used to determine whether the
amount of exertion was consistent with actual
intensity of exertion [28], defined in this study as
overall RPE as determined by each participant at
the end of each training session once per train-
ing week, (finaly 22 recorded training sessions, 11
for each training period). We calculated RPE as

the mean =+ standard deviation to evaluate per-
ceived load in each microcycle (week of training),
and mesocycle (month of training).

Nutritional education intervention

The educational intervention was designed ad
hoc by a team of nutrition specialists for this
type of study population. The intervention con-
sisted of three phases. First, the nutrition team
explained aspects related to nutrition in general,
with emphasis on the different types of nutrients
and their importance for maintaining good health
in basically healthy persons. This was followed by
education focusing more specifically on nutrition
and physical activity. In this second phase, the
emphasis was on specific nutritional requirements
in persons who perform continuous physical acti-
vity, and on the frequent errors in nutrition
in this population. In the third phase, team
members responded to the questions participants
raised at any time throughout the study period,
in order to provide additional information and
clarification.

Biochemical analyses

To separate blood cells and plasma, blood samples
were centrifuged in Venoject® tubes for 15 min at
3,000 rpm. The blood cell samples were washed
three times in saline solution, divided into aliquots
and stored at -80°C until analysis.

Samples were mineralized by wet acid diges-
tion using the method of Palacios et al. [29], and
Merck GR for analysis grade reagents (Merck,
Darmstadt, Germany). Concentrated erythrocyte
or plasma samples (0.4-0.4 mL) were placed in
a beaker, covered with an inverted watch glass
and placed in a preheated sand bath, after which
NOsH/CIO4H (1:1) was added. When the solution
had cooled, 5 N HCI was added.

Plasma concentrations of Zn and Mg were deter-
mined in all samples by FAAS (Perkin Elmer®
Aanalyst300, Norwalk, CT, USA). The background
correction used was based on the D2 method,
which required a single-element, hollow cathode
lamp for the element-specific absorption and
a deuterium lamp for the background absorp-
tion. The deuterium arc background correction
provided simultaneous correction for molecular
absorption and light scattering. The source of
energy for free atom production was heat in
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the form of an air-acetylene flame (Air Liquide,
Granada, Spain). The mixture was ignited in
a flame ranging in temperature from 2,100 to
2,800°C. Plasma and erythrocyte levels of Mg and
Zn were determined in samples that were diluted
in water (Milli Q quality) before the analysis.

The calibration line was calculated from a stock
solution of Mg or Zn at 1,000 mg/L (r? = 0.9995).
For quality control we used human serum Ca, Mg,
Li BCR304-BCR® Certified Reference Material for
Mg (Fluka, Madrid, Spain), and human serum Al,
Se, Zn BCR637-BCR® Certified Reference Mate-
rial, for Zn (Fluka, Madrid, Spain). The value
obtained for Mg was 12.22 + 0.05 mg/L (certified
value 12.25-14.32 mg/L), and the value for Zn was
1.12 £ 0.17 pg/L (certified value, 1.18-1.42 pg/L).
All samples were analyzed in triplicate.

Mg in plasma and erythrocyte samples was ana-
lyzed at a wavelength of 285.2 nm (slit 0.7 nm)
with a flow rate (air/CyH,) of 10/1.9 L/min. We
used a six-point calibration curve for Mg in the
concentration range of 0-0.3 mg/L established by
Perkin Elmer for quantification, and obtained
r2 = 0.9998. Plasma and erythrocyte levels of
Zn were analyzed at a wavelength of 213.9 nm
(slit 0.7 nm), using a flow rate (air/CyHjy) of
10/1.9 L/min. We used a six-point calibration curve
for Zn in a concentration range of 0-1 pg/L estab-
lished by Perkin Elmer for quantification, and
obtained r? = 0.9997.

Statistical analyses

The data are reported with descriptive statistics.
For numerical variables, we used the arithmetic
mean, standard deviation and standard error of
the mean. For categorical variables, we used per-

centage frequencies. To determine whether the
data fitted a parametric model, the Kolmogorov-
Smirnov test was used to verify the normal
distribution. For comparisons, we used single-
factor analysis of variance. Linear regression
analysis was used to identify correlations by calcu-
lating Pearson’s bivariate correlation coefficient.
All statistical analyses were performed with SPSS
v. 16.0 for Windows.

Results

Table 1 summarizes the characteristics of the par-
ticipants. There were no statistically significant
differences in any of the parameters between any
of the pairs of time points.

Training characteristics

Table 2 shows the results for volume, RPE and
the levels of intensity based on RHR for each
of the four-monthly mesocycles. Training volume
in mesocycles 2 and 3, with dietary Mg sup-
plementation differed significantly from volume
in mesocycles 1 and 4 without dietary Mg sup-
plementation (p<0.05). The mean overall RPE
during mesocycles 1 and 2 during the inter-
vention (dietary supplementation period) was
significantly lower than in mesocycles 3 and
4 (p<0.05), when dietary supplementation was
not used. There were no significant differences
between medium training volumes with or with-
out with dietary Mg supplementation.

During mesocycles 1 and 2, 30.35% of the
training volume was in the 60%-80% range of

Table 1. Anthropometric characteristics of the participants.

Measurement Subjects characteristics

Mean (SD)

Age (y) 22.9 (2.7)

Height (m) 1.87(0.06)

Time points
Bp S NS

Weight (kg) 86.72 (5.36) 86.47 (5.59) 86.38 (4.81)
Body mass index (kg/m?2) 24.72 (1.12) 24.61 (1.30) 24.62 (1.14)
Body fat (%) 11.58 (2.53) 11.60 (2.45) 11.57 (2.34)

Results are shown as mean and standard deviation (SD)

Bp: baseline point; S: after training with dietary supplementation; and NS: after training without dietary supple-

mentation.
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Table 2. Volume, intensity and rating of perceived exertion in each mesocycle of the dietary interven-

tion and non-intervention period.

With dietary Mg supplementation

Without dietary Mg supplementation

Mesocycle 1 Mesocycle 2

Mesocycle 3 Mesocycle 4

Mean Mean

Volume (min) 1,215 1,4802b 1,347.5 1,4622P 1,155 1,308.5

Mean + SD Mean + SD
Overall rating of 15.27 (1.26) 16.21(0.91) 15.78(1.13) 16.58(1.12) 16.85(1.00) 16.71(1.03)°
perceived exertion
Residual heart rate 55.60 (7.38) 56.01(8.29) 55.85(7.51) 46.32(7.32) 50.67(10.1) 48.30(8.51)
<60%
Residual heart rate 29.70 (2.96) 30.78 (3.73) 30.35(3.31) 36.94 (2.76)>P 34.60 (4.92) 35.87 (3.87)°
60%-80%
Residual heart rate 14.68 (4.52) 13.21(4.78) 13.80(4.49) 16.74(6.90) 14.74(5.26) 15.83(6.00)
>80%

Results are shown as mean and standard deviation (SD)

a Statistically significant difference (p<0.05) mean of mesocycles 1 versus mesocycles 2, mesocycles 3 and versus

mesocycles 4.

b Statistically significant difference (p<0.05) mean of mesocycles 2 versus mesocycle 3 versus mesocycles 4
¢ Statistically significant difference (p<0.05) mean of mesocycles 1 and 2 versus mean of mesocycles 3 and 4.

RHR, whereas during mesocycles 3 and 4 this
percentage increased to 35.87% (p<0.05). In
addition, our results show significant differences
(p<0.05) between mesocycle 3 and mesocycles 2
and 1. Bivariate analysis with Pearson’s correla-
tion coefficient revealed a statistically significant
correlation between overall RPE and the propor-
tion of training volume in the intensity range of
60%-80% RHR (p<0.01, r =0.64), and between the
former and the intensity range of >80% of RHR
(p<0.01, r = 0.76).

Evaluation of nutrient intakes

Our analysis of energy and nutrient intakes was
based on current RDA [24, 25]. We found statis-
tically significant differences (p<0.05) in energy
intake between baseline levels and both with and
without dietary Mg supplementation, with a sig-
nificant increase in energy intake following the
nutritional education program (table 3).

The percentage protein intake referred to
the RDA was 129.25 + 18.75% at baseline,
and increased to 147.04 £+ 25.51% during the
period without with dietary Mg supplementation.
For carbohydrates, the percentage of the RDA
covered at baseline was 69.76 + 6.92% at base-
line, with the highest percentage of the RDA for
this macronutrient recorded as 81.34 + 9.63% dur-
ing the period with dietary Mg supplementation.

For fats, the percentage RDA covered initially
was 152.99 + 31.52% at baseline, with this figure
increasing to 169.92 + 21.38% during the dietary
Mg supplementation period. Carbohydrate and fat
intakes were significantly higher during the sup-
plementation period than at baseline (p<0.05),
and carbohydrate and protein intakes were sig-
nificantly higher during the non-supplemented
period than at baseline (¢able 3).

The percentage, optimal, macronutrient intake
based on total energy intake, as calculated in
accordance with current recommendations [26],
showed that protein and fat intakes were above
the RDA. The only exception was fat intake during
the non-supplemented period, which was within
the range of recommended values.

Magnesium intake was 89.12% of the RDA at
baseline and 91.88% of the RDA during the period
without dietary Mg supplementation, compared
to reference values [4]. Mineral intake surpassed
100% of the RDA only during the supplementation
period, as a result of the dietary supplementation.
Significant differences in Mg intake were found
(p<0.05) at baseline compared with the period
with dietary Mg supplementation, and between
the baseline and the period without dietary Mg
supplementation.

Zinc intakes were above the RDA [4]. Signifi-
cant differences in Zn intake were found (p<0.05)
between baseline and supplementation periods.
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Table 3. Mean intake and percentage of the RDA covered for macronutrients, magnesium and zinc at

three time points.

Nutrients Recommended Intake
daily allowance Mean (SD)
Bp S NS

Energy (kcal/kg/day) 44 34.45 (3.56) 38.91 (4.15)2 38.54 (2.94)2
Macronutrients (g/day)

Protein 104-147 133.43 (14.32) 146.64 (35.64) 147.04 (25,51)?

Carbohydrate 519-865 360.91 (27.64) 421.50 (49.24)2 416.80 (38.82)2

Fat 78-95 118.57 (22.52) 132.22 (17.75)2 129.57 (21.79)
Macronutrients (g/kg/day)

Protein 1.2-1.7 1.54 (0.22) 1.70 (0.44) 1.70 (0.33)2

Carbohydrate 6-10 4.17 (0.41) 4.88 (0.60)2 4.82(0.36)2

Fat 0.9-1.1 1.37 (0.28) 1.53 (0.19)? 1.49(0.21)
Macronutrients (% E)

Protein 12-15 17.97 (1.83) 17.47 (3.73) 17.65 (2.54)

Carbohydrate 45-65 48.66 (4.10) 50.21 (2.54) 50.20 (3.62)

Fat 20-35 35.71 (4.88) 35.51(3.81) 34.92 (4.01)
Minerals (mg/day)

Magnesium 400 374.30 (122.62) 488.73 (79.61)2 388.73 (79.61)°

Zinc 11 18.06 (9.91) 26.13 (12.50) 23.70 (10.16)

Macronutrients (% RDA)
Protein
Carbohydrate
Fat

Minerals (% RDA)
Magnesium
Zinc

129.25 (18.75)°
69.76 (6.92)
152.99 (31.52)

89.12 (29.19)
164.18 (90.09)

141.85 (35.93)
81.34 (9.63)*
169.92 (21.38)*

116.37 (18.95)2
237.54 (113.53)

142.39 (28.54)°
80.33 (6.30)*
166.18 (24.30)

91.88 (21.93)
215.45 (92.36)

Results are shown as mean and standard deviation (SD)

a Statistically significant difference (p<0.05) Bp versus S and NS
b Statistically significant difference (p<0.05) S versus NS
Bp: baseline point; S: after training with dietary supplementation; NS: after training without dietary supplemen-

tation.

Relationship between training and
nutritional status

Bivariate analysis, showed no correlation between
training volume and biochemical Mg and Zn
levels.

We found significant correlations (p<0.01) at
60-80% of RHR volume training between plasma
Mg levels during the periods with and with-
out supplementation (r = 0.36) and (r = 0.38)
respectively. Furthermore, there were significant
correlations (p<0.01) at >80% of RHR training
volume between plasma (r = -0.28) and erythro-
cyte (r=0.52) Mg levels (figure 1). Zn plasma levels
were associated (p<<0.01, r = 0.26) with 60-80%
of RHR volume training during the supplementa-
tion period. There were no correlations at <60%
of RHR volume training between Mg and Zn
levels.
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Finally, RPE correlated significantly with ery-
throcyte Mg levels (r = -0.29; p<0.01).

