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RESUMEN

La practica de actividad fisica y/o ejercicio fisico regular, con una intensidad,
duracion y frecuencia adecuadas, produce numerosas adaptaciones en el organismo
gue son, en general, beneficiosas para la salud y el bienestar, configurandose como un
medio eficaz para la prevencion de enfermedades y para mejorar la calidad de vida de
las personas.

Sin embargo, los efectos beneficiosos del ejercicio se pierden o disminuyen con
la realizacion de un ejercicio fisico extenuante o no programado, ya que este tipo de
ejercicio induce a un aumento en la generacién de especies reactivas del nitrogeno y
del oxigeno (RONS) que puede exceder la capacidad protectora del sistema
antioxidante y conducir a un estado de estrés oxidativo, ademds de producir dafio
muscular e incrementar los niveles de mediadores pro-inflamatorios y citoquinas
circulantes, provocando, de este modo, una desregulacién en los diferentes sistemas y
tejidos del organismo que puede derivar en consecuencias perjudiciales para la salud,
ademas de afectar, por ende, al rendimiento fisico.

En este contexto, se ha investigado ampliamente la capacidad del uso de
suplementos antioxidantes exdgenos para mantener el equilibrio oxidativo en estados
de estrés durante el ejercicio. Existe evidencia cientifica al respecto, que apoya la
capacidad de los compuestos antioxidantes para paliar el dafo oxidativo y muscular,
asi como para ofrecer una ayuda ergogénica para mejorar el rendimiento vy, la
Coenzima Q10 (CoQ10) se configura como una de las sustancias empleadas para tal
efecto, ya que posee propiedades relacionadas con la actividad antioxidante y la
bioenergética celular, siendo un cofactor esencial en la fosforilacion oxidativa
mitocondrial y en la producciéon de ATP.

Sin embargo, el nimero de estudios al respecto es escaso y la inmensa mayoria
ha empleado la forma oxidada de la CoQ10 (ubiquinona). El ubiquinol, la forma
reducida, se produce naturalmente en el cuerpo humano vy, varios estudios han
demostrado que posee una mayor biodisponibilidad y es mas eficaz, de forma mas
rapida y con dosis mas bajas que la tradicional ubiquinona, ya que se encuentra en su
forma activa y no tiene que ser convertido por el organismo

Por tanto, en el presente estudio se ha evaluado el Efecto de una
suplementacion de corta duracion con Ubiquinol sobre indicadores de estrés oxidativo y
funcionalidad muscular asociados a un ejercicio fisico intenso en sujetos sanos
entrenados.

Para ello, se ha empleado una muestra inicial de 100 participantes, varones
sanos pertenecientes al Cuerpo de Bomberos de la Ciudad de Granada con niveles
altos de actividad fisica, que fueron divididos en dos grupos de 50 sujetos cada uno:
Grupo Ubiquinol (grupo de intervencion) y Grupo Placebo (grupo control). Ambos
grupos fueron suplementados con una dosis oral de 200 mg/dia de Kaneka Ubiquinol
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(Kaneka Corporation, Osaka, Japan) o placebo, respectivamente. El protocolo de
ejercicio fisico llevado a cabo consistio en la realizacion de dos sesiones de ejercicio
fisico intenso o extenuante idénticas (circuito de musculacion de 10 ejercicios; 2 series)
con un periodo de descanso de 24 h entre ambas. La dindmica de trabajo en cada
ejercicio consistio en realizar el maximo numero de repeticiones durante 20 s,
maximizando la carga de trabajo, con 40 s de recuperacidn entre ejercicios. La carga de
trabajo minima correspondid, aproximadamente, con el 60-70% de la fuerza dindmica
maxima o repeticion mdaxima (1RM), y el esfuerzo realizado fue de cardcter
anaerobico-aerdbico.

Se tomaron muestras de sangre y orina de los participantes antes del inicio de
la suplementacion (valor basal) (T1), después del periodo de suplementaciéon (2
semanas) (T2), tras la primera sesién de ejercicio fisico intenso (T3), después del
periodo de descanso de 24 h (T4) y, finalmente, tras completar la segunda sesion de
ejercicio fisico intenso (T5).

Se ha evaluado el efecto de la suplementacién sobre: 1) marcadores
bioquimicos de dafio oxidativo en plasma (8-OHdG, perdxidos de lipidos, Ox-LDL y PC),
membrana de eritrocitos (perdxidos de lipidos y PC) y orina (8-OHdG e Isoprostanos);
2) marcadores bioquimicos de defensa antioxidante en plasma (ORAC), liposolubles en
plasma (retinol, caroteno, vitamina E, coenzima Q9 y coenzima Q10), liposolubles en
membrana de eritrocitos (vitamina E y coenzima Q10) y enzimas citosdlicas
antioxidantes (CAT, SOD y GPx); 3) marcadores bioquimicos de dafio muscular en
plasma (Lac, NO, CK-MM, TNNI1, TNNI2 y MB); y 4) parametros de rendimiento,
valores promedio de cada serie (carga o peso desplazado, n? de repeticiones y
percepcion del esfuerzo), y fuerza muscular desarrollada en press banca en maquina
Smith (fuerza maxima, potencia y velocidad de potencia maxima).

Los resultados obtenidos revelan la gravedad y el caracter acumulativo del
dafo oxidativo y muscular inducido por el protocolo de ejercicio intenso llevado a
cabo, ya que en ambos grupos experimentales se registraron incrementos
significativos tras la realizacién de la segunda sesion de ejercicio (T5) respecto a los
valores basales (T1) en las siguientes variables: perdxidos de lipidos, Ox-LDL y PC en
plasma, peroxidos de lipidos en membrana de eritrocitos, isoprostanos en orina, Lac,
NO, MB, CK-MM, TNNI1y TNNI2.

Respecto a los resultados conseguidos en las variables de dafio oxidativo y
defensa antioxidante, el grupo suplementado con ubiquinol, en comparacién con el
placebo, registré una reduccién en la concentracién de isoprostanos en orina tras la
primera sesidn de ejercicio (T3) y tras la recuperacién (T4), en 8-OHdG en orina tras
recuperacién (T4) y en plasma tras la segunda sesién de ejercicio (T5), en perdxidos de
lipidos y PC en membrana de eritrocitos tras la segunda sesion de ejercicio (T5), por lo
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gue estos resultados resaltan el efecto antioxidante y protector del ubiquinol durante
el ejercicio.

La suplementacion con ubiquinol también disminuyé la Ox-LDL en T4,
revelando un efecto protector en la oxidacién de las lipoproteinas y, asimismo, un
efecto positivo en la capacidad antioxidante total en plasma en T2 y T4, que a su vez
puede resultar de su efecto sobre los antioxidantes liposolubles plasmaticos, en
particular tocoferol y CoQ10, mostrando, ademas, un efecto positivo sobre la isoforma
Q9 en plasma y CoQ10 en membrana eritrocitaria. El ubiquinol también mostré un
efecto sobre la actividad de la CAT tras la suplementacion (T2).

Asimismo, los niveles de NO en el grupo suplementado con ubiquinol se
mantuvieron dentro de un intervalo estrecho, obteniéndose un incremento
significativo respecto al placebo en T5, lo cual presupone una accién vasodilatadora
debida al ubiquinol, que ayuda tanto al rendimiento fisico como al suministro de
nutrientes en la recuperacién muscular. En cuanto a los resultados obtenidos en los
biomarcadores de dafio muscular en plasma, la suplementacién con ubiquinol redujo
la concentracién de MB en T2 y T5, de CK-MM en T5, de TNNI1 en T2 y TNNI2 en T3,
por lo que también ha resultado eficaz en paliar el dafio muscular inducido por el
ejercicio.