Biochemical analyses

Table 4 summarizes the findings for the bio-
chemical parameters analyzed here. Clinical
parameters for nutritional status were within the
standard reference values at all three time points.

Plasma Mg concentrations were within the
reference range in all participants. However, com-
parisons of the values at different time points
showed significant differences (p<0.01) between
baseline and the periods with supplementation,
and without supplementation.

As regards Zn intake, plasma Zn concentrations
were above the reference values at all three time
points. However, we found no correlation between



Erythrocyte zinc and magnesium in athletes

20

=

Training intensity > 80% RHR
(percentage of time session)

2 2.1 22 2.3 24 25

Plasma Mg Wsp (mg/dL)

2.6

@
3

s
5

o
'

@
8
-

o
-com,
@as

o N

5 3

® ®wem omeo
.

o cdper oo
cman \meo o

.

* o emoe .

Training intensity > 80% RHR
(percentage of time session)

3

25 35 45 55 65 75

Erythrocyte Mg Wsp (mg/dL)

Figure 1. Correlation between training volume in >80% of RHR intensity range and plasma and
erythrocyte Mg concentrations at points without supplementation (NS), in high-performance handball

players.

Table 4. Biochemical parameters at three time points compared to reference values.

Biochemical parameters Reference Time points
(mg/dL) (mg/dL) Mean (SD)

Bp S NS
Transferrin 200-360 261.21 (27.82) 261.71 (33.00) 265.50 (28.67)
Prealbumin 20-40 26.76 (3.53) 27.19 (3.12) 26.76 (2.77)
Cholesterol 110-200 147.86 (26.74) 149.71 (27.68) 154.57 (26.80)?
Plasma Mg 1.7-2.6 2.06 (0.15) 2.27(0.18)2 2.28 (0.13)*
Plasma Zn 0.07-0.1 0.36 (0.16) 0.38(0.13) 0.48 (0.12)
Erythrocyte Mg - 48.21 (9.62) 43.22 (17.15) 43.30 (17.24)
Erythrocyte Zn - 1.13(0.33) 1.01 (0.33) 1.04 (0.31)

Results are shown as mean and standard deviation (SD)
a Statistically significant difference according to Student’s ¢ test (p<0.05) Bp versus S and NS.
Bp: baseline point; S: after training with dietary supplementation; NS: after training without dietary supplemen-

tation.

Zn intake and plasma concentrations at any time
during the study.

In erythrocytes, neither Mg nor Zn concen-
trations differed significantly between any two
time points. Bivariate analysis with Pearson’s
correlation coefficient revealed a positive corre-
lation (p<0.001) between Mg and Zn at baseline
(r = 0.83) (figure 2) and during the supplementa-
tion period (r = 0.87) (figure 2).

Discussion

The anthropometric profiles of the athletes who
participated in this study were similar for all
parameters, and our sample was consequently
highly homogeneous in this aspect.

Our results for macronutrient intakes showed
that protein and fat accounted for a large pro-
portion of the total energy intake. Many earlier
studies have reported similar findings and noted
imbalances in macronutrient intakes. For exam-
ple, Zalcman et al. [30] reported a protein intake of
17.6 +6.4% and a fat intake of 32.3 4= 5.7%, the lat-
ter value being slightly lower than in our sample
of handball players. Carbohydrate intake in our
sample was highest during the supplementation
period (4.88 + 0.60 g/kg/day), but was below the
recommended allowance [24, 26] of 6-10 g/kg/day,
and was lower than the 5.9 + 1.8 g/kg/day
value in the adventure racers studied by Zalcman
et al. [30]. In their sample of swimmers, Lukaski
et al. [15] obtained a carbohydrate intake of
440 + 33 g/day, a protein intake of 120 + 7 g/day
(both lower than in our sample), and a fat intake
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Figure 2. Correlations between Mg and Zn concentrations in erythrocytes at baseline (Bp) and after
supplementation (S) points in high-performance handball players.

of 149 + 9 g/day (higher than in our sample).
These results suggest that different nutritional
strategies are needed to achieve a balanced diet
in different types of athletes.

Our analysis of mineral intakes showed, unsur-
prisingly, that Mg intake increased significantly
(p<0.05) during the nutritional intervention
period as a result of the dietary Mg supplemen-
tation. No significant changes were found in Mg
intake in relation to diet without Mg supplemen-
tation. Some earlier studies of athletes found that
dietary intake did not cover 100% of the RDA for
Mg intake (400 mg/day), but led to Zn intakes
above 100% of the RDA (11 mg/day) [4]. In our
sample, as in other studies, the RDA for Mg was
covered only during the supplementation period,
whereas Zn intakes surpassed the RDA at all time
points [4].

A noteworthy aspect of nutritional research
in athletes is that most of the studies we
reviewed reported plasma and erythrocyte concen-
trations of Mg and Zn measured at baseline,
immediately after a specific exercise test used
to measure macronutrient levels, and in some
cases a only a few minutes after the test had
been completed. We aimed to improve upon this
methodology by measuring mineral concentra-
tions 12 h after training sessions had ended,
since during exercise, nutrient concentrations
can be expected to vary. As a result, the most
appropriate time to evaluate nutritional sta-
tus and test for possible deficiencies in athletes
is not immediately after exertion, but after
the body has had time to respond to changes
in nutrient levels and recover from transitory
deficits.

We monitored hydration status in our partici-
pants to avoid possible interference by this factor.
Biochemical analysis detected no deficiencies for
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Mg or Zn at any time point according to refer-
ence values for the adult population. After the
nutritional intervention and training period (dur-
ing both supplemented and non-supplemented
periods), we found that plasma Mg concentra-
tion increased significantly (p<0.05) compared to
baseline. Cinar et al. [9] reported significant diffe-
rences in plasma Mg levels (p<0.05) in a group
of athletes after Mg supplementation. Earlier
studies without dietary supplementation failed to
find changes in plasma concentrations of either
mineral in athletes after training [11, 31, 32]. In
our study, we found no changes in plasma Zn levels
between baseline and supplementation periods.
Cinar et al. [9] found no changes in plasma Zn
levels in Mg-supplemented athletes.

During the non-supplemented period, there
were no changes in Mg and Zn levels, despite sig-
nificant increases in their concentrations (p<0.05)
caused by training load in this last period.
These results may reflect the fact that the body’s
high Mg requirements prevent storage of this
mineral in tissues such as the liver or mus-
cle, so that it remains readily available in the
bloodstream during exercise, as described by Elin
[33], who attributed the lack of change to the
long, biological half-life of magnesium. However,
Cérdova [34] noted that both plasma and erythro-
cyte concentrations of Mg increased immediately
after completion of three different types of exer-
cise or test, and suggested that this change
reflected the redistribution of Mg. However, the
possible influence of dehydration may also have
contributed to these increases.

Several authors have noted that brief, high-
intensity exercise is associated with a hypermag-
nesemic state as measured in plasma, whereas
moderate exercise for prolonged periods appears
to be associated with hypomagnesemia [7, 9-12].
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The participants in our study performed strenu-
ous exercise, and we measured both plasma and
erythrocyte concentrations of Mg. Our long-term
follow-up documented the effects of subsequent
recovery from 12 hours of strenuous exercise.
During training sessions, the plasma concentra-
tion of Mg decreased while erythrocyte levels of
the mineral increased, probably because of the
anaerobic nature of the exercise [7, 9]. During
recovery, this process was inverted as a result of
the redistribution of Mg in different body com-
partments due to the increased demand during
exercise [7]. Associations found in our study, con-
firm this redistribution process supported by the
evidence that exercise caused temporal, intercom-
partmental Mg changes [35].

Newhouse et al. [1] criticized earlier studies
because of differences in the amount of dietary
supplements given to athletes, and because
supplements were given without establishing pre-
supplementation intakes. This made it impossible
to evaluate changes in Mg levels that might have
reflected actual deficiencies in this nutrient [8].
We determined Mg nutritional status at baseline,
and found that before the dietary intervention,
athletes in our study had inadequate dietary
Mg intakes based on the reference value for the
healthy adult population. Nielsen and Lukaski
[8] suggested that the best method to document
Mg status may be to evaluate whether mineral
intake is adequate. However, other authors have
pointed out the difficulties arising from the lack
of consensus on adequate Mg intake in athletes
[8, 36].

On the other hand, associations found in our
study between Mg and Zn levels in erythrocytes
were possibly caused by co-transport mechanism
into the red blood cells [37].

In conclusion, our findings in high-performance
handball players show that during competition,
there is a relationship between erythrocyte Zn and
Mg levels regardless of Mg supplementation or Zn
intake. Mg dietary supplementation tended to pre-
serve changes in mineral levels during training
and competition.
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6. Abstract.

Background: Strenuous physical activity can alter the status of folic acid, a
vitamin directly associated with homocysteine (Hcy); alterations in this nutrient are a
risk factor for cardiovascular disease. Handball players are a population at risk for
nutrient deficiency because of poor dietary habits. Objective: The aims of this study
were to evaluate nutritional status for macronutrients and folic acid in members of a
high-performance handball team, and determine the effect of a nutritional intervention
with folic acid supplementation and education. Design: A total of 14 high-performance
handball players were monitored by recording training time, training intensity
(according to three levels of residual heart rate (RHR): <60%, 60%—80% and >80%),
and subjective perceived exertion (RPE) during a 4-month training period. Nutritional,
laboratory and physical activity variables were recorded at baseline (Week 0), after 2
months of dietary supplementation with 200 g folic acid (50% of the recommended
daily allowance) (Week 8) and after 2 months without supplementation (Week 16). We
compared training load and analyzed changes in plasma concentrations of Hcy before
and after the intervention. Results: Bivariate analysis showed a significant negative
correlation (P < 0.01) between Hcy and folic acid concentrations (r = —0.84) at Week 8,
reflecting a significant change in Hcy concentration (P < 0.05) as a result of
hyperhomocysteinemia following the accumulation of high training loads. At Week 16
we observed a significant negative correlation (P < 0.01) between Hcy concentration
and training time with an RHR <60%, indicating that aerobic exercise avoided abrupt
changes in Hcy and may thus reduce the risk of cardiovascular accidents in high
performance athletes. Conclusion: Integral monitoring and education are needed for
practitioners of handball sports to record their folic acid status, a factor that directly
affects Hcy metabolism. Folic acid supplementation may protect athletes against
alterations that can lead to cardiovascular events related to exertion during

competition.
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6.1. Abstract Espaiiol.

Antecedentes: La actividad fisica extenuante puede alterar el estado de acido félico,
una vitamina directamente asociada con la homocisteina (Hcy); las alteraciones en
este nutriente son un factor de riesgo para la enfermedad cardiovascular. Los
jugadores de balonmano son una poblacién en riesgo de deficiencia de nutrientes
debido a los malos habitos alimenticios. Objetivo: Los objetivos de este estudio fueron
evaluar el estado nutricional de macronutrientes y acido félico de un equipo de
balonmano de alto rendimiento, y determinar el efecto de una intervencién mediante
educacion nutricional y suplementacién con acido folico y la educacion. Disefio: Un
total de 14 jugadores de balonmano de alto rendimiento fueron controlados mediante
el registro de tiempo de entrenamiento, la intensidad del entrenamiento (de acuerdo
con tres niveles de tasa cardiaca residual (RHR): <60%, 60% -80% y> 80%) y
percepcion subjetiva del esfuerzo (RPE) durante un periodo de entrenamiento de 4
meses. Las variables nutricionales, de laboratorio y de actividad fisica se registraron al
inicio del estudio (semana 0), después de 2 meses de suplementacién de la dieta con
200 mg de acido folico (50% de la cantidad recomendada diaria) (Semana 8) y
después de 2 meses sin suplementacién (semana 16) . Se compard la carga de
entrenamiento y analizaron los cambios en las concentraciones plasmaticas de Hcy
antes y después de la intervencion. Resultados: El anadlisis bivariante mostraron una
correlacion negativa significativa (P <0,01) entre las concentraciones de acido félico y
homocisteina (r = -0,84) en la semana 8, lo que refleja un cambio significativo en la
concentracion de Hcy (P <0,05) como resultado de la hiperhomocisteinemia después
de la acumulacién de altas cargas de entrenamiento. En la semana 16 se observo una
correlacion negativa significativa (P <0.01) entre la concentracién de Hcy y tiempo de
entrenamiento con un RHR <60%, lo que indica que el ejercicio aerdbico evitar
cambios bruscos de Hcy y por lo tanto puede reducir el riesgo de accidentes
cardiovasculares en deportistas de alto rendimiento. Conclusion: La monitorizacion y la
educacién nutricional son necesarias en jugadores de balonmano para registrar su
estado de &cido fdlico, un factor que afecta directamente el metabolismo de Hcy.
Suplementar con acido félico podria proteger a los atletas contra las alteraciones que
pueden conducir a eventos cardiovasculares relacionados con el esfuerzo durante la

competicion.
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Abstract

supplementation and education.

Background: Strenuous physical activity can alter the status of folic acid, a vitamin directly associated with
homocysteine (Hcy); alterations in this nutrient are a risk factor for cardiovascular disease. Handball players are a
population at risk for nutrient deficiency because of poor dietary habits.

Objective: The aims of this study were to evaluate nutritional status for macronutrients and folic acid in members
of a high-performance handball team, and determine the effect of a nutritional intervention with folic acid

Design: A total of 14 high-performance handball players were monitored by recording training time, training
intensity (according to three levels of residual heart rate (RHR): <60%, 60%-80% and >80%), and subjective
perceived exertion (RPE) during a 4-month training period. Nutritional, laboratory and physical activity variables

were recorded at baseline (Week 0), after 2 months of dietary supplementation with 200 ug folic acid (50% of the
recommended daily allowance) (Week 8) and after 2 months without supplementation (Week 16). We compared
training load and analyzed changes in plasma concentrations of Hcy before and after the intervention.

Results: Bivariate analysis showed a significant negative correlation (P < 0.01) between Hcy and folic acid
concentrations (r=—0.84) at Week 8, reflecting a significant change in Hcy concentration (P < 0.05) as a result of
hyperhomocysteinemia following the accumulation of high training loads. At Week 16 we observed a significant
negative correlation (P < 0.01) between Hcy concentration and training time with an RHR <60%, indicating that
aerobic exercise avoided abrupt changes in Hcy and may thus reduce the risk of cardiovascular accidents in high-
performance athletes.

Conclusion: Integral monitoring and education are needed for practitioners of handball sports to record their folic
acid status, a factor that directly affects Hcy metabolism. Folic acid supplementation may protect athletes against

alterations that can lead to cardiovascular events related to exertion during competition.

Keywords: Nutritional status, Sport, Folic acid, Supplementation, Homocysteine

Background

Folic acid is a vitamin needed by a number of enzymes
essential for DNA synthesis and amino acid metabolism
[1]. This nutrient is an important co-factor in the me-
thionine pathway, the most important source of methyl
groups in the human organism [2]. Low folic acid intake
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is known to contribute to increased levels of homocyst-
eine (Hcy) as a result of its interrelation with methionine
metabolism [2-6]. Inadequate intake of folic acid has
been described in athletes who practice different sports
[1], and athletes are often deficient in their intake of
total calories, carbohydrate, protein, and micronutrients
[7]. Some authors consider supplementation with folic
acid as an efficient way to reduce elevated Hcy levels
[8,9], and it has been suggested that in certain cases,
folic acid supplementation should be used for preventive
purposes [10]. Earlier findings have suggested that doses

© 2013 Molina-Lopez et al, licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the
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of 0.2 to 0.4 mg/d can achieve maximal reductions in
Hcy in healthy young populations, whereas doses up to
0.8 mg/d are needed to reduce Hcy in individuals with
coronary heart disease [11].

Regular physical activity (PA) can alter the requirements
for some micronutrients [1]. This makes it important
to choose foods carefully, taking into account the
quality and quantity of macronutrient intakes, since
requirements can vary depending on the type of exer-
cise performed [12].

Elevated plasma levels of Hcy are considered a risk
factor for cardiovascular disease (CVD) [13]. Regular
physical activity is now well established as a key compo-
nent in the maintenance of good health and disease pre-
vention, and has been specifically recognized to reduce
the risk of appearance of CVD by reducing chronic in-
flammation, which plays a key role in the atherogenic
process, blood pressure, body composition, insulin sensi-
tivity and psychological behavior [14,15].

In contrast, acute intense exercise has been shown to
increase plasma Hcy concentrations [14]. Several factors
have been reported to be associated with increases in
Hcy, such as endothelial cell injury, which stimulates
vascular smooth muscle cell growth, increases platelet
adhesiveness, enhances LDL cholesterol oxidation and
deposition in the arterial wall, and directly activates the
coagulation cascade [16]. Some research has concluded
that Hcy levels may be influenced by the duration, inten-
sity and type of exercise [6,14,17,18], whereas other
studies have identified lifestyle factors such as smoking,
eating habits and alcohol consumption [6,19,20], as well
as age, elevated blood pressure, renal failure [17,21] and
genetic factors [22], as factors that contribute to
increased plasma concentrations of Hcy. In addition, nu-
tritional factors such as reduced folic acid intake have
been implicated [3,13].

Several authors [4,13,22,23] have established a direct
relationship between regular physical exercise (PA) and
a reduction in CVD risk, although the data regarding
the effect of PA on plasma Hcy concentrations remain
controversial because of methodological differences
among different studies. Murakami et al. [13] noted that
these discrepancies may reflect differences in the
methods used to evaluate PA, the lack quantitative infor-
mation on training intensity or training time, and in
some cases the lack of adjustment for folate intake status
[4]. However, Venta et al. [14] suggested three possible
mechanisms that may explain the increase in Hcy with
increasing exercise intensity: increased free radical pro-
duction [15], increases in methylated forms such as cre-
atine and acetylcholine, and increases in the amino acid
pool as a result of protein catabolism. The need for re-
search in athletes who take part in different sports has
been suggested to be important in order to account for
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the high prevalence of hyperchromocysteinemia [15]. To
date, however, there have been no studies that evaluated
plasma Hcy levels while taking into account nutrient
intakes, training intensity and training time, and rate of
perceived exertion (RPE). Moreover, the relationship be-
tween PA and Hcy has not been studied in team sports
such as handball, in which intermittent activity
alternates with periods of intense aerobic activity [24].

In the present study our aims were to evaluate macronu-
trient and folic acid nutritional status in high-performance
athletes (handball players), and to determine the effect
on these parameters of training and a nutritional inter-
vention based on dietary supplementation with folic acid.
We analyzed the data in the light of training load and
plasma Hcy concentrations.

Methods
Participants
The study was done during the February to June 2010
sports season and all participants were members of the
handball team (n = 14) sponsored by the Club Deportivo
Puente Genil de Balonmano (Granada, Spain), in the
Honor B Division of the Spanish professional handball
league. The sample comprised 14 men (mean age 22.9 +
2.7 years) who trained for a mean of 4 days per week in
addition to competing in matches on weekends.
Participation in the study was voluntary. None of the
participants had evidence of CVD, diabetes or hyperten-
sion. All participants provided their informed consent in
writing, and were given detailed information at the be-
ginning and end of the study regarding the aims and
procedures involved. The study was approved by the Re-
search Ethics Committee of the University of Granada.

Anthropometric and biochemical measures

Body weight, body mass index and body fat percentage in
all participants were determined with a Tanita TBF-300WA
Body Composition Analyzer. Height was measured on a
scale to within the nearest 0.01 cm.

Blood samples for laboratory analyses were obtained
after a 12-h fast after the last training session in each
time period. Venous blood was drawn, centrifuged to
separate plasma and red blood cells, and stored at
-80°C. Folic acid concentration was measured with an
electrochemical luminescence immunoassay (ECLIA, Elecsys
2010 and Modular Analytics E 170, Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany) with a reference value of 3 pg/l
[25]. Plasma concentrations of Hcy were measured with
a fluorescence polarization immunoassay (IM®, Abbott
Laboratories, Abbott Park, IL, USA) [25]. Laboratory
values were determined for transferrin, prealbumin,
high-density lipoprotein, low-density lipoprotein and
total cholesterol to verify adequate nutritional status in
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all participants and rule out the possibility of nutri-
tional alterations that might have affected the findings.

Assessment of macronutrient and folic acid intake

To evaluate dietary intakes we used a food consumption
questionnaire [26] consistent with a 72-h recall system
during 3 consecutive days (2 working days and 1 non-
working day). During the educational intervention the
participants were instructed to abstain from consuming
caffeine or alcohol. Three time points were used during
a 4-month period: baseline (Week 0), followed by 2
months of dietary supplementation (Week 8), followed
by 2 months without supplementation (Week 16). Food
intakes were recorded with the help of a manual
containing photographs of standard amounts of different
foods and prepared dishes. To record portion sizes and
the amounts of different foods as accurately as possible,
the participants were asked to identify the foods
consumed and describe the size of the portions. Food
intakes were analyzed with Nutriber® software [27] to
convert them into data for absolute nutrient intakes and
percentage values of adequate intakes according to indi-
vidual needs.

Macronutrient intakes (carbohydrates, protein, and fat
and folic acid) were compared to reference intakes [28].
Percentage macronutrient intakes referred to total en-
ergy intake were compared with recommended dietary
allowances (RDA) [29].

Nutritional supplementation and education intervention
Dietary supplementation consisted of folic acid at 200
pg/d, starting on day 1 in Week 0 and ending on the
final day of this 2-month period in Week 8. For the
following 2 months no dietary supplementation was
used; this period lasted from Week 8 to Week 16, when
the study period ended.

The educational intervention was designed ad hoc for
this type of study population by a team of nutrition
specialists. The intervention consisted of three phases.
First, the nutrition team explained aspects related with
nutrition in general, with emphasis on the different types
of nutrients and their importance for maintaining good
health in basically healthy persons. This was followed by
education focusing more specifically on nutrition and
PA. In this second phase the emphasis was on specific
nutritional requirements in persons who perform con-
tinuous PA, since nutrition in this population is often
not well balanced, and supplements are often used to in-
crease performance [1]. In the third phase, team members
responded to the questions participants raised at any
time throughout the study period to provide additional
information and clarification.
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Training profile

To record training parameters we used three variables
that define training load: training time, intensity and
RPE. All participants trained for a mean of 4 days per
week in addition to participating in competition matches
on weekends.

Training time was recorded during a 4-month period
covering the professional handball competition season,
divided into four 1-month mesocycles. In each training
session we recorded the number of minutes spent on
each type of exercise until the desired training time was
reached. The first 2 months (mesocycles 1 and 2)
comprised the period of training when supplementation
was used (STp), and the following 2 months (mesocycles
3 and 4) comprised the period of training without diet-
ary intervention (NSTp). Total training time in each
mesocycle was calculated as the sum for all training
sessions and competition match times.

Training intensity was recorded with Polar S610
and Polar Team pulse meters (Polar Electro Ibérica,
Barcelona, Spain) once per training week, for a total of
22 final recorded training sessions (11 for each training
period). To calculate maximum heart rate (HR,,,) we
used the course navette test of maximum aerobic power.
We also recorded baseline heart rate during 7 days to
obtain an accurate mean value. Heart rate reserve or re-
sidual heart rate (RHR) was calculated as HR,,,, minus
basal heart rate to establish the level of intensity and
the time each athlete spent in each level [30]. We used
three ranges of intensity: <60%, between 60% and 80%,
and >80% RHR.

The RPE was used to determine whether the amount
of exertion each participant perceived was consistent
with actual intensity of exertion once per training week,
for a total of 22 final recorded training sessions (11 for
each training period). The participants indicated one of
the three levels of perceived exertion at the end of each
training session. We calculated RPE as the mean+
standard deviation (SD) (n=14) to evaluate perceived
load in each mesocycle or month of training.

Training sessions were monitored and standardized by
using the same exercises in the same order and with the
same duration across sessions. The results were
compared as the mean+SD (n=14) for each of the
three study periods.

Data analysis

The data are reported with descriptive statistics. For nu-
merical variables we used the arithmetic mean, SD and
standard error of the mean. The results for categorical
variables are reported as percentage frequencies. To de-
termine whether the data fitted a parametric model, the
Kolmogorov-Smirnov test was used to verify normal dis-
tribution. To check the homoscedasticity of the
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variables, the Levene test was used. Between-group
comparisons were made with the chi-squared test and
single-factor analysis of variance. Linear regression ana-
lysis was used to identify correlations by calculating
Pearson’s bivariate correlation coefficient. All statistical
analyses were done with SPSS v. 16.0 for Windows.

Results

The general characteristics of the participants are shown
in Table 1, and these characteristics did not change sig-
nificantly during any of the three study periods.

Assessment of macronutrient and folic acid intake
Energy, macronutrient and folic acid intakes are
summarized in Table 2, and are referred to RDAs for
athletes [28,29]. The main finding was a significantly
higher (P<0.01) folic acid intake in Week 8 compared
to Week 0 and Week 16, as a result of supplementation.
When folic acid intake was adjusted for energy intake in
Week 8 regardless of supplementation, the difference be-
came nonsignificant.

Macronutrient intakes were significantly higher (P < 0.05)
in Week 0 compared to Week 8 and Week 16 for
carbohydrates. Fat intake was significantly higher in
Week 0 and Week 8, and protein intake was significantly
higher in Week 0 and Week 16.