Finalmente, en referencia a los pardmetros de rendimiento evaluados, se han
registrado incrementos en el grupo suplementado, tanto en variables como la carga
(peso desplazado en kg) y el nimero de repeticiones, en ambas series de la segunda y
primera sesion de ejercicio, respectivamente, asi como mejoras en la fuerza muscular,
potencia y velocidad de potencia maxima desarrollada en el ejercicio de press banca
en maquina Smith en algun punto. Ademas, la suplementacién ha producido mejoras
en variables de componente psicolégico como la percepcidon del esfuerzo realizado,
concretamente durante la primera serie de la primera sesion de ejercicio intenso.

Por consiguiente, en base a los resultados obtenidos en el presente estudio se
concluye que el estrés oxidativo inducido por el ejercicio extenuante es acumulativo y
aumenta transitoriamente en sesiones posteriores de ejercicio, y que una
suplementacion de corta duracion (2 semanas) con ubiquinol (200 mg/dia), previa a la
realizacion de un ejercicio fisico intenso, parece tener un efecto modulador en el dafio
oxidativo y muscular, puede mejorar la defensa antioxidante y aumentar el NO
plasmatico, hechos que podrian mejorar la funcion endotelial, el suministro de
sustrato energético y la recuperacion muscular y, ademas, puede producir mejoras en
el rendimiento fisico durante el ejercicio debido a su potencial ergogénico.
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Monitoring”.

ms: Milisegundo(s).

N: Newton(s).

Na': lon sodio.

NAD": Nicotinamida adenina dinucleétido en su forma oxidada.

NADH: Nicotinamida adenina dinucleétido en su forma reducida.

NAD(P)H: Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato en su forma reducida.

NF-kB1: Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas 1.

NFkB: Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas.

nm: Nanometro(s).

nmol: Nanomol(es).

NO: Oxido nitrico. Del inglés “Nitric Oxid”.
NQO1: NAD(P)H deshidrogenasa [quinona] 1.
Nrf2: Factor nuclear derivado de eritroides 2.
O, : Anidn superoxido.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

ORAC: Capacidad de absorcién de radicales de oxigeno. Del inglés “Oxygen Radical
Absorbance Capacity”.
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Ox-LDL: Lipoproteinas de baja densidad oxidadas. Del inglés “Oxidized Low-Density
Lipoprotein”.

P;: Fosfato inorganico.

PBS: Tampon fosfato salino. Del inglés “Phosphate Buffered Saline”.

PC: Proteinas carbonilo.

PCr: Fosfocreatina.

pg: Picogramo.

ppm: Pulsaciones por minuto.

ROS: Especies reactivas del oxigeno. Del inglés “Reactive Oxygen Species”.
RNS: Especies reactivas del nitrégeno. Del inglés “Reactive Nitrogen Species”.

RONS: Especies reactivas del nitrégeno y del oxigeno. Del inglés “Reactive Nitrogen and
Oxigen Species”.

s: segundo(s).

SBP: Presion arterial sistélica. Del inglés “Systolic Blood Pressure”.
SNC: Sistema nervioso central.

SNP: Sistema nervioso periférico.

SOD: Superéxido dismutasa.

TBARS: Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico. Del inglés “Thiobarbituric Acid
Reactive Substances”.

TEAC: Capacidad antioxidante equivalente de Trolox. Del inglés “Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity”.

TLR-4: Proteina de Receptores tipo Toll 4. Del inglés “Toll-like receptor 4”.

TMB: Tetrametilbencidina.

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa. Del inglés “Tumor Necrosis Factor Alpha”.
TNI: Troponina I.

TNNI1: Gen de Troponina | de tipo 1 (musculo esquelético, contraccion lenta).
TNNI2: Gen de Troponina | de tipo 2 (musculo esquelético, contraccion rapida).

TNT: Troponina T.



TRAP: Protocolo de amplificacion repetido de telomerasa. Del inglés “Telomerase
Repeated Amplification Protocol”.

UCPs: Cofactor para la funcién de proteinas desacoplantes. Del inglés “Uncoupling
Cofactor for Proteins function”.

UPLC-MS/MS: Espectrometria de masas en tandem de cromatografia liquida de ultra
rendimiento. Del inglés “Ultra performance liquid chromatography-tandem mass
spectrometry”.

VDAC: Canal anidnico dependiente de voltaje. Del inglés “Voltage-dependent anion
channel”.

VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad. Del inglés “Very Low Density Lipoprotein”.
VO,mdx: Consumo maximo de oxigeno.

W: Vatios. Del inglés “Watts”.
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CAPITULO I. INTRODUCCION GENERAL

1. Ejercicio fisico y salud

1.1. Breve aclaracion conceptual

Primeramente, se hace necesario proporcionar una definicion basica de los
términos “actividad fisica” y “ejercicio fisico”, ya que ambos conceptos se utilizan a
menudo indistintamente en su forma mas amplia, tanto en los distintos medios de
comunicacion como incluso, en ocasiones, en el ambito cientifico. Por tanto, es
importante reconocer que la orientaciéon de ambos conceptos tiende a diferenciarlos,
aunque presentan una serie de elementos comunes.

“Actividad fisica” se refiere a cualquier movimiento corporal producido por el
musculo esquelético que se traduce en un gasto energético por encima del gasto
metabodlico basal (Caspersen et al., 1985). En consecuencia, el gasto energético refleja
la intensidad de la actividad fisica realizada (Lamonte & Ainsworth, 2001).

El término “ejercicio fisico”, en cambio, se considera una subcategoria de la
actividad fisica, y se define como una actividad fisica planificada, estructurada,
repetitiva, y con objetivos, en el sentido de que persigue la mejora o el mantenimiento
de uno o mas componentes de la condicion fisica (Caspersen et al., 1985).

A continuacién, durante el desarrollo del presente texto, se hard referencia a
ambos conceptos de forma diferenciada, aunque en la literatura cientifica consultada,
en ocasiones, no se ha tenido en cuenta dicha diferenciaciéon conceptual,
intercambiandose ambos conceptos.

Por otro lado, “condicidn fisica” o “aptitud fisica” se define como la capacidad
de realizar una actividad fisica y hace referencia a una amplia gama de cualidades
fisioldgicas y psicoldgicas (Ortega et al., 2008), considerandose como una medida
integrada por la mayoria, si no todas, las funciones corporales (locomotora, cardio-
respiratoria, hemato-circulatoria, psiconeuroldgica y endocrino-metabdlica) que
participan en el rendimiento de la actividad fisica diaria y/o el ejercicio fisico (Ortega et
al., 2008).

Es interesante apuntar también que, independientemente de que una
adecuada condiciodn fisica se logre a través de la practica de actividad fisica espontanea
o realizando ejercicio fisico regular, ésta puede conferir una capacidad de recuperacién
o resistencia, “resilience” en inglés, que se define como la capacidad de resistir,
recuperarse y crecer ante la presencia de factores estresantes y las demandas
cambiantes (Silverman & Deuster, 2014).
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1.2. Efectos beneficiosos del ejercicio fisico

La practica de actividad fisica y ejercicio fisico regular, en la cantidad y forma
adecuadas, proporciona numerosos beneficios para la salud y se configura como un
medio eficaz para la prevencién de enfermedades. La evidencia cientifica de este
hecho esta basada en numerosos estudios, tanto epidemioldgicos, como clinicos y
fisiolégicos (Fentem, 1994) y, en las ultimas décadas, la evidencia acumulada al
respecto es cada vez mayor. Por tanto, actualmente no hay duda de que el impacto del
ejercicio fisico en la salud humana es profundo e inequivoco (Neufer et al., 2015).