Table 3 shows the percentages of participants whose
macronutrient and folic acid intakes were within each
tercile of the RDA, or were above the RDA, in each of
the three study periods. The results show that folic acid
intake was above 100% the RDA in Week 8. In Week 0
and Week 16, intake was below 2/3 of the RDA in 42.9%
of the participants [29]. Mean carbohydrate intake was
below the RDA [28] at all time points, whereas fat and
protein intakes were above 100% of the RDA [28].

Training profile

The results in Figure 1 show the training loads recorded
during the study period. Training load is reported here
as training time, RPE and distribution among three

Table 1 Characteristics of the participants at three time
points

N=14
Measurement Mean SD
Age (years) 229 2.7
Height (m) 1.87 0.06
Week 0 Week 8 Week 16

Mean SD Mean SD Mean SD
Weight (kg) 86.72 536 8647 559 8638 481
Body mass index (kg/mz) 2472 112 2461 130 2462 114
Body fat (%) 1158 253 1160 245 1157 234

SD, standard deviation.
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levels of intensity during the intervention (STp) and
post-intervention periods (NSTp). There were no
statistically significant differences in training time be-
tween STp and NSTp.

Overall RPE during STp was significantly lower (P < 0.05)
than during NSTp. With regard to the durations of diffe-
rent RHR levels (training intensity), a significant diffe-
rence (P<0.05) was found for the 60%-80% range,
which accounted for 30.35% of the total training time
during STp, and for 35.87% of the training time du-
ring the NSTp. There were no significant differences for
training intensity levels in the <60% range or the >80%
range.

Bivariate analysis to calculate Pearson’s correlation
coefficient detected statistically significant correlations
(P <0.01) between overall RPE and training intensity levels
of 60%—-80% RHR (r = 0.64) and >80% RHR (r = 0.76).

Biochemical assays

The results of biochemical analyses are shown in Table 4.
There were no significant changes in plasma folic acid at
any time point, and all values were within the normal
range for the healthy population. However, plasma
concentrations of Hcy increased significantly (P < 0.05)
to above the normal range of values during the Week 8
and Week 16 periods compared to baseline values in
Week 0. Regarding the relationship between plasma
concentrations of Hcy and folic acid and training inten-
sity, we found that both plasma concentrations showed a
significant negative correlation (r=-0.75) (P < 0.01) with
the level of intensity of <60% RHR. Bivariate analysis
disclosed a significant negative correlation (P < 0.01) be-
tween Hcy and folic acid concentrations (r=-0.84) in
Week 8.

The other nutritional parameters studied here (albu-
min and prealbumin) showed no statistically significant
changes at any time point. Among the lipid parameters
we measured, HDL, LDL and total cholesterol were sig-
nificantly higher (P < 0.05) in Week 0 compared to Week
16, and HDL and LDL were significantly higher in Week
8 compared to Week 16.

Discussion
The results of the present study suggest that after the
dietary and educational intervention, there were no sig-
nificant changes in plasma concentrations of folic acid.
However, we did note changes in plasma Hcy levels, des-
pite the significant inverse correlation between the two
values. Folic acid supplementation may have reduced
cardiovascular risk during the NSTp in the handball
players we studied.

In the present study, increased food intake as a result
of nutritional education may have contributed to weight
maintenance throughout the experimental period, which
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Table 2 Energy, macronutrient and folic acid intakes at three time points

N=14 RDA Week 0 Week 8 Week 16

Mean SD Mean SD Mean SD
Energy (kcal/kg/day) 44% 3445 3.56 3891° 415 38.54° 294
Macronutrients (g/day)
Protein 104 - 147* 13343 14.32 146.64 35.64 147.04° 2551
Carbohydrate 519 - 865* 36091 27.64 421.50° 49.24 416.80° 38.82
Fat 78 — 95* 11857 2252 13222° 17.75 129.57 21.79
Macronutrients (g/kg/day)
Protein 12-1.7% 154 022 1.70 044 1.70° 033
Carbohydrate 6 - 10* 417 041 4.88° 0.60 482° 036
Fat 09 - 1.1* 137 0.28 1.53° 0.19 149 021
Macronutrients (% energy intake)
Protein 12 = 15%* 1797 1.83 1747 373 17.65 2.54
Carbohydrate 45 - 65%* 48.66 410 50.21 2.54 50.20 3.62
Fat 20 - 35%* 3571 488 3551 3.81 3492 401
Vitamins (ug/day)
Folic acid 400* 301.97 89.05 516.11° 54.49 290.35P 98.57

RDA, recommended daily allowance. SD, standard deviation.
* Values used for comparison were from previous publications [28,29].

@ Statistically significant differences (P < 0.05) between Week 0 vs. Week 8 and Week 16.

P Statistically significant differences (P < 0.05) between Week 8 vs. Week 16.

would avoid possible alterations in body weight as a re-
sult of poor dietary habits [1]. Regular PA is known to
alter the requirements for certain micronutrients [1].
Folic acid intake in the athletes studied here (Table 2)
was below the RDA except during Week 8, and was simi-
lar to the values reported by Rousseau et al. [12]. In this
connection, a meta-analysis by Woolf and Manore [1]

Table 3 Recommended daily allowance covered for
energy, macronutrients and folic acid at three time
points

Nutrient <2/3RDA >2/3RDA<RDA >RDA

Macronutrients (%)

Protein Week 0 - - 100
Week 8 - - 100
Week 16 - - 100

Carbohydrate  Week 0 357 64.3 -
Week 8 - 929 7.1
Week 16 - 100 -

Fat Week 0 - - 100
Week 8 - - 100
Week 16 - - 100

Vitamins (%)

Folic acid Week 0 429 429 143
Week 8 - - 100
Week 16 429 50.0 7.1

RDA, recommended daily allowance.

concluded that most studies which had analyzed folic
acid intake based on a 3-day (72-h) recall period obtained
values similar to those found in the present study. Sup-
plementation with folic acid was implemented after an
initial evaluation which showed the intake of this nutri-
ent to be inadequate. The amount used in the dietary
supplement was consistent with the theoretical basis
described by McNully et al. [11], who suggested that
doses of 0.2 to 0.4 mg folic acid per day may achieve
maximal reductions in Hcy in healthy young people,
whereas doses up to 0.8 mg folic acid per day would be
needed to reduce Hcy in individuals with coronary artery
disease. However, in the present study plasma Hcy con-
centration did not change despite the significant increase
in folic acid intake.

Regular PA is known to reduce the risk of CVD [6,12].
Handbeall, like other team sports such as soccer and field
hockey, is considered an intermittent intensity sport on
the basis of the aerobic energy pathways involved [31].
When we analyzed training load, we found a significant
negative correlation between exercise training time at an
intensity range of <60% RHR and plasma Hcy level
(Figure 2). Rousseau et al. [12] reported that athletes
who performed aerobic exercise had lower levels of Hcy.
This finding is consistent with our results; moreover, our
direct method for quantifying training load provided
data that can be considered accurate and reliable. How-
ever, a potential limitation that should be taken into ac-
count is that the present study was done under actual
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training conditions, although it seems that a better study
design would have been to (prospectively) control the
volume and intensity of PA to keep them equal among
participants.

Other authors reported different values for Hcy levels
after exercise; the variations among different studies
may reflect the use of indirect methods to quantify PA,
the lack of nutritional studies and differences between
studies in mean age of the participants [4,31,32].

It is worth noting that folic acid levels in plasma
were near the lower limit of normality. Other authors
found that a 5-mmol/l increase in plasma Hcy levels
(>10 mmol/1) was associated with a 60% increase in the
risk of coronary artery disease in men [8,33]. McCully
[10] noted that if the concentration of Hcy is between 8
and 12 mmol/], improvements in the quality of the diet
are needed to provide adequate vitamin intakes able to
maintain Hcy at concentrations that can reduce the risk
of coronary disease in adults. As described in the Results
section, there was a significant negative correlation be-
tween plasma Hcy levels and plasma folic acid levels in
Week 8. However, Hcy concentration increased despite
dietary folic acid supplementation. This finding suggests
that in contrast to the expected increase in plasma folic

acid concentrations and decrease in Hcy, the opposite ef-
fect was likely attributable to training. In most
participants in the present study, plasma levels of folic
acid were near the lower limit of the reference values
(4.2-19. ng/ml), and after the intervention there was no
significant change at the end of the supplementation
period or at the end of the post-supplementation period.
Konig et al. [5] showed that the increase in Hcy was
dependent on the initial plasma level of folic acid as well
as on training time. These authors attributed the increase
in Hcy to increased methionine catabolism, which
induced a greater influx of molecules with methyl groups
as a result of high-intensity PA [4]. A study by Borrione
et al. [15] analyzed team sports similar to handball but
did not use dietary supplementation. They found Hcy
levels that were much higher than those we found, and
folic acid levels similar to those in the athletes we
studied.

Our experimental approach was designed to evaluate
training load, nutritional and biochemical indicators in
an integrated manner to obtain accurate data in profes-
sional athletes during the sports season. Our method
emphasized accurate data capture for both training load
and dietary intakes. Variations in either of these factors

Table 4 Biochemical values of clinical and nutritional parameters at three time points

N=14 Study period
Biochemical parameters Reference value Week 0 Week 8 Week 16
Mean SD Mean SD Mean SD

Transferrin (mg/dl) 200 - 360 261.21 27.82 261.71 33.00 265.50 2867
Prealbumin (mg/dl) 20 - 40 26.76 3.53 27.19 3.12 26.76 2.77
HDL (mg/dl) 40 - 60 5829 13.58 57.29 12.28 61.00°° 1331
LDL (mg/dl) 70 - 150 74.00 22.89 71.35 20.84 8307 P 22.58
Total cholesterol (mg/dl) 110 - 200 147.86 26.74 149.71 27.68 154.57° 26.80
Folic acid (ng/ml) 42 -199 8.14 117 7.73 2.57 762 2.36
Homocysteine (umol/l) 5-12 11.64 265 13.92° 239 13.14° 1.96

HDL, high-density lipoprotein cholesterol; LDL, low-density lipoprotein cholesterol.

@ Statistically significant differences (P < 0.05) Week 0 vs. Week 8 and Week 16.
b Statistically significant differences (P < 0.05) Week 8 vs. Week 16.
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can affect plasma levels of Hcy and folic acid, so it was
important to avoid alterations that might compromise
the data this study was designed to seek.

Conclusions

Our study appears to be the first to use careful controls
for participants’ training load and nutritional and bio-
chemical status before, during and after the professional
sports season. Our results suggest that high-performance
athletes such as handball players may require preventive
dietary supplementation with folic acid to curtail the
effects of a sharp increase in blood Hcy concentrations.
This increase may be associated with a sudden increase in
the risk of CVD as a result of the high training load
accumulated in successive training sessions during the
professional competition season.
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7. ESTUDIO DE SUPLEMENTACION EN Zn.

A continuacién se describen todos los resultados, pendientes de publicacién,
obtenidos de la experiencia en la que se suplementé a los deportistas con Zn. La
muestra se monitorizé en el punto inicial y tras dos meses de suplementacion,
mediante valoraciones antropométrica, de ingesta, bioquimica, y, finalmente, de
expresion geénica. El presente apartado muestra los resultados correspondientes al

analisis comparativo realizado en la intervencion mediante suplementacion con Zn.

7.1. Valoracién Antropomeétrica.

En la tabla X se pueden observar las caracteristicas antropométricas
registradas para los individuos pertenecientes al estudio. A lo largo de la intervencion,
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre Cl y CS para
ninguno de los parametros estudiados a excepcién del somatotipo endomaérfico, en el
que se registro un descenso estadisticamente significativo (p=0.034) tras la

suplementacion con Zn respecto al control inicial.

Muestra Total Cl CS
Media (SD) Media (SD) Media (SD) p

Edad (afios) 24.8 + 3.68 - - -
Altura (cm) 1.89+0.04 - - -
Peso (kg) 93.2+11.2 92.5+ 111 93.9+11.7 .785
IMC (kg/m™) 26.1+2.84 259+275 26.4 +£3.03 .735
Compartimentos

Grasa (%) (Siri) 14.1+£2.10 14.8 £2.17 13.4+1.91 .121

Graso (kg) 13.2+£3.03 13.8 £ 3.06 12.7 £ 3.04 .255

Oseo (kg) 7.59+0.33 7.57 £0.34 7.60 £0.32 .671

Residual (kg) 22.5+2.70 22.3+2.68 22.6 £2.82 .785

Muscular (kg) 49.9 +6.08 48.9 £ 6.02 50.9 +6.22 470
Somatotipo

Endomorfia 428 +1.38 491 +1.38 3.70+1.15 .034

Mesomorfia 4.28 +0.94 4.23+1.02 4.32+0.90 .894

Ectomorfia 2.03+0.88 2.11+0.85 1.97 £ 0.96 .791

DE = Desviacion Estandar; P25, P50, P75 = Percentiles 25, 50 y 75.* = Porcentaje graso estimando a
través de impedancia bioeléctrica.

Tabla X. Resultados de parametros antropométricos sesgado por puntos de medicién.
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7.2. Valoracidn de ingesta de macronutrientes y Zn.

Los resultados sobre la ingesta de macronutrientes y Zn vienen mostrados en
la tabla XI. Estos resultados fueron comparados con las recomendaciones actuales

establecidas de energia y macronutrientes en deportistas por diversos organismos.”®

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas para la ingesta de
macronutrientes entre los dos controles realizados. La ingesta de Zn fue
significativamente mayor (p<0.001) en el CS respecto al Cl consecuencia de la

intervencién con Zn.

Cl CS
p IR
Media + DE % IR Media + DE % IR

Energia (kcal/dia)  3508.8 + 483.1 97.5 3453.9 £ 277.7 96.1 694  3597.5
Proteinas (g/dia) 157.5+ 306 142.2-100.4 141.7 £ 19.8 129.7-91.6 112 192kg1;17
CHO (g/dia) 406.7 + 45.4 73.3-44.0 430.9 +48.7 78.3-47.00 180 g6|—(1g'01
Lipidos (g/dia) 141.3 £ 28.7 176.9-101.1 137.1 £26.3 171.9-98.2 .595 20-35%
Zinc (mg/dia) 14.0 £ 1.22 93.16 17.7+£1.79 118.2 .000 15

DE = Desviacién Estandar; IR = Ingesta de Referencia; P = Diferencias estadisticamente significativas.

Tabla Xl. Ingesta de energia, macronutrientes y Zn comparando el control inicial con el control
suplementado.

7.3. Valoracion bioquimica.

En este apartado vamos a describir los resultados obtenidos en
parametros clinico-nutricionales y de Zn en muestras de plasma y células

sanguineas.

7.3.1. Parametros clinico-nutricionales.

Los valores obtenidos correspondientes a los parametros bioquimicos clinicos

analizados se muestran en la tabla XII. En general, se observa como la totalidad de la
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muestra se encontré dentro de los margenes establecidos para poblacién adulta sana,

tanto en el Cl como en el CS.

Cl €S Valor Referencia

Media (SD) Media (SD)
Glucosa (mg/dL) 70.8+11.0 62.2 £ 9.67 70-110
Urea (mg/dL) 422 +£9.25 354 +7.04 10-50
Creatinina (mg/dL) 1.17 £ 0.21 1.01+0.13 0.7-1.2
Acido Urico (mg/dL) 6.15+ 1.36 578 £1.20 3.4-7
Colesterol Total (mg/dL) 155.5 + 28.6 140.9 + 36.5 <200
Triglicéridos (mg/dL) 117.5+47.7 128.6 £ 67.7 <150
HDL (mg/dL) 51.1 £ 8.02 50.9+15.1 >35
LDL (mg/dL) 85.7+24.2 74.8+25.5 <100
GOT (UL) 32.6+7.41 279+ 817 1-40
GPT (U/L) 27.9+10.9 245+ 14.7 1-41
GGT (U/L) 21.5+8.20 214 +10.6 5-60
Alfa-Antitripsina 118.2+14.8 1349+ 215 90-200
Albumina (g/dL) 494 +0.19 4.83+0.15 3.5-5.2
Prealbumina (mg/dL) 28.9+5.09 29.0+5.15 20-40
Transferrina (mg/dL) 269.6 + 29.1 266.8 + 23.2 200-360
Fosfatasa alcalina (U/L) 88.4+13.3 76.4+£12.9 40-130
Hemoglobina (g/dL) 15.5+0.51 15.4£0.84 13-17
Hematocrito (%) 44 .4 £1.41 442 +2.02 40-50
Mg Suero (mg/dL) 2.34+0.13 2.20+0.10 1.7-2.6
Cu Suero (pg/dL) 63.9+7.20 93.4 +20.6 45-157
Fe Suero (ug/dL) 78.0+9.43 834 +153 59-158
Ca Suero (mg/dL) 9.76 £ 0.18 9.29+0.25 8.6-10.2
P Suero (mg/dL) 4.31+0.41 3.78 £ 0.39 2545
Superoéxido Dismutasa (U/mL) 1714 +1.84 1579+ 35.5 164-240
PAO (umol/L) 1426.19 + 242.62 1263.19 + 288.33 21.9-4378

DE = Desviacion Estandar.

Tabla XII. Valores bioquimicos en el Cl y CS respecto a los valores de referencia.

7.3.2. Resultados de Zn en plasma y células sanguineas.

Los resultados obtenidos de Zn, se han expresado en mg/dL tanto en plasma y

en células sanguineas. A continuacién, se pueden observar los resultados medios

obtenidos del Zn para los dos controles realizados (Cl y CS).

Los resultados obtenidos en el analisis de los parametros de Zn, mostraron

diferencias estadisticamente significativas para los valores plasmaticos de Zn (p<0.05).
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No se encontraron diferencias significativas en el caso del Zn en células sanguineas

durante la intervencion.

Muestra Total Cl CS
Media (SD) Media (SD) Media (SD) p
Zn Plasma (mg/dL) 0.14 £ 0.06 0.11 £0.04 0.17 £0.08 .028
Zn Células sanguineas (mg/dL) 1.40+0.40 1.53 £ 0.60 1.26 £ 0.20 .469

DE = Desviacién Estandar.

Tabla XIIl. Valores de Zn en plasma y en células sanguineas en el Cl y CS.

En el apartado de discusién se expresan los valores predictivos de sujetos

deficientes en Zn tanto en el Cl como en CS.

7.3.3. Evaluaciéon Hematologica.

En la tabla XIV, podemos observar los valores resultantes en el hemograma
realizado a los deportistas, tanto el hemograma completo como la férmula leucocitaria.
Se puede observar valores normales para todos los parametros analizados tanto en el

Cl como en el CS.
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Cl CS Valor
Media (SD) Media (SD) Referencia

Hematies 10‘? ul 5.10+0.20 5.11+£0.25 4555
Plaquetas 105./pl 273.6 +64.8 267.0 +46.6 150-410
Leucocitos 10° /ul 6.76 £1.18 6.71£1.33 4-10
Neutréfilos % 56.1£ 9.13 57.5+ 8.61 40-80
Linfocitos % 32.3+7.87 29.9+ 8.03 20-40
Monocitos % 7.21+1.28 6.59 + 1.22 2-10
Eosindfilos % 271+£1.34 3.44 £1.40 1-5
Basdfilos % 0.42+0.13 0.50+0.14 0-2
Inmunoglobulina G 928.0 + 148.2 898.5 + 159.5 700-1600
Inmunoglobulina A 228.0£97.5 217.6 £89.9 70-400
Inmunoglobulina M 100.7 + 38.6 102.9+40.4 40-230
C3 complemento 1149 +14.2 116.9+12.6 90-180
C4 complemento 20.6 £ 3.33 22.7 £3.99 16-38

DE = Desviacion Estandar.

Tabla XIV. Valores hematoldgicos en Cl y CS, y sus valores de referencia.

7.3.4. Evaluacion de la Expresion Génica.

Los resultados obtenidos en el estudio de expresion génica correspondiente a

los transportadores de Zn se muestran en el siguiente apartado.

7.3.4.1. Pureza e integridad del ARN.

La tabla que se muestra a continuacion (Tabla XV), contiene los resultados

obtenidos en los dos controles, referentes al analisis de pureza e integridad del ARN

observado tras la extraccién de los tubos PAXgene™ RNA tubes para sangre total,

empleando la técnica de extraccidon de ARN PAXgene™ Blood RNA Kit.

Caracteristica

Cl

Media + DE (Min-Max)

Cs
Media + DE (Min-Max)

RNA (ng/pl)

101.1 £ 28.4 (67.6 - 142.1)

143.6 + 36.3 (100.1 - 208.9)

Cl = Control Inicial;, CS = Control Suplementado; DE = Desviaciéon Estandar; Min = Minimo;, Max =

Maximo.

Tabla XV. Resultados de la cuantificacion del RNA en la muestra de sangre en el Cl y CS.
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Los resultados correspondientes a la integridad del ARN mediante el analisis

con Agilent Bioanalyzer se muestran en la tabla XVI.

Caracteristica Cl CS
Media £ DE Media £+ DE
RNA (RIN) 8.80 £0.29 9.18 +£0.27

DE = Desviacion Estandar

Tabla XVI. Valores medios de integridad del ARN en la muestra total.

7.3.4.2. Expresion de los transportadores de Zn.

En el apartado correspondiente al analisis de expresion de la muestra total, se
ha descrito como se realiza la expresién y cdmo se obtiene el valor final. A
continuacion se muestran los resultados ACt obtenidos sobre la expresion de los

genes correspondientes a los distintos transportadores (Tabla XVII).
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Muestra Total Cl CS
Media (SD) Media (SD) Media (SD) p
ZnT 1 SLC30A1 6.84 £ 1.53 7.51+1.92 6.42+1.11 178
ZnT 2 SLC30A2 12.7+£ 3.47 144 +£4.10 114 +£1.11 .671
ZnT 3 SLC30A3 13.8 + 1.61 14.5+1.82 13.2+1.22 241
ZnT 4 SLC30A4 8.41+0.42 8.26 £ 0.37 8.57 £0.43 232
ZnT 5 SLC30A5 6.31+£1.48 6.93 +1.91 5.74 £ 0.60 .104
ZnT 6 SLC30A6 5.83+0.42 5.65 +£0.32 5.98 +0.45 .166
nT7 SLC30A7 5.38 +0.40 5.36 £ 0.28 5.35+0.51 .970
ZnT 8 SLC30A8 12.7 £1.96 13.7£2.83 11.8+1.38 .160
ZnT9 SLC30A9 6.56 £ 1.00 6.99 £ 1.33 6.19£0.38 .192
ZnT 10 SLC30A10 14.1+£1.96 14.4 +£2.83 13.8+£0.82 .806
ZIP 1 SLC39A1 5.36 £+ 0.48 541+£0.68 5.33+0.27 .562
ZIP 2 SLC39A2 149 +1.71 14.4 £ 1.91 15.4 £ 1.46 .295
ZIP 3 SLC39A3 6.31 £ 0.86 6.75 £ 0.41 592 +0.99 .003
ZIP 4 SLC39A4 6.51+0.70 6.76 £ 0.57 6.28 £ 0.76 .092
ZIP 5 SLC39A5 11.2+3.20 13.0+3.24 9.53+2.20 .002
ZIP 6 SLC39A6 7.84 +2.29 8.76 £ 2.98 7.01 £0.99 ,205
ZIP7 SLC39A7 7.97 £0.50 8.15+0.58 7.80 £0.39 .197
ZIP 8 SLC39A8 714 £ 2.1 7.22+1.45 7.06 £2.64 .310
ZIP 9 SLC39A9 5.05+0.88 5.03+£0.73 5.06 £ 1.02 .822
ZIP 10 SLC39A10 6.21+0.84 6.59 £ 1.05 5.91+£0.46 .125
ZIP 11 SLC39A11 8.45 +1.37 9.40+£0.85 7.61+£1.20 .054
ZIP 12 SLC39A12 15.7 £1.27 15.5+1.60 16.0 £ 0.96 .516
ZIP 13 SLC39A13 7.06 £0.76 7.51+£0.64 6.44 £ 0.41 .006
ZIP 14 SLC39A14 8.85 £ 0.97 9.57 £ 0.89 8.19+0.43 .001

DE = Desviacién Estandar.

Tabla XVII. Valores de ACt en las muestras de sangre en el Cl y CS.

Los resultados correspondiente al analisis comparativo sobre la expresion de
genes en relacion a los transportadores de Zn, mostré un aumento significativo en la
expresion de los genes ZIP3 (p<0.01), ZIP 5 (p<0.01), ZIP13 (p<0.01) y ZIP14
(p<0.001) en el CS respecto al Cl. Los transportadores ZIP4 y ZIP11 rozaron la
significacion estadistica (p=0.092 y p=0.054 respectivamente). No se observaron

diferencias estadisticamente significativas para el resto de transportadores analizados.

Las siguientes figuras (Figura 19 y 20) clasifican los resultados obtenidos sobre
la expresion de los transportadores de Zn de mayor a menor grado de expresion. Se

muestra la expresion para el Cl y CS.
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Figura 19. Clasificacion de los transportadores de Zn en funcién del grado de expresién en
la muestra total (mayor a la izquierda; menor a la derecha) segun los valores ACt en el Cl.
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Figura 20. Clasificacion de los transportadores de Zn en funcion del grado de expresion en la muestra
total (mayor a la izquierda; menor a la derecha) segun los valores ACt en el CS.
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7.3.5. Estudio de correlaciéon del Zn con otros parametros.