De forma directa y especifica, el ejercicio fisico mantiene y mejora la funcién
musculo-esquelética, osteo-articular, cardiovascular, respiratoria, endocrino-
metabdlica, inmunoldgica y psico-neurolégica y, de forma indirecta, dicha optimizacién
en la funcionalidad organica contribuye a alcanzar una mejor respuesta adaptativa, lo
cual se traduce en un estado de salud capaz de ofrecer una mayor resistencia ante la
enfermedad.

Efectivamente, un estado de condicion fisica dptimo, logrado a través de la
practica de ejercicio fisico regular y/o actividad fisica espontdnea, confiere una
capacidad de resistencia al organismo al inducir beneficios, tanto psicolégicos como
fisioldgicos, protegiendo de conductas potencialmente adversas y de las consecuencias
metabdlicas de eventos estresantes, ademas de prevenir el padecimiento y desarrollo
de numerosas enfermedades crénicas (Silverman & Deuster, 2014).

Asimismo, el ejercicio fisico es utilizado cada vez mas como terapia adyuvante
en una amplia gama de enfermedades humanas, como consecuencia de las
documentadas mejoras que produce en la funcion cardiaca, la capacidad oxidativa
muscular, la salud metabdlica, la homeostasis de glucosa y lipidos, la prevencion de la
obesidad, la respuesta inflamatoria, la masa y fuerza muscular, el dolor articular, la
funcionalidad del movimiento, la depresion, la ansiedad y cognicién (Bamman et al.,
2014).

Se ha senalado que el principal resultado de la practica de ejercicio fisico
regular es el logro de una capacidad cardio-respiratoria de moderada a alta (>8
unidades de medida del indice metabdlico; METs), lo cual reduce el riesgo de padecer
eventos cardiovasculares y de mortalidad por cualquier causa (Kodama et al., 2009).
Ademas, un estilo de vida activo (es decir, que confiera una alta capacidad aerdbica)
presenta una relacidon inversamente proporcional con respecto a la presencia de
problemas de salud relacionados con el estrés y el desarrollo de
enfermedades/trastornos crénicos (Silverman & Deuster, 2014). De hecho, existe una
fuerte evidencia epidemioldgica que asocia la practica de ejercicio fisico regular con
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tasas reducidas de mortalidad por enfermedad cardiovascular (ECV), hipertension,
accidente cerebrovascular, sindrome metabdlico, diabetes tipo 2, cdncer de mama y
de colon, depresion y caidas (Garber et al.,, 2011; Lee et al., 2012). Esta evidencia
apoya la hipdtesis de una relacion inversa existente entre la practica de actividad fisica
regular y/o ejercicio y una mortalidad prematura. Para muchas de estas enfermedades
y condiciones de salud, también se ha determinado una fuerte evidencia en la relacion
dosis-respuesta (véase en Tabla 1) como resultado de numerosos estudios de
laboratorio, asi como a gran escala, poblacionales y observacionales (ACSM, 2014).

Tabla I. Evidencia de la relacién dosis-respuesta entre la actividad fisica y/o ejercicio regular y la salud.

Evidencia de la relacion dosis-respuesta entre la actividad fisica y/o ejercicio regular

y la salud
Variable Evidencia de relacidn inversa Nivel de evidencia
dosis-respuesta
Todas las causas de

mortalidad S Alto
Salud cardio-respiratoria Si Alto
Salud metabdlica Si Moderado
Balance energético:

Mantenimiento de peso Datos insuficientes Limitado
Pérdida de peso Si Alto
Mantenimiento de peso tras Si Moderado
pérdida de peso

Obesidad abdominal Si Moderado
Salud musculo-esquelética:

Osea Si Moderado
Articular Si Alto
Muscular Si Alto
Salud funcional Si Moderado
Cancer de colony mama Si Moderado
Salud mental:

Angustia y depresion Si Moderado
Bienestar:

Ansiedad, salud cognitiva y Datos insuficientes Limitado

calidad del suefio

El nivel de evidencia se ha establecido atendiendo a la clasificacion siguiente:
“Alto”: Fuerte evidencia, consistente entre los estudios y poblaciones.
“Moderado”: Moderado o razonable, razonablemente consistente.
“Limitado”: Débil o limitado, inconsistente entre los estudios y poblaciones.

Adaptado de American College of Sports Medicine (2014).

Igualmente, como se ha mencionado anteriormente, es importante tener en
cuenta que la capacidad aerdbica o capacidad cardio-respiratoria presenta una
relacion inversa con el riesgo de muerte prematura por cualquier causa, especialmente
por ECV, y que altos niveles se asocian con numerosos beneficios para la salud (véase
en Tabla Il).
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Tabla Il. Beneficios de la practica de actividad fisica y/o ejercicio regular.

>

YV VVYVYVYYVY

Beneficios de la practica de actividad fisica y/o ejercicio regular
Mejoras en la funcidn cardiovascular y respiratoria

Incremento del consumo maximo de oxigeno (VO,max) que resulta de adaptaciones tanto a nivel
central como periférico.

Disminucion de la ventilacién por minuto a una intensidad submaxima absoluta dada.

Reduccién del consumo de oxigeno del miocardio a una intensidad submaxima absoluta dada.
Disminucién de la frecuencia cardiaca y presion arterial a una intensidad submaxima dada.
Incremento de la densidad capilar en el musculo esquelético.

Aumento del umbral de ejercicio para la acumulaciéon de lactato en la sangre.

Aumento del umbral de ejercicio ante la presencia de signos o sintomas de enfermedad (p. e.,
angina de pecho, cardiopatia isquémica por alteraciones del segmento ST, enfermedad arterial
periférica y claudicacion).

Reduccidn de los factores de riesgo cardiovascular

>
>

VYV VVY

Reduccidn de la presién diastélica y sistélica en reposo.

Incremento de la concentracidn sérica de lipoproteinas de alta densidad del colesterol (HDL-c) y
disminucién sérica de los triglicéridos.

Reduccién de la grasa corporal total e intra-abdominal.

Reduccidn de las necesidades insulinicas, mejora de la tolerancia a la glucosa.

Reduccidén de la adhesividad y agregacion plaquetaria.

Reduccidn de la inflamacion.

Disminucion de la morbi-mortalidad

>
>

>

>

Prevencidn primaria (p.e., intervenciones para prevenir la aparicidn inicial).

Unos altos niveles de actividad fisica y/o ejercicio o una condicién fisica 6ptima estan asociados
con unos indices menores de defuncion por enfermedades arteriales coronarias.

Unos altos niveles de actividad fisica y/o ejercicio o una condicién fisica 6ptima estan asociados
con una menor incidencia de enfermedades cardiovasculares, cardiopatia coronaria, infarto,
diabetes mellitus tipo 2, sindrome metabdlico, fracturas déseas, cancer de colon y de mama, y
enfermedades vesiculares.

Prevencidn secundaria (p.e., intervenciones después de un evento cardiaco para prevenir otro).