El presente apartado muestra los resultados del estudio de asociacion entre los
parametros estudiados tras el analisis bivariante de Pearson tanto en el Cl como en el
CS.

La tabla XVIII muestra correlaciones encontradas entre los parametros
relacionados con el Zn y el resto de parametros. Entre los resultados obtenidos,
podemos destacar las correlaciones encontradas entre la ingesta de Zn y los
transportadores ZIP13 (r = 0.62; p<0.05) y ZIP14 (r = 0.69; p<0.05). Igualmente, los
valores en plasma de Zn esta correlacionado con el transportador ZIP 11 (r = 0.82;
p<0.01). No se encontré asociacion significativa entre los valores de Zn en células
sanguineas y otros parametros. En el CS, destaca la correlacion encontrada entre los

niveles de Zn en células sanguineas con el transportador ZnT 7 (r = 0.61; p<0.05).

Parametros relacionados con el Zn
Cl CS
Ingesta Zn ZIP 13 r=0.62* ZIP 14 r = 0.69* - -
Zn (Plasma) ZIP11 r=0.82** - Hematies r = 0.64* -
Zn (Células) - - ZNT7 r=0.61* -
SOD Plaquetas r = 0.69* - - -

p<0.05; **p<0.01

Tabla XVIII. Estudio de correlacion bivariante entre los parametros relacionados con el Zn.
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A continuacion se muestran los resultados obtenidos al realizar el analisis de

correlacion (Tabla XIX) entre los distintos transportadores de Zn.

Transportadores de Zn
cl cs
ZnT1 - - ZIP3 r = 0.62* -
ZnT4 ZnT5 r = 0.64* - - -
2075 ZnT4 r = 0.64* - ZnT6 r = 0.78** ZIP3 r = 0.83**
- - ZIP6 r = 0.85**
- - ZnT5 r = 0.78** ZIP3 r = 0.66*
ZnTé ; - ZIP6 r = 0.93*
ZnT7 ZIP3r=-0.67* ZIP5 r = -0.62* - -
ZnT7 r=-0.67* ZIP5 r = 0.69* ZnT1 r=0.62* ZnT5 r = 0.83**
ZIP3 - - ZnT6 r = 0.66* ZIP5 r = 0.67*
- - ZIP6 r = 0.72* -
ZIP4 - - ZIP5 r=0.73** ZIP9 r = 0.68*
ZnT7 r = -0.62* ZIP3 r = 0.69* ZIP3r=0.67* ZIP4 r=0.73**
ZIP5 - - ZIP8 r=0.61* -
ZIP8 r = 0.65* - - -
ZIP6 - - ZnT 5r=0.85** ZnT 6 r=0.93**
- - ZnT 9 r = 0.86* ZIP12 r = -0.88*
Z1p7 - - ZnT 2 r = -0.76* ZnT 10 r = 0.82*
- - ZIP2 r=-0.72*
ZIP 8 ZIP5r=0.65" - ZnT 1r=0.66* ZIP5r=0.61*
ZIP9 ZIP10 r = 0.79** - ZIP 4 r=0.68* -
ZIP10 ZIP9 r = 0.79** - - -
ZIP14 - - ZIP9r=0.67* -

* p<0.05; **p<0.01

Tabla XIX. Estudio de correlacion bivariante entre los transportadores de Zn.
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8. DISCUSION.

El presente trabajo forma parte de un proyecto general que trata de estudiar el
estatus de distintas vitaminas y minerales y sus requerimientos, en deportistas de élite.
Para ello, se ha realizado una evaluacion del estatus nutricional inicial y
posteriormente, una vez conocida la situacién de cada uno de los micronutrientes en el
individuo, abordamos de manera aislada cada micronutriente con la finalidad de
evaluar la respuesta ante una suplementacion. El objetivo final es recoger informacion
sobre las necesidades de micronutrientes en este deporte, evitando posibles

deficiencias.

En referencia a los resultados de ingesta, es de gran dificultad observar
correlaciones con los valores bioquimicas, ya que existen multiples factores que
dificultan valorar el estado real de los sujetos, como por ejemplo el dia de la toma de la
muestra bioldgica, la ingesta previa realizada a corto y medio plazo, el estado de salud
general y otras condiciones relacionados con el estilo de vida, asi como de otros
factores que afecten al equilibrio de los nutrientes a nivel organico, como la cantidad

de ejercicio realizado.

Respecto a los parametros bioquimicos es sabido que todas las medidas
bioldgicas conllevan cierto error cuya identificacion es fundamental en la interpretacion
de los resultados. La valoracion bioquimica como se menciona en el apartado de
antecedentes, puede verse afectada por la distribucién compartimental del Zn a través

de los distintos tejidos en respuesta al ejercicio, puede alterar los valores normales.

Con el estudio realizado sobre los transportadores de Zn, queremos tratar de
determinar si la intervencién realizada tiene como resultado un cambio en la expresion

de los distintos transportadores en respuesta a la intervencion.

8.1. Valoracion Antropométrica.

Los resultados obtenidos en la valoracion antropométrica, mostraron valores
[ 204 y

encontraron valores antropométricos similares en jugadores de la

normales en referencia al porcentaje graso de los deportistas. Cenk y co
Gorostiaga y col.?%

balonmano de alto nivel los obtenidos en nuestro estudio
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En este contexto, el somatotipo es uno de los parametros mas aceptables y
completos para ofrecer informacion completa sobre el perfil antropométrico de los
deportistas, combinando la masa grasa, masa muscular, asi como la linealidad de

|38

corporal.”™ Existen estudios que han analizado el somatotipo en deportes de equipo

206

como el baloncesto®® o el balonmano.?*’

La siguiente somatocarta muestra los resultados obtenidos en los dos controles
realizados. La disminucion significativa obtenida en el componente endomarfico de los
deportistas, tuvo como resultado una disminucion en del porcentaje de grasa corporal
aunque no significativo. La fuerza y la potencia en este tipo de deportistas unido a un
porcentaje graso, relativamente bajo, es caracteristico de deportes como el

baloncesto, voleibol, balonmano.
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Figura 21. Somatotipo medio resultante en el Cl y CS.

Al comparar nuestros resultados con los obtenidos por Bayios y col.* se
muestra como nuestros resultados se situan dentro de los de la zona de dispersion

referente al somatotipo identificado en jugadores de balonmano.

A lo largo del periodo competitivo, existen fluctuaciones a nivel antropométrico,
que hacen que se produzca un aumento y disminucién del rendimiento como
consecuencia de ello. Aunque las mediciones antropométricas es el método mas
utilizado en la literatura, los estudios examinan la validez y fiabilidad de las

mediciones. Hay que acentuar que todas las mediciones antropométricas fueron
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realizadas segun el protocolo ISAK,* cumpliendo criterios en los que no debia existir

un error superior al 5% en los pliegues y al 1% para el resto de parametros

antropomeétricos.
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Figura 22. Dispersién del somatotipo en diferentes deportes de
equipo;36 H = Balonmano; B = Baloncesto; V = Voleibol.

8.2. Valoracidn de ingesta de macronutrientes y Zn.

La metodologia empleada en la recogida de datos de ingesta nos aporta datos
de consumo de alimentos. Los trabajos que existen referentes al analisis de ingesta en
poblaciones, generalmente se realizan con recogida de datos por recordatorio de
consumo de alimentos durante las 24-48 horas anteriores, lo que aporta informacién
de ingesta de nutrientes a muy corto plazo, haciéndolo menos “real” en cuanto a
reservas de Zn en células sanguineas, por ejemplo. En nuestro caso se hico este
cuestionario retrospectivo evaluando un total de 72h. En un estudio previo publicado
por nuestro grupo,’® en el que evaluamos la ingesta explicamos la eleccién 72 horas
para evaluar la ingesta.?®®

Se sabe que el estudio de la ingesta de un grupo de individuos en términos de
consumo de alimentos y nutrientes, no aporta elementos definitivos sobre el estado
nutricional de los mismos. Existen una serie de mecanismos fisicos, bioquimicos y
fisioldgicos que determinan la concentracion de nutrientes en el alimento que se

ingiere, asi como en la absorciéon de los mismos, que esta a su vez influida por la
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presencia de otros nutrientes, metabolitos o antimetabolitos, al igual que su utilizacion,

almacenamiento y excrecion.

Los atletas necesitan consumir suficiente energia para mantener peso
adecuado y preservar una composicion corporal equilibrada.”® Una ingesta
inadecuada de energia en relacion al gasto de energia compromete el rendimiento y la
obtencion de beneficios en el entrenamiento. Los resultados obtenidos en nuestro
estudio, muestran una ingesta de energia y CHO por debajo del 100% de la RDA para
cada uno. La ingesta de Zn, se situ6 por debajo del 100% del la RDA para este mineral
en poblacion sana, en el Cl. La suplementacién con Zn aumenté significativamente la

ingesta de este mineral, alcanzando el 100% de la RDA en el CS.

BC| OCS
200
150 *
100 - = - S SR i
50
0
Energ(;jiie;)(kcalf Prot?jiir:;s(gf CHO (g/dia) Lipidos (g/dia) Zinc (mgdia)

Figura 23. Adecuacioén de ingesta de macronutrientes y Zn en el Cl y CS.

Holway y Spriet,”® en su revision realizada en deportes de equipo, obtiene un
porcentaje de la ingesta de CHO respecto al total de energia ingerida inferior a las
recomendaciones que las ADA y el ACSM realizan,”® mientras que las ingestas grasa
y la de proteinas fueron superior a la 6ptima. Estos resultados concuerdan con los
nuestros ya que la ingesta de CHO se acercé a 50% de la energia total, en
comparacion con el 16.21 y el 18 % para la proteina y 36.53 y 35.93% de grasa
(Figura 24).
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Figura 24. Adecuacion de ingesta de macronutrientes en funcién de la energia

consumida en el Cl y

Cs.

De la totalidad de la muestra, el 50% y el 46% de los sujetos se situaron por
debajo del 75% de la RDA propuesta por el ADA y el ACSM para la ingesta de CHO

en deportistas.”® Estos resultados han sido ya descritos previamente en publicaciones

anteriores donde esta misma poblacién presentaba una ingesta de CHO deficitaria.?*®

En nuestro estudio, no se encontré que existieran sujetos con ingesta por

debajo del 75% de la RDA para el resto de macronutrientes o para el Zn, teniendo en

cuenta que en el caso del Zn la comparacién la realizamos con valores de referencia

en poblacién sana.™

CHO (CI)

50%

B

H<75%RDA H>75% RDA

46%

R |

CHO (CS)
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Figura 25. Porcentaje de sujetos con ingesta deficiente de CHO en el Cl y CS.
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Las principales causas de la deficiencia de Zn en deportistas son inadecuados
los habitos alimentarios y las pérdidas excesivas a través del sudor.®® Estudios en los
que se determinaron la ingesta de Zn en atletas ademas de analizar el estatus de Zn
en plasma y células, observaron que a pesar de ingerir Zn en cantidades adecuadas
respecto a la ingesta dietética de referencia, presentaban una deficiencia de Zn en

plasma y eritrocitos.?"

Es importante sefalar para evaluar la ingesta dietética las ingestas
recomendadas utilizadas fueron para la poblacion deportista, en el caso de los
macronutrientes, y para poblacion adulta sana, en el caso del Zn."® Debido a que las
ingestas dietéticas de referencia para el Zn no se basa en la ingesta en deportistas,
estas recomendaciones pueden no ser suficientes para satisfacer las necesidades de
este grupo. Aunque las recomendaciones en macronutrientes ha sido bien

establecidas,’” poco se sabe acerca de las necesidades de vitaminas y minerales.

8.3. Valoracién bioquimica.

Para determinar el estado individual de Zn en poblaciones, generalmente se
emplea su concentracién en plasma a pesar de ser conocida que este elemento traza
se encuentra principalmente dentro de la célula.”’ El contenido de Zn en plasma esta
homeostaticamente regulado y se ve afectado por factores como el ritmo diurno, el
estrés, infeccién, el hambre, los niveles de proteina de plasma, que hacen que la
valoracién bioquimica de los niveles plasmaticos de Zn no sean considerados como un

fiel reflejo del estado de Zn.

8.3.1. Parametros clinico-nutricionales.

Los valores obtenidos correspondientes a los parametros bioquimicos clinicos
analizados en la tabla 13, mostré valores normales dentro de los margenes

establecidos para poblacion adulta sana, tanto en el Cl como en el CS.
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8.3.2. Zn en plasma y células sanguineas

Las valores de Zn en plasma mas ampliamente extendidos como referencia son
75-125 pg/dL (0.07-0.12 mg/dL).?"" Teniendo en cuenta estos valores, podemos
observar que en nuestro estudio existié6 un 33% de sujetos con estatus deficiente de
este mineral. La siguiente grafica muestra los valores medios presentes en cada

control con respecto al rango de referencia propuesto por Prasad.?"!

ocs uC|
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Figura 26. Contenido de Zn en plasma de Zn en Cl y CS.