En base a los resultados obtenidos en meta-andlisis (datos agrupados entre los estudios), la
defuncién por eventos cardiovasculares, y por cualquier causa, se redujo en pacientes con post-
infarto de miocardio que participaron en un programa de entrenamiento con ejercicios de
rehabilitacion cardiaca, especialmente como componente de la reduccidon de los factores de
riesgo multifactorial.

Ensayos aleatorios controlados de rehabilitacidon cardiaca donde se aplicé un entrenamiento, en
pacientes con post-infarto de miocardio, apoyan una reduccion en la tasa de re-infarto.

Otros beneficios

VVVYVYYYV

Disminucion de la ansiedad y depresion.

Mejora de la funcién cognitiva.

Mejora de las funciones fisicas e independencia en personas mayores.

Mejora de las sensaciones de bienestar.

Mejora de la realizacion de un trabajo fisico, recreacional y actividades deportivas.

Reduccidn del riesgo de caidas y, lesiones producidas por éstas, en personas mayores.
Prevencidn o mitigacidn de las limitaciones funcionales en personas mayores.

Terapia efectiva para el tratamiento de diversas enfermedades crénicas en personas mayores.

Adaptado de American College of Sports Medicine (2014).

Ademads, se ha demostrado que el ejercicio fisico ayuda a aumentar la masa

muscular durante el desarrollo y preservar la funcion musculo-esquelética durante el

envejecimiento (Christianson & Sen, 2013). Conjuntamente, en relaciéon a los

programas de ejercicio fisico adaptados, aunque a menudo ignorados, se ha
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determinado que son esenciales para la optimizacién de la salud en las personas con
una amplia variedad de discapacidades (Peterson et al., 2012).

La compresiodn de la hipdtesis respecto a la morbilidad, postula que los habitos
de vida preventivos, entre los que se incluye el ejercicio fisico regular, pospondran la
discapacidad, al menos, tanto como la mortalidad, comprimiendo asi la morbilidad
entre un inicio mas tardio y la edad de defuncién (Chakravarty et al., 2008).

Por otra parte, existe una evidencia indiscutible de que una inadecuada
condicion fisica y una escasa actividad fisica se configuran como una de las principales
causas del padecimiento de enfermedades crdnicas no transmisibles, como por
ejemplo, enfermedades cardiovasculares, derrames cerebrales, diabetes tipo 2,
enfermedades respiratorias cronicas, y algunos tipos de cancer que, en su conjunto,
representan aproximadamente el 60% de las muertes que se producen en todo el
mundo (Daar et al.,, 2007; Booth et al., 2012). La inactividad fisica en ambientes
contemporaneos obesogénicos es precursora de adaptaciones negativas que causan el
padecimiento de enfermedades crénicas, hecho que se estda convirtiendo en un
importante problema de salud publica. De hecho, la inactividad fisica se postula como
la cuarta causa de muerte en todo el mundo (Kohl et al., 2012) y, por tanto, un estilo
de vida sedentario puede ser considerado como la mayor amenaza para la salud en el
siglo XXI (Lavie et al., 2015).

1.3. Adaptaciones fisioldgicas inducidas por el ejercicio fisico

A pesar de la evidencia indiscutible de los beneficios conferidos por la practica
de actividad fisica o ejercicio fisico regular, los mecanismos moleculares exactos por
los que se promueven estos beneficios en la salud humana siguen siendo poco
conocidos y se constituyen como un ambito de estudio muy complejo, aunque es
resefiable que la ciencia actual ha afiadido a nuestro conocimiento una mayor
comprension sobre estos procesos biolégicos, asi como el perfil de ejercicio (tipo,
intensidad, volumen y frecuencia) que se asocia con una mejora de la salud y de la
calidad de vida de las personas.

El ejercicio representa un reto importante para la homeostasis de todo el
cuerpo y, en un intento de responder a este desafio, las respuestas agudas y
adaptativas que se producen en miriada, a nivel celular y en los distintos sistemas,
persiguen minimizar estas disrupciones generalizadas. Por tanto, cualquier incremento
en la actividad fisica requiere una respuesta fisiolégica coordinada para atender a la
demanda producida por la actividad. El ejercicio provoca en todo el cuerpo cambios en
numerosas células, tejidos y drganos, como respuesta al aumento de la actividad
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metabdlica inducida por la contraccion del musculo esquelético y, para afrontar este
reto, la premisa fundamental radica en que estas respuestas a nivel corporal operan
simultaneamente, de forma integrada, implicando a los sistemas cardiovascular,
respiratorio, nervioso y hormonal, para mitigar los cambios homeostaticos generados
por el aumento de los requerimientos energéticos y por la demanda de oxigeno
generada a nivel muscular, y asi mantener un determinado nivel de actividad (Hawley
et al., 2014).

En este sentido, Walz (2005) propone un marco conceptual de dos niveles que
expone la naturaleza integradora y jerarquica de control de red en respuesta al
ejercicio (véase Figura 1). El primer nivel abarca los diferentes niveles verticales en los
gue se ejerce el control jerarquico, asi como los mecanismos moleculares que median
la intercomunicacion entre sistemas para mantener la homeostasis en un estado
saludable. Una amplia comprension de los mecanismos reguladores integrados que
operan dentro (es decir, horizontal) y entre los niveles (es decir, vertical) representa un
modelo a partir del cual se pueden formular hipétesis y probarlas experimentalmente.
El segundo nivel estd compuesto por factores que contribuyen a la variabilidad, tanto
inherente (genética, sexo, altura, etc.) como adquirida (edad, entorno, condicion fisica,
estado de enfermedad, etc.) entre los individuos que, a su vez, condiciona el primer
nivel.

Figura 1. Modelo de dos niveles de sistemas de control en respuesta al ejercicio.

Nivel 1 Nivel 2
Regulacion jerdrquica dentro y entre niveles Variabilidad dentro de la especie
Inherente
*  Genética
= T <: * Sexo
+= Sistemas organicos e ¢ sz
+ Epigenética
‘ o 1Cjid0/Organ0 s m B3
\ , ¢+ Edad
t— CEIUIAT  qu— » Estado de enfermedad
* Entorno
*  Nutricion
—— SUb-celular  — * Condicion fisica

Adaptado de Walz (2005).

La practica de actividad fisica o ejercicio abarca numerosos elementos mas alla
de la mera y simple contraccion muscular. La decisidon de iniciar el movimiento tiene
lugar en la corteza motora del cerebro (Kayser, 2003) v, el esfuerzo volitivo generado
en la corteza motora se dirige a la médula espinal para reclutar unidades motoras, lo
gue resulta en patrones especificos de movimiento (Hawley et al.,, 2014).
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Simultaneamente, con la activacién voluntaria de un movimiento muscular, no sélo se
activa el sistema nervioso simpatico y se deprime la rama parasimpdtica para
coordinar la respuesta ventilatoria y cardiovascular asociada, resultando en un
aumento del gasto cardiaco vy, por lo tanto, del suministro de oxigeno a través del flujo
sanguineo al contraer los musculos esqueléticos y del miocardio, sino que también se
actua en el tejido cutaneo, para disipar el exceso de calor, mientras que se produce
una vasoconstriccién en otros oérganos, especialmente en los lechos vasculares
esplacnicos (Laughlin et al., 2012).