El ejercicio puede tener un efecto directo sobre los niveles bioquimicos de Zn.
A nivel plasmatico se ha descrito un aumento de los valores de Zn como resultado de
su liberacion desde musculo al fluido extracelular consecuencia del dafio muscular
producido durante el ejercicio.?'? Cérdoba y Alvarez®', informaron que la concentracién
de Zn muscular disminuyd como consecuencia de una baja concentracién de Zn
plasmatico en atletas. Como el Zn interviene en la estructura de numerosas enzimas
metabdlicas, una deficiencia severa de Zn podria tener un impacto desfavorable en las
funciones musculares. Por tanto, un bajo nivel de Zn muscular en consecuencia podria

reducir la capacidad de resistencia.®?

En nuestro estudio, realizamos las extracciones de sangre tras 12 horas
posteriores al ejercicio. No tenemos como objetivo evaluar la respuesta
inmediatamente después del ejercicio, sino evaluar los valores en reposo ante
continuas sesiones de entrenamiento y competicién para ver si el estatus real (ya

estabilizado compartimentalmente) es deficiente o se situa dentro de la normalidad.
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Esto viene confirmado por un estudio realizado por Baltaci y col."? donde se observan
fluctuaciones en los valores plasmaticos de Zn a distintos tiempos después del

ejercicio, siendo necesario esperar a que se produzca la redistribucion compartimental.

A largo plazo, se ha informado que en corredores los niveles plasmaticos de Zn
en reposo, suelen ser mas bajos en comparacién con los controles sedentarios
(revisado®'). Esto podria indicar la existencia de un estado deficitario en Zn no
asociada a manifestaciones clinicas, debido a una ingesta de Zn inadecuada en la
dieta. Esta afirmacion puede confirmar nuestros resultados, ya que el ejercicio a largo
plazo que realizan nuestros jugadores durante la temporada, puede provocar su

deficiencia a nivel plasmatico.

Como se menciond en el apartado de resultados, el 33.33% de los sujetos
presentaron valores deficientes de Zn en el Cl, alcanzando valores normales en los
niveles de Zn el 100% de los sujetos tras la suplementacién (Figura 27). Esto podria
indicarnos como la suplementacion ha ayudado a corregir estos valores deficientes en

plasma. Giolo y col.?™

encontraron bajos niveles de Zn en deportistas, indicando una
posible deficiencia de Zn de origen nutricional, sugiriendo la necesidad de llevar a
cabo estudios de suplementacion en deportistas previamente diagnosticados

deficientes en Zn.

Zn Plasma (Cl) Zn Plasma (CS)

B Deficiente Zn BONormal B Deficiente Zn BONormal

Figura 27. Porcentaje de sujetos con deficiencia de Zn en plasma en Cl y CS.

Se ha descrito que el ejercicio intenso puede aumentar las pérdidas de Zn
como consecuencia de un aumento en la sudoracion, un aumento de la degradacién

de proteinas musculares en atletas que entrenan de forma continua, y mediante
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pérdidas urinarias (revisado®'). En estos casos, es aconsejable, previa evaluacion del

estatus, una suplementacion con Zn que normalice los niveles de este mineral.

La figura 28 muestra los valores de Zn en células sanguineas correspondientes
a la suma del contenido de Zn repartido en cada uno de los compartimentos celulares

sanguineos: eritrocitos, leucocitos y plaquetas.

ocs mCj
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Figura 28. Contenido de Zn en células sanguineas de Zn en Cl y CS.

En la figura 29, observamos la distribucion de Zn por cada compartimento
sanguineo, pudiendo observar que en el Cl el 93.2% del Zn se encuentra en las
células sanguineas y un 6.71% en plasma. Estos valores cambian en caso del CS, de
manera que el 88,4% del Zn se encuentra células sanguineas mientras que en plasma

llega a un 11,6% en el punto final.
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Figura 29. Porcentaje de Zn en los diferentes compartimentos
sanguineos.

8.3.3. Evaluaciéon Hematologica.

Segun los resultados obtenidos expresados en la tabla 15 del apartado de
resultados, correspondiente al hemograma y formula leucocitaria, podemos observar
que en general los deportistas muestran valores medios normales para todos los

parametros tanto en el Cl como en el CS.

8.3.4. Expresion génica de los transportadores de Zn.

El andlisis de la expresiéon génica realizado, forma parte de un estudio
novedoso realizado en poblacion deportista. En la actualidad, no existen estudios que
analicen la expresion de los transportadores de Zn en esta clase de colectivo. Como
se ha comentado en el apartado de antecedentes del presente trabajo, los
transportadores analizados han sido los relacionados con el Zn (SLC30 y SLC39). En
nuestro estudio, el andlisis de estos transportadores de Zn nos sirvié para determinar
cual de los 24 transportadores conocidos en la actualidad, se encuentra en tejido
sanguineo humano. Hasta el momento, no hay evidencia exacta sobre la distribucién

de estos transportadores en sangre en poblacion general o en deportistas.

Inicialmente, nuestra hipétesis plantea que los jugadores de élite presentan
ingestas de micronutrientes inadecuadas, que derivan en situaciones de deficiencia y
de bajos niveles de antioxidantes, alterando el estatus del resto de micronutrientes y

su distribucion compartimental, ademas de empeorar el rendimiento y la calidad de
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vida del deportista de élite. Nuestra intervencion viene justificada por el hecho de que
los transportadores puedan influir sobre la redistribucion en tejidos desequilibrando el
estatus de este mineral. Ademas, debido a que los valores de Zn plasmatico y celular
pueden verse afectados en procesos de inflamacion e infeccion aguda, u otros
factores, se podria desencadenar una fluctuacion tal de los niveles, que no reflejara los
depésitos tisulares reales. El estudio de transportadores de Zn, por tanto, podria

reflejar el estatus de este mineral en sangre en situaciones concretas.

Los resultados obtenidos del estudio comparativo en la evolucion de expresion
de transportadores antes y después de la suplementacion con Zn, se muestran en el
heat map (Figura 30). En rojo se muestran las mayores expresiones de
transportadores, observandose que la intensidad de color va disminuyendo hasta

llegar al negro, donde se considera que el gen probablemente no se expresa.

En el heat map se observa como en el Cl, los transportadores que se
expresaron menos o no se expresaron fueron ZnT2, ZnT3, ZnT8, ZnT10, ZIP2, ZIP 5y
ZIP 12, mientras que ZnT7, ZIP1 y ZIP9 fueron los transportadores que mas se
expresaron. En el CS, los genes que se expresaron menos o no se expresaron fueron
ZnT3, ZnT10, ZIP2 y ZIP 12, mientras que ZnT7, ZIP1 y ZIP9 fueron los

transportadores que mas se expresaron.
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Figura 30. Heat map en el Cl (en la columna de la izquierda) y CS (en la columna de la
derecha).
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En un estudio realizado en ratas por Song y co se observa una falta de

expresion de los transportadores ZnT3 y ZIP2. Debido a la localizaciéon mayoritaria del

transportador ZNT3 (cerebro y los testiculos),?™

ello justifica la ausencia de expresién
obtenida de este transportador en nuestro estudio. Con respecto al transportador
ZIP12, observamos que no se obtuvo expresion de este gen en el heat map. No hay
otra estructura, funcion o informacién disponible sobre el transportador ZIP12, al igual
que con el transportador ZnT10, del que se sabe juega un papel importante en la
homeostasis de Zn durante el desarrollo fetal.' Segun la literatura, nuestros
resultados afirman lo encontrado por otros autores en referencia al transportador ZIP2,
en los que se describe una expresion muy baja, estando muy limitada a determinados
tejidos como préstata, Utero, epitelio cervical, nervio éptico (revisado155).

En general, ZnT2 no se expresa por igual en los todos los tejidos. Su expresién
esta restringida a los tejidos con requerimientos Unicos en Zn, como el intestino
delgado, riién, la retina, la placenta, el pancreas, la glandula mamaria, los testiculos,

la vesicula seminal y la prostata.’® El descenso de este transportador se ha asociado

176



Capitulo 8: Discusion de los Resultados

a la ingesta de Zn, encontrando que en ratas deficientes en dicho mineral, disminuye
su expresion. En nuestro estudio de suplementaciéon, no encontramos cambios

significativos en la expresién de ZnT2.2"

El transportador ZnT7, desempefia un rol crucial en absorcion del Zn en el

tracto gastrointestinal,'®®

ademas de mantener la homeostasis celular del Zn y poder
participar en la regulacion de la composicién corporal.'®® Hay evidencias de que ZnT7
se encuentra en las células sanguineas.'® La alta expresién encontrada en nuestro
estudio, puede sugerir, que debido a la suplementacion, este transportador se pudo
ver incrementado. Sin embargo, no existieron cambios significativos tras la
suplementacion. Quizas, la amplia variedad de tejidos en los que se encuentra este

154,155,168

transportador, hicieron que su expresion fuera mayor a la de otros

transportadores.

La homeostasis de Zn en las células depende del transporte de Zn en ambas
direcciones a través de la membrana plasmatica, asi como tanto dentro como fuera de
los diversos compartimentos vesiculares. La familia SLC39 incluye proteinas que
facilitan el transporte de Zn en la direccion opuesta a la familia SLC30. Por ejemplo,
los transportadores ZIP1 y ZIP2 facilitan la absorcion de Zn dentro de la célula
entrando en competencia con la salida de Zn a través del transportador ZnT1."** En
nuestro estudio, observamos que el transportador ZnT1 esta bajo expresado. Por otro
lado, el transportador ZIP2 no se expresd en ningun caso. Existe un estudio que
demuestra que en las células mononucleares de la sangre periférica la expresion del

Zip 2 se incrementa.'®

En referencia a la familia de transportadores SLC39, observamos como el ZIP1,
se encontré altamente expresado. Este transportador se encuentra expresado en

varios tejidos,'"®'"’

estando poco expresado bajo concentraciones aumentadas de Zn.
En nuestro estudio ocurre justo lo contrario, ya que un tercio de los deportistas
presentaron niveles deficientes de Zn en plasma."® Se ha descrito que este

transportador puede ser utilizado como biomarcador del estatus de Zn en humanos.'”®

Los resultados obtenidos en nuestro estudio, mostraron como los
transportadores ZIP3, ZIP5, ZIP13 y ZIP14 aumentaron significativamente su
expresion tras la intervencién con Zn (Figura 31). El transportador ZIP3, ha sido
previamente localizado en células sanguineas y ademas, tal y como se describe en la
literatura, ante situaciones de deficiencia tiende a sobre-expresarse al igual que ocurre

también con el ZIP5." El hecho de que estos transportadores no disminuyan su
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expresion tras el CS, nos podria indicar que no se han alcanzado aun tras la
suplementacion, los niveles 6ptimos para la demanda de este mineral en los

deportistas estudiados.

El transportador ZIP14, se ha encontrado asociado a citoquinas infamatorias ILg
y TNF-a."® Lang et col.,"® igualmente, demuestran que los niveles de ZIP14 aumentan
con inflamacién aguda, por lo que los resultados obtenidos en nuestro estudio, pueden
sugerir, que debido a los procesos infamatorios producidos por la actividad intensa

continuada y a largo plazo, podrian desencadenar un aumento en la expresion de este

transportador.
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*p < 0.05; ** p < 0.001

Figura 31: Expresion de transportadores de Zn en el Cl y CS.

La relacién encontrada entre el transportador ZIP13 tanto con la baja ingesta,
como con los mayores valores plasmaticos de Zn, nos hace pensar en la situacién
particular en la que se activa la expresion de este transportador en situacién de
deficiencia de Zn, viéndose sobre-expresado en los individuos que menores ingestas

presentaban asi como en los que mostraron niveles mayores del mineral en plasma.
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Figura 32. Asociacion entre el transportador ZIP13 y la ingesta de Zn y los valores plasmaticos en CI.

La relacion encontrada entre el transportador ZIP14 y los valores de Zn en
células sanguineas, indica que un aumento en el contenido de Zn celular, tiene como

resultado un descenso en la expresion de este transportador.
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Figura 33. Asociacién entre el transportador ZIP14 y los valores de Zn
en células sanguineas en CS.

Existieron dos transportadores (ZIP4 y ZIP11) que aunque aumentaron la
expresion durante el periodo CS, no llegaron a cambiar de manera significativamente

diferentes (Figura 34) (p = 0.054 y p = 0.092, respectivamente). El transportador ZIP4,
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se sabe que desempena un rol importante en la absorcion intestinal y en la

homeostasis del Zn en seres humanos.'8%183
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Figura 34: Expresion de transportadores de Zn ZIP4 y ZIP11 en el Cl y CS.