Inmediatamente después del inicio del ejercicio, las entradas aferentes al
contraer los musculos esqueléticos, y en otros organos, afinan las respuestas
hemodinamicas para satisfacer las mayores necesidades metabdlicas producidas por el
ejercicio. Para facilitar el suministro de oxigeno, se produce un leve aumento en la
hemoglobina arterial y, en los seres humanos, este aumento se produce,
principalmente, como resultado de la hemoconcentracidon debida a una extravasacién
de fluidos (Nielsen et al., 1997).

El flujo arterial de sustratos energéticos se mantiene relativamente constante y
cercano a los niveles de reposo, y esta respuesta se activa y es mantenida por una
insulina circulante baja y un incremento en los niveles de glucagén y epinefrina, con
una elevacion simultanea de la glucosa hepatica que corresponde a la utilizacién de la
glucosa en los tejidos activados por el ejercicio (Hargreaves, 1997; Coker & Kjaer,
2005).

Sin embargo, también se estan utilizando el glucogeno muscular y los acidos
grasos almacenados y, a medida que aumenta la intensidad del ejercicio, se produce
una elevacion en los niveles circulantes de lactato y una mayor contribucién de éste al
metabolismo energético y, con el aumento de la duracion del ejercicio, la utilizacién de
los 4acidos grasos libres liberados por el tejido adiposo también aumenta
sustancialmente (Heinonen et al., 2014).

Todas estas respuestas fisiologicas generales, producidas como resultado de la
practica de ejercicio fisico agudo, se ilustran en la Figura 2.



CAPITULO I. INTRODUCCION GENERAL

Figura 2. Respuestas fisioldgicas producidas por la practica de ejercicio fisico agudo.

Transporte de Oxigeno
I* Consumo de O, de todo el cuerpo (~7
I/min o 80-90 ml/kg /min en atletas de élite)

Sistema Nervioso Central
Regulacion de las respuestas fisiologicas al
ejercicio a través de los sistemas somatico y
auténomo.

4" Frecuencia cardiaca (max ™~ 200 ppm) y
Flujo sanguineo cerebral y suministro de gasto cardiaco (max ™~ 40 |/min)
oxigeno bien mantenido.
TVentilacion (max ™~ 200 |/min}, presicn
arterial parcial de O,y saturacion de
hemoglobina generalmente bien mantenida

Metabolismo
" Salida de glucosa hepatica,

principalmente de la glucogenolisis, pero
también de la gluconeogénesis

Musculo esquelético

I+ Lipolisis del tejido adiposo y 1 Consumo de ATP

movilizacidn de acidos grasos
T+ Glucogenolisis, consumo de glucosa,
lipolisis, y consumo de acidos grasos

Piel
1 Tasa de sudoracion
para disipar el calor
{max ™ 2-3 I/h)

T~ Utilizacion de O,, CO, y produccion de
calor

" Flujo sanguineo, reclutamiento capilar
Liberacion de moléculas bioldgicamente
activas [ "mioguinas”) con efectos
autocrinos, paracrinos y endocrinos

Importantes efectos sobre la homeostasis de
fluidos, la funcion cardiovascular, regulacion
de la temperatura y el metabolismo

Adaptado de Hawley et al. (2014).

Tras el cese del ejercicio, el flujo sanguineo en los miembros o extremidades
permanece elevado por encima de los niveles de reposo para restaurar la deuda
metabdlica y eliminar los subproductos metabdlicos acumulados y, asimismo, es
probable que para disipar el exceso de produccién de calor provocado por el ejercicio
(Heinonen et al., 2011).

Mientras que algunas de estas respuestas fisioldgicas han sido estudiadas en los
tejidos que tienen funciones biomecanicas y metabdlicas evidentes durante la
realizacion de ejercicio fisico, como por ejemplo, musculo esquelético, corazén,
pulmodn, tejido adiposo, higado, sistema vascular y endocrino, se sabe mucho menos
acerca de las adaptaciones agudas y a largo plazo que se producen en las células y
tejidos que no se suelen distinguir como responsables primarios, como por ejemplo,
cerebro, rifidn, colon, pancreas, células inmunitarias, leucocitos, etc. (Farrell et al.,
2012).

Debido a las exposiciones repetidas a las alteraciones hemodinamicas vy
hormonales producidas por el ejercicio fisico agudo, la practica de ejercicio a largo
plazo es capaz de producir efectos fisiolégicos en numerosos organos. Estas
adaptaciones, sobre todo en respuesta a la practica de ejercicio de resistencia, se
resumen en la Figura 3.
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Figura 3. Adaptaciones a largo plazo de los 6rganos humanos a las exposiciones repetidas de ejercicio de
resistencia.

Flujo sanguineo? T Actividad neuronal?

A Termorregulacion Flujo sanguineo?

Metabolismo ? Metabolismo?

D Capacidad de sudoracién Cambios al nivel de los receptores?

Flujo sanguineo?
Metabolismo?
“Amarronamiento” de la
grasa blanca?

- 1T/ Flujo sanguineo e intercambio
gaseoso de reserva

T/ Voldmenes

1 Area de superficie capilar?
Higado:

Flujo sanguineo?
Metabolismo?

'
‘ L
M Tamafio de la cavidad
T{TT) Espesores de pared
€3/, Flujo sanguineo y consumo de
oxigeno
Distribucion de flujo sanguineo?
Extraccion de oxigeno?

Pancreas, intestino & rifiones:
Flujo sanguineo?
Metabolismo?

LS "
add “ a’ T Volumen sanguineo
l ] T Células rojas sanguineas
Flujo sanguineo? & &>/ Hemoglobina
Metabolismo? T Niveles de sustratos energéticos
circulantes
- Flujo sanguineo en reposo y durante o8 T Didmetros arteriales
ejercicio, TP Flujo sanguineo maximo y &> Capacidad de dilatacidn
I Extraccidn de oxigeno A1 Densidad capilar

T1 Mitocondria

Adaptado de Heinonen et al. (2014).

Las principales adaptaciones fisioldgicas y estructurales a largo plazo implican
un incremento en las capacidades relacionadas con el flujo sanguineo y el consumo de
oxigeno que, basicamente, aumentan en todos los sistemas organicos del cuerpo
humano, especialmente en el corazén y en el musculo esquelético (Heinonen et al.,
2014).

Un incremento en los volumenes pulmonares y una mayor capacidad
ventilatoria se relacionan directamente con una adecuada capacidad aerdbica,
especialmente en sujetos altamente entrenados en deportes de resistencia, lo cual
podria ser el resultado de una remodelaciéon pulmonar (Butler et al., 2012) vy su
vascularizacién (Heinonen et al., 2013), aunque no se ha esclarecido si es, en su mayor
parte, determinado genéticamente o como resultado de una adaptacién al ejercicio, ya
gue la evidencia disponible proviene principalmente de estudios transversales.

Asimismo, un nivel de condicion fisica dptimo es facilitado por un incremento
en la capacidad de transporte de oxigeno por medio de un aumento en la masa de
glébulos rojos, provocado por el entrenamiento a largo plazo, aunque el hematocrito
disminuye ligeramente debido a un aumento aun mayor en el volumen plasmatico
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(Oscai et al., 1968). Ademas, el ejercicio, a largo plazo provoca cambios favorables en
el perfil lipidico circulante y en los niveles de aminodcidos séricos en adultos
fisicamente activos (Kujala et al., 2013) y, también provoca adaptaciones estructurales
en los vasos sanguineos mediante el aumento de su diametro para que sea posible
acomodar el aumento de la capacidad de aportacion total de sangre (Laughlin et al.,
2012). Sin embargo, a pesar de que la dilatacion mediada por el flujo es generalmente
mejorada por la prdactica de ejercicio en pacientes con disfuncién endotelial, por lo
general no aumenta en sujetos sanos e, incluso, puede verse afectada ligeramente en
atletas altamente entrenados en resistencia (Green et al., 2013; Green et al., 2012).
Del mismo modo, la presidén arterial en reposo se puede reducir mediante la practica
de ejercicio en sujetos hipertensos, pero sigue manteniéndose en patrones normales
en sujetos normotensos (DeMaria et al., 1978), ya que los factores reguladores del
tono de los vasos sanguineos son ajustados para limitar una disminucién de la
resistencia periférica.