En la literatura existe poca informacién sobre el transportador ZIP 9 Ciertos
autores indican que en la literatura, encontrandose altamente expresado en nuestro

estudio.’?

El transportador ZIP10, mostré estar correlacionado positivamente con los
niveles de Zn en células sanguineas en el Cl. Esto indica que los sujetos que tuvieron
mayores valores de Zn en células sanguineas, tuvieron una menor expresion del
transportador ZIP10. En estatus deficiente de Zn se sabe que este transportador
tiende a sobre-expresarse, sin embargo en este caso los valores de Zn en células
sanguineas y la expresion de este transportador, no podria confirmar los datos

descritos en la literatura.'?
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Figura 35. Asociacion entre el transportador ZIP10 y los valores de Zn
en células sanguineas en CS.

En la figura 36, podemos ver que en resumen tras la suplementacion con Zn, la
expresion relativa de los transportadores ZnT4, ZIP2 y ZIP12 disminuyo. Existieron
varios transportadores (ZnT7, ZIP1, ZIP9) que se mantuvieron sin cambios en su

expresion, cuando sin embargo, el resto de los transportadores se sobre-expresaron.
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Figura 36. Expresion relativa de los transportadores en el Cl y CS.
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8.3.5. Estudio de correlacion entre la expresion de los transportadores de Zn.

Las proteinas ZIP4 y ZIP5 son homdlogos en un 30%.%"° En nuestro estudio,
pudo observarse una correlacion entre estos dos transportadores en el CS, quedando

reflejada una estrecha relacién entre ambos justo después de la intervencion.
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Figura 37. Asociacion entre los transportadores ZIP4 y ZIP5 en CS.

Los transportadores ZIP3 y ZIP5, se encontraron asociados negativamente con
el transportador ZnT7 en el Cl. Esto podria justificar la relaciéon directa entre la alta
expresion del transportador ZnT7 en el Cl, con la baja expresiéon de ZIP3 y ZIP5. Sin
embargo, tras la suplementacion con Zn la expresiéon del transportador ZnT7 no varié,
mientras que en cambio los transportadores ZIP3 y ZIP5 aumentaron
significativamente su expresion. No podemos confirmar una relacién opuesta en

cuanto a la expresion de estos transportadores.
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Figura 38. Asociacion entre los transportadores ZnT7 y los transportadores ZIP3 y ZIP5 en CI.

Estos dos transportadores, el ZIP3 y ZIP5, se correlacionaron positivamente en

ambos controles, indicando que el aumento en la expresion de uno, esta relacionado

con el aumento de expresion del otro.
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Figura 39. Asociacion entre los transportadores ZIP3 y ZIP5 en Cl y CS.

Esto quiere decir que tanto antes como después de la suplementacion, ambos

se expresaron de igual manera, aunque tal y como se puede ver en la figura 40, los

cambios de la expresién del transportador ZIP5 fue mayor a la del transportador ZIP3.
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Figura 40. Asociacion entre los transportadores ZIP5 y ZIP3 en Cl y
CsS.

ZnT5 y ZnT6 regulan la absorcion de Zn en la dieta. Interactia con ZnT6 para
formar un complejo que puede transportar el Zn en la via secretora.'® Hay evidencias
de que los transportadores ZnT5 y ZnT6 se encuentran en las células sanguineas.'®
En nuestro estudio, encontramos como tras la suplementacién con Zn, existié una
correlacion entre los transportadores ZnT5 y ZnT6 (r = 0.78 p <0.001), sin embargo no
se encontraron correlaciones con parametros de ingesta o plasma, o células
sanguineas. Debido a la abundancia de tejidos en los que se encuentran,® la
variacion en la expresion es mas facil de detectar, observando una tendencia a un

aumento significativo tras la intervencion.
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Figura 41. Asociaciones entre los transportadores ZnT5 y ZnT6 en CS.

Como resumen, podemos afirmar que la intervencion mediante suplementacion
con Zn en los deportistas que forman parte del estudio, ha producido efectos
significativos en la expresion génica de la mayoria de los transportadores de Zn
presentes en las membranas celulares, promoviendo la movilizacion de este mineral
hacia todos los compartimentos y favoreciendo su redistribucion tisular para cubrir las
demandas derivadas tanto del estatus deficiente del que parten los deportistas como
del ejercicio de alta intensidad que realizan.
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9. CONCLUSIONES DEL ESTUDIO.

Respecto al programa de educacién nutricional

De acuerdo con nuestros resultados, existe una tendencia a desequilibrios, por
malos habitos de consumo de alimentos, en la ingesta de nutrientes de los jugadores
profesionales de balonmano estudiados. El programa de educacion nutricional
aplicado de manera continuada durante la competicion con el fin de mejorar los
habitos de ingesta de alimentos, fue insuficiente para lograr un equilibrio, en cantidad y
calidad, en el aporte de macro y micronutrientes, a pesar de la conducta disciplinada
de esta poblacion y el empleo de recomendaciones para poblaciéon no deportista como

referencia.

Respecto a la ingesta de nutrientes:

Segun nuestros resultados, el 43%, 29 %, y el 33 % de los jugadores
presentaba ingesta insuficiente de félico, Mg y Zn inicial, respectivamente, lo que

puede justificar la intervencion realizada en nuestro estudio.

Respecto a la valoracién bioquimica:

La suplementacion con acido félico, segun los resultados obtenidos, pudo
prevenir los efectos de un aumento en las concentraciones de homocisteina en
sangre, posiblemente asociado al aumento en el riesgo de alteracion cardiovascular
como resultado de la alta carga acumulada en las continuas sesiones de

entrenamiento durante la temporada y la competicion.

Por otro lado, nuestros resultados muestran que la suplementacion con Mg
tendié a preservar los cambios de este mineral durante el entrenamiento y la
competicion, y que durante la competicién existidé una asociacion entre los niveles
celulares de Mg y el Zn independientemente de la suplementacién con Mg o la ingesta
de Zn.
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Nuestros resultados muestran que un tercio de los deportistas presentan
deficiencia en Zn al inicio, alcanzando valores normales en los niveles de Zn el 100%

de los sujetos tras la suplementacion.

Respecto a la expresién génica:

Respuesta general de los Transportadores

En nuestro estudio los transportadores que presentan una expresion mas
elevada y constante en general, fueron ZNT7, el ZIP9, y el ZIP1, lo que puede
confirmar la activacién de procesos de regulacion del Zn corporal durante el ejercicio

intenso, independientemente de la suplementacion realizada.

Efectos de la suplementacién con Zn:

Los transportadores ZIP3, ZIP5, ZIP13 y ZIP14 aumentaron significativamente
su expresion tras la intervencién con Zn, posiblemente debido a la tendencia a sobre-
expresion en situacién deficiente, por lo que el hecho de que estos transportadores no
disminuyan su expresion tras el periodo de intervencion, nos podria indicar que no se
han alcanzado aun los niveles o6ptimos para la demanda de este mineral en los

deportistas estudiados.

Dado que los niveles de ZIP14 aumentan con la inflamacién aguda, los
resultados obtenidos en nuestro estudio pueden sugerir, que debido a los procesos
infamatorios producidos por la actividad intensa continuada y a largo plazo, podrian

desencadenar un aumento en la expresién de este transportador.

Correlacion entre Transportadores con los niveles de Zn

La ingesta de Zn y los valores en células sanguineas, se encontraron
correlacionados positivamente con los transportadores ZIP11, ZIP13, ZIP14 al inicio
del estudio, sugiriendo que una ingesta deficiente o unos valores bajos de Zn en
células sanguineas se asocian a unos valores de expresion mas elevados, mientras

que a mayores niveles de ingesta y de Zn en células sanguineas, menores niveles de

190



Capitulo 9: Conclusiones del Estudio

expresion, lo que confirma el posible papel de este transportador como biomarcador

del estatus de Zn en humanos.

Como resumen, podemos afirmar que la intervencién mediante suplementacion
con Zn en los deportistas que forman parte del estudio, ha producido efectos
significativos en la expresién génica de la mayoria de los transportadores de Zn
presentes en las membranas celulares, promoviendo la movilizacion de este mineral
hacia los compartimentos y favoreciendo su redistribuciéon tisular para cubrir las
demandas derivadas tanto del estatus deficiente del que parten los deportistas como

del ejercicio de alta intensidad que realizan.

Conclusion final

Nuestra hipétesis plantea que los jugadores de élite presentan ingestas de
micronutrientes inadecuadas, que derivan en situaciones de deficiencia y de bajos
niveles de antioxidantes, alterando el estatus del resto de micronutrientes y su
distribucion compartimental, lo que empeoraria el rendimiento y la calidad de vida del

deportista de élite.

El estudio de transportadores en el que se intervino con Zn viene justificado por
su posible influencia sobre la redistribucion en tejidos, desequilibrando el estatus de
este mineral. Ademas, debido a que los valores de Zn plasmatico y celular pueden
verse afectados en procesos de inflamacion e infeccion aguda, u otros factores, se
podria desencadenar una fluctuacion tal de los niveles, que no reflejara los depdsitos
tisulares reales. El estudio de transportadores de Zn, por tanto, podria reflejar el

estatus de este mineral en sangre en situaciones concretas.

Es importante un ajuste de las recomendaciones de micronutrientes existentes
en deportistas, estableciendo las cantidades precisas de minerales y vitaminas, dada
su implicacién en mecanismos basicos del equilibrio organico, aproximando dichos
niveles a los requerimientos reales para la situacién tan especial que representa el
atleta élite, y monitorizando los niveles plasmaticos como posibles variables

predictoras de alteraciones causadas por una deficiencia de las mismas.
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9.1. CONCLUSIONS OF THE STUDY.

Regarding Nutrition Education Program

According to our results, there is a tendency to imbalances by bad food habits
and therefore nutrient intake of the professional handball players studied. The nutrition
education program continuously applied during the competition in order to improve food
intake habits, was insufficient to balance quantity and quality in the provision of macro-
and micronutrients, eve know disciplined behavior from this population example and

the use of a non-athlete population recommendations for reference.

Regarding nutrient intake:

According to our results, 43%, 29%, and 33% of the players had inadequate
intake of folic initial Mg and Zn, respectively, which may justify the intervention of our

study.

Regarding biochemical assessment:

Folic acid supplementation, according to the results obtained, could prevent the
effects of an increase in blood homocysteine concentrations, possibly associated with
increased risk of cardiovascular disorders as a result of the high charge accumulated in
ongoing training sessions during competition. Our results showed that one third of the
athletes are initially deficient in Zn, reaching normal values in Zn levels for 100% of the

subjects after supplementation.

Regarding gene expression:

In our study, the transporters that have a constant high expression were
generally ZNT7, ZIP9, and ZIP1, which can confirm the activation of processes

regulating body Zn during intense exercise, regardless of supplementation given.
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Effects of supplementation with Zn:

Transporters ZIP3, ZIP5, ZIP14 ZIP13 have significantly increased their
expression after intervention with Zn, possibly due to the tendency to over-expression
in deficient status, so the fact that these transporters do not decrease its expression
after the intervention period indicates not yet reached optimal levels of demand for this
mineral in the athletes studied. Since ZIP14 levels increase with acute inflammation,
the results obtained in our study may suggest that these processes are produced by
continuous intense and long-term activity, provoking an increase in expression of this

transporter.

Correlation between Transporters and Zn levels

Zn intake and blood cell values were found positively correlated with ZIP11
transporters, ZIP13, ZIP14, at baseline, suggesting that a deficient intake or low values
of Zn in blood cells are associated with higher expression values, whereas at higher
levels of Zn intake and in blood cells, lower expression levels, which confirms the

potential role of this transporter status as a biomarker of human Zn.

In summary, the intervention by Zn supplementation in athletes studied,
produced significant effects on gene expression of most Zn transporters present in the
cell membranes to promote the mobilization of the mineral into the compartments and
favoring tissue redistribution to cover claims arising from both the initial deficient status

of athletes, and high-intensity exercise.

Final Conclusion

Our hypothesis is that elite players have inadequate intakes of micronutrients,
which derived in situations of deficiency and low levels of antioxidants, alters status of
other micronutrients and compartmental distribution, worsening the performance and
quality of life. Furthermore, because the values of plasma Zn and cellular processes
may be affected in acute inflammation and infection, or other factors, it could trigger a
fluctuation at such levels that did not reflect actual tissue deposits. Study of Zn

transporters thus may reflect the status of this mineral in blood in specific situations.
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It is important to adjust the recommendations of micronutrient in athletes,
establishing the precise intake amounts of minerals and vitamins, given their
involvement in basic mechanisms of organic balance, approaching these levels to the
actual requirements for the special situation that represents the elite athlete, and
monitoring plasma levels as possible predictors of disorders caused by a deficient

status.
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