Por otro lado, los efectos del ejercicio a largo plazo a nivel dseo y sobre los
drganos internos y el cerebro, en gran parte permanecen no caracterizados aun,
aunqgue, por ejemplo, se ha demostrado que un estilo de vida fisicamente activo
conduce a un mayor rendimiento cognitivo y a un retraso y/o no apariciéon de
trastornos neurolégicos en los seres humanos (Loprinzi et al., 2013).

A nivel éseo, se ha sefialado que la exposicion repetida a la tension mecanica
provocada por el ejercicio mejora las caracteristicas fisicas del hueso (Heinonen et al.,
2014) y se ha demostrado que el ejercicio estimula la formacion ésea y limita
ligeramente la reabsorcion ésea por las observaciones llevadas a cabo con respecto a
las hormonas y los biomarcadores dseos circulantes (Tartibian et al., 2011; Maurel et
al., 2013). Ademas, el hueso juega un papel importante en la liberacién de células
precursoras (vasculares) en la circulacién, y hay evidencia de que el ejercicio puede
mejorar esta movilizacidon de las células madre de la médula ésea, posiblemente a
través del 6xido nitrico (Laufs et al., 2004).

Respecto a las adaptaciones producidas en los 6rganos internos como resultado
de la practica continuada de ejercicio, se ha sefialado que es probable, aunque ha de
ser investigado aun, que el ejercicio conduce a mejoras en la sensibilidad a la insulina
hepatica similares a las producidas por la cirugia bariatrica en sujetos obesos vy
diabéticos (Immonen et al., 2014). Esta cuestion es importante, ya que la sensibilidad
hepatica a la insulina desempefa un papel fundamental en el control del metabolismo
de todo el organismo. Esta misma circunstancia se ha observado en el pancreasy en el
intestino, donde la resistencia a la insulina también estd presente en la obesidad
(Heinonen et al., 2014). Igualmente, se ha demostrado que el entrenamiento de
resistencia disminuye la actividad nerviosa simpatica renal en hombres normotensos
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sedentarios, lo cual se asocia con una disminucidon en la resistencia vascular renal,
aunque no cardiaca (Meredith et al., 1991).

Por otra parte, aunque es bien sabido que la practica de ejercicio puede
conducir a una reduccién de la masa grasa y a adaptaciones bioldgicas asociadas,
incluyendo un aumento en la densidad capilar debido a la reduccién del tamafo de las
células grasas, el tejido adiposo, como drgano endocrino, puede, sin embargo, secretar
diversas adipoquinas que pueden desencadenar funciones fisiolégicas importantes en
otros tejidos en el cuerpo (Thompson et al., 2012), lo cual puede ser modulado por el
entrenamiento de resistencia (Bostrom et al., 2013).

La mayoria de los beneficios para la salud conferidos por la practica de ejercicio
a largo plazo, se cree que surgen de cambios adaptativos en la actividad y/o cantidad
de proteinas implicadas en los procesos metabdlicos, fisiolégicos y biomecdnicos
especificos, como por ejemplo, la funcidn respiratoria mitocondrial, el ciclo del calcio,
la funcion/eficiencia contractil y el uso de sustratos; y estas adaptaciones, en gran
parte, se producen a través de los cambios en la transcripcion de genes y la traduccion
de proteinas, asi como modificaciones post-traduccionales (Neufer et al., 2015).
Debido a que los desafios energéticos y mecanicos impuestos por el ejercicio son de
naturaleza transitoria, también lo son las respuestas celulares adaptativas siguientes,
gue se producen principalmente durante las horas siguientes al ejercicio (Booth &
Neufer, 2012).

Igualmente, se ha sefialado que las adaptaciones al ejercicio resultan del efecto
acumulativo de incrementos transitorios en las transcripciones en el ARNm que
codifican varias proteinas después de cada sesion de ejercicio (Hawley et al., 2014).
Estas exposiciones repetidas en la expresion del ARNm parecen ser esenciales para
impulsar la respuesta adaptativa intracelular al entrenamiento fisico (Perry et al.,
2010). Otro nivel de regulacion del ARNm y de la cantidad de proteinas en las
adaptaciones al ejercicio, implica alteraciones en el estado de metilaciéon del ADN
(Barrés et al., 2012), modificaciones de las histonas (McGee & Hargreaves, 2011) y la
expresion del micro-ARN (Zacharewicz et al., 2013).

Por tanto, una adecuada practica de ejercicio a largo plazo, con una suficiente
intensidad, duracion y frecuencia, produce numerosas adaptaciones en el cuerpo
humano, que son, en general, beneficiosas para la salud y el bienestar (Fiuza-Luces et
al., 2013).
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2. Ejercicio fisico extenuante o no programado

A pesar de los consabidos beneficios que reporta el ejercicio fisico regular sobre
la salud, cuando es planificado, adaptado y controlado de forma adecuada, es
necesario apuntar la creciente evidencia que sugiere que el ejercicio, en diferentes
intensidades, presenta distintos efectos en el organismo y que estos efectos son muy
variables dependiendo de la naturaleza, volumen e intensidad del ejercicio.

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), el Colegio Americano de Medicina
Deportiva (ACSM) y la Asociacién Americana del Corazén (AHA) publicaron una serie
de directrices para la realizacion de actividad y/o ejercicio fisico basadas en la
evidencia cientifica existente, recomendando al menos 150 minutos de intensidad
moderada o 75 minutos de actividad aerdbica de intensidad vigorosa por semana, o
una combinacion equivalente de ambas (OMS, 2010; Haskell et al., 2007). De hecho,
existe una convincente evidencia sobre la beneficiosa relacidon existente entre el
ejercicio de intensidad moderada y la salud (Haskell et al., 2007; Lee et al., 2014), sin
embargo, los efectos beneficiosos del ejercicio se pierden o disminuyen con la
realizacion de un ejercicio fisico extenuante, ya que este tipo de ejercicio induce a la
fatiga, que lleva consigo una disminucion del rendimiento, alteraciones de varios
procesos hormonales, aumento de la susceptibilidad a la infeccidn, y un aumento de la
produccién de radicales libres que puede llegar a un punto en el que se puede superar
el sistema de defensa antioxidante y conducir a un estado de estrés o dano oxidativo
(Radak et al., 2008; Eijsvogels et al., 2016).

El ejercicio fisico extenuante, especialmente cuando se realiza
esporadicamente y sin el debido entrenamiento, causa dafio estructural en las células
musculares y reacciones inflamatorias a nivel muscular (Li et al., 2016), ademas, puede
provocar dafios en el musculo cardiaco (Ortega et al., 2006) y alterar los lipidos
plasmaticos (Ruiz et al., 2004) y, cuando es prolongado, incluso puede alterar los
procesos fisioldgicos normales, incluyendo dafio muscular grave, desequilibrio en los
niveles de liquidos y electrolitos, cambios en la funcién inmune, alteraciones en los
sistemas fibrinoliticos y de coagulacion, dafios en el ADN, un aumento en los
biomarcadores estructurales y funcionales de estrés miocardico, asi como un mayor
riesgo de golpe de calor y muerte subita cardiaca (Konig et al., 2007; Neubauer et al.,
2008; Kupchak et al., 2014; Schmied & Borjesson, 2014).

La evidencia cientifica acumulada sugiere que las practicas de ejercicio que son
ideales para la promocion de la salud y la longevidad pueden diferir de los programas
de entrenamiento de altos voliumenes y alta intensidad utilizados para el desarrollo de
un rendimiento cardiaco maximo y una excelente capacidad cardiorrespiratoria en el
deporte de élite (O'Keefe et al., 2014). Esto es debido a que las consecuencias de la
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practica de un ejercicio fisico extenuante en sujetos no entrenados pueden ser
perjudiciales para la salud, especialmente, teniendo en cuenta que el nimero de los
denominados, coloquialmente, “guerreros de fin de semana”, esta incrementandose
en los ultimos afios. De hecho, la participacién en eventos o carreras de resistencia ha
crecido en popularidad, como lo demuestra el notable aumento en el nimero de
participantes en maratones, triatlones y carreras de ciclismo en las ultimas 3 décadas
(Knechtle et al., 2011).

Ademas, en las ultimas décadas, la participacidn en este tipo de eventos se ha
convertido en un hecho cada vez mas atractivo para millones de atletas no
profesionales, o “amateurs”, en todo el mundo. Teniendo en cuenta la cohorte de los
atletas que participan en estos eventos, sélo hay un pequefio nimero de atletas
profesionales con altas prestaciones de edades comprendidas entre los 18 y los 35
afos, que son generalmente sanos y, que de forma continua estan bajo supervisiéon
médica y con el apoyo de instructores o entrenadores con experiencia; por el
contrario, como se ha apuntado, el nimero de participantes recreativos, no de élite,
incluyendo a personas de todas las edades, estd aumentando continuamente; de
hecho, las caracteristicas demograficas de los participantes estan cambiando
rapidamente (Predel, 2014). De acuerdo con un analisis demografico del perfil de estos
participantes, la mayoria son corredores varones aficionados de mediana edad que
compiten con altas exigencias de rendimiento (Leyk et al., 2009).

Este hecho es de especial importancia para la salud, ya que un gran numero de
este tipo de participantes esta expuesto a volimenes e intensidades de ejercicio muy
por encima de las recomendaciones propuestas en las guias internacionales expuestas
anteriormente. Ademas, los requerimientos, en cuanto al estado de condicidn fisica y
salud y, por tanto, preparacidn previa, en este tipo de eventos deportivos son muy
altos, ya que el volumen e intensidad que los caracteriza son considerables.

Los riesgos y las consecuencias a nivel fisioldgico que un ejercicio fisico
extenuante puede entrafar, comentados anteriormente y, especialmente en sujetos
no entrenados o no preparados fisicamente de forma adecuada para soportar o lidiar
con la carga que estos eventos supone para el organismo, son necesarios tenerlos muy
presentes por las derivaciones que pueden acarrear para la salud en este tipo de
participantes. De hecho, informes recientes sugieren que, sorprendentemente, altos
volumenes de ejercicio aerdbico pueden ser tan perjudiciales para la salud
cardiovascular como la propia inactividad fisica (Eijsvogels et al., 2016).

A continuacion, se analizaran de forma pormenorizada los efectos del ejercicio
fisico extenuante sobre el estrés oxidativo, dafio muscular e inflamacion, asi como los
efectos de la fatiga sobre parametros de rendimiento.
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2.1. Efectos sobre el estrés oxidativo

El ejercicio fisico provoca numerosos cambios fisiologicos en los sistemas del
organismo vy, quizas, el cambio mas importante sea provocado por un incremento del
ritmo respiratorio y, por tanto, de la utilizacion del oxigeno por el organismo (Kumar &
Naidu, 2002). Existe una evidencia creciente de que el ejercicio fisico extenuante
aumenta el consumo de oxigeno en los tejidos y sistemas del organismo hasta en 20
veces respecto a valores basales (Xiao, 2015). La mayor parte del oxigeno consumido
se utiliza en la mitocondria como sustrato metabdlico y para la produccion de adenosin
trifosfato (ATP), reduciéndose finalmente a agua; sin embargo, una pequefia fraccion
de oxigeno (2-5%) se puede convertir en varios productos intermedios que incluyen el
anion radical superdxido (0;), el perdxido de hidrégeno (H,0,), y el radical hidroxilo
(OH"), que se filtran posteriormente en la cadena de transporte de electrones (Xiao,
2015). O," y OH’, por definicidn, son radicales libres, ya que contienen un electrén no
apareado en su estructura atdémica, constituyéndose como moléculas altamente
reactivas e inestables, mientras que el H,0, no lo es, aunque es un compuesto
altamente polar y, ademas, puede atravesar facilmente las membranas. En conjunto,
se clasifican como especies reactivas del oxigeno (ROS) (Ji, 1995).

Asimismo, se ha demostrado que los musculos contractiles también producen
oxido nitrico (NO), la molécula predominante de las especies reactivas de nitrégeno
(RNS) (Balon & Nadler 1994). Desde entonces, varios articulos de revision han
confirmado la participacion del musculo esquelético en la produccién tanto de ROS
como de RNS (Powers & Jackson, 2008; Jackson, 2009; Powers et al., 2011). Tanto a los
propios radicales como a las especies no radicales creadas a través de la interaccién
con los radicales libres, se les denomina colectivamente especies reactivas del
oxigeno/nitrogeno (RONS) (Valko et al., 2007).

La eliminacién de ROS es administrada por una serie de sistemas antioxidantes
en el organismo (por ejemplo, la catalasa o la regulacién del glutation), y el equilibrio
de ROS vy antioxidantes se denomina "estado redox”. La desregulacion de los procesos
del estado redox en la captacion de radicales en biomoléculas clave, tales como
proteinas, lipidos y ADN, es un proceso que puede dafiarlas e incapacitar su
funcionamiento, pudiendo dar lugar a un estado de “estrés oxidativo”, que es definido
como “un desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes en favor de los oxidantes,
dando lugar a una interrupcién de la sefalizacion redox y el control y/o dafio
molecular” (Sies, 2015).

En las décadas de 1980 y 1990 surgieron las primeras teorias que dieron lugar a
la creencia de que la produccion de ROS era la principal consecuencia negativa del
ejercicio fisico. Por otra parte, comenzd a surgir la evidencia de que una serie de
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situaciones clinicas, tales como las enfermedades del corazén, la esclerosis lateral
amiotrdfica, la enfermedad del intestino irritable, la diabetes y el envejecimiento, que
eran una consecuencia de la produccion excesiva de ROS y del dafio de los radicales
libres (Sies, 1985; Powers & Jackson 2008; Jackson, 2009; Tsutsui et al., 2011).

Por tanto, se ha demostrado que una acumulacién excesiva de RONS puede
inducir dafos en todas las macromoléculas celulares, tales como lipidos, proteinas y
ADN, lo cual puede provocar efectos adversos en la salud y el bienestar (Aguilo et al.,
2005; Misra et al., 2009). De hecho, se ha sugerido que el estrés oxidativo desempefia
un rol primario o secundario en el desarrollo de multiples enfermedades humanas
(>100) agudasy cronicas (Dalle-Donne et al., 2006).

Es necesario apuntar que las RONS no son intrinsecamente nocivas, sin
embargo, en respuesta a una exposicion crénica a la produccién excesiva y/o ectdpica
de estas, el organismo puede llegar a un desequilibrio (radicales libres > defensas),
resultando en un cambio en el equilibrio redox intracelular hacia un entorno mas
oxidante que, a su vez, puede promover el dafo oxidativo, la inflamacién, y la
enfermedad. Por otro lado, en concordancia con el principio de hormesis, un bajo
grado de estrés oxidativo resulta necesario para provocar adaptaciones fisioldgicas al
ejercicio (Bjelakovic et al., 2007).

El primer estudio que documentd estrés oxidativo inducido por el ejercicio
fisico agudo en seres humanos fue publicado por Dillard et al., en 1978, y este trabajo
revel6 que 60 minutos de ejercicio de resistencia en cicloergdmetro con una
intensidad del 50% del consumo maximo de oxigeno (VO,max) aumentd los niveles de
pentano espirado, un biomarcador de la peroxidacidn lipidica. Los autores concluyeron
que el ejercicio promueve un aumento de la produccién de oxidantes, pero la fuente
de este aumento, sin embargo, no fue identificada.

Desde esta primera observacidon, numerosos estudios posteriores realizados
tanto en modelos animales como humanos, han demostrado que distintos modelos de
ejercicio resultan en un aumento de los biomarcadores de dafo oxidativo en sangre y
musculo esquelético, aunque también se postula que puede producirse en otros
tejidos como el musculo cardiaco, higado y cerebro y, este aumento, depende del tipo
de ejercicio realizado (aerdbico, anaerdbico), duracién e intensidad, niveles de
consumo de oxigeno, estrés mecdanico que soporten los tejidos, tipo de contraccién
predominante, condiciones ambientales, asi como de condicionantes individuales
como el estado de condicidn fisica, la edad y la dieta (Jackson, 2009) (ver Figura 4).
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Figura 4. Mecanismos potenciales del incremento en la produccion de RONS relacionados con el
ejercicio.
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La mayoria de estudios que han investigado el estrés oxidativo en el ejercicio
fisico agudo en humanos han empleado protocolos de ejercicio aerdbico, siendo las
pruebas de esfuerzo maximas o submaximas en tapiz rodante o cicloergdmetro las mas
utilizadas en laboratorio, constituyéndose la prueba de esfuerzo graduado (GXT) como
la mas empleada para inducir estrés oxidativo.

En cuanto a aquellos estudios que han empleado protocolos de corta a
moderada duracion (< 2 horas), varios han documentado un incremento en sustancias
reactivas al 4cido tiobarbiturico (TBARS), marcadores de la peroxidacion lipidica, tanto
en pruebas de esfuerzo submaximas (Meijer et al., 2002; Vincent et al., 2004;
Nikolaidis et al., 2007), como maximas (Steinberg et al., 2007; Michailidis et al., 2007;
Souza-Silva et al., 2015). Otros estudios (Bailey et al., 2001; Di Massimo et al., 2004;
Goldfarb et al., 2007; Park & Kwak, 2016) han notificado, tras la realizacion de un GXT,
un aumento significativo en malondialdehido (MDA) que, junto con TBARS constituyen
los marcadores de la peroxidacioén lipidica mas utilizados.

Algunas investigaciones (Wetzstein et al., 1998; Tozzi-Ciancarelli et al., 2002; Di
Massimo et al., 2004) han informado, por otro lado, de un incremento en lipoproteinas
de baja densidad oxidadas (Ox-LDL), otro marcador de la peroxidacion lipidica.
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También, un incremento en la concentracion de F,-Isoprostanos (F,-IsoPS), un
compuesto de prostaglandina generado in vivo por la peroxidacion no enzimatica del
acido araquiddnico presente en los fosfolipidos de las membranas celulares, ha sido
registrado en otros estudios (Waring et al., 2003; Goto et al.,, 2007), siendo su
incremento dependiente de la intensidad del ejercicio (Goto et al., 2007).

Asimismo, se ha observado una correlacidon positiva significativa entre el
aumento en la concentracién de lactato (Lac) en el plasma sanguineo después del
ejercicio y el aumento en el estado oxidativo total plasmatico, expresado a través de la
concentracion de peréxidos de lipidos (Wiecek et al., 2015).

Como se ha comentado anteriormente, el ADN también se encuentra sometido
al ataque de RONS vy, usualmente, el producto 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OHdG)
es utilizado como indicador de la oxidacién del ADN inducida por el ejercicio. Hay
estudios que han informado de un incremento significativo de 8-OHdG tras la
realizacion de un protocolo de ejercicio de 60 minutos al 70% del VO,max en
cicloergdmetro (Orhan et al., 2004) asi como tras un GXT (Fogarty et al., 2013).

La formacion y acumulacion de proteinas carbonilo (PC) es otro de los
indicadores comunmente usados para determinar la oxidacién de las proteinas en
relacidon con el ejercicio y, existen varios estudios que han registrado un aumento
significativo de éstas tras la realizacion de protocolos de ejercicio aerébico (Bloomer et
al., 2007; Michailidis et al., 2007; Nikolaidis et al., 2007; Goldfarb et al., 2007; Zalavras
et al., 2015), siendo el incremento dependiente de la duracion del ejercicio (Bloomer
et al., 2007) y permaneciendo elevada su concentracion incluso durante las 8 horas
posteriores al ejercicio (Michailidis et al., 2007).

La medicién de la capacidad antioxidante del organismo también es utilizada
como un marcador para determinar el estrés oxidativo y, suele ser evaluada mediante
la aplicacion de varios ensayos, como la capacidad antioxidante equivalente de Trolox
(TEAC), el potencial reductor/antioxidante férrico (FRAP), el protocolo de amplificacidn
repetido de telomerasa (TRAP) o la capacidad de absorcion de radicales de oxigeno
(ORAC), y/o la medicion de los cambios en la concentracidn de enzimas antioxidantes:
superoxido dismutasa (SOD), glutatidn peroxidasa (GPx) o catalasa (CAT).

Algunos estudios han determinado una reduccién temporal de la capacidad
antioxidante durante e inmediatamente después del ejercicio (Tozzi-Ciancarelli et al.,
2002; Di Massimo et al., 2004; Watson et al., 2005; Steinberg et al., 2007), tras lo cual,
los niveles aumentan por encima de condiciones basales durante el periodo de
recuperacién (Watson et al.,, 2005; Steinberg et al., 2007). Por tanto, el sistema de
defensa antioxidante se puede reducir temporalmente en respuesta a un aumento de
la producciéon de RONS, pero puede aumentar durante el periodo de recuperacion,
como resultado de la agresion inicial pro-oxidante. La actividad enzimatica
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antioxidante responde de una manera similar, apareciendo, por ejemplo, un estudio
donde se registré un incremento significativo de SOD, GPx y CAT tras la realizacion de
un test submaximo (Buczynski et al., 1991); sin embargo, en otro estudio se informd de
una disminucion en SOD (Tozzi-Ciancarelli et al., 2002); por consiguiente, los resultados
de estas variables parece que son dependientes del tiempo de muestreo, asi como de
la duracién e intensidad del ejercicio realizado.

El estrés oxidativo en el ejercicio también ha sido evaluado mediante los niveles
circulantes de antioxidantes individuales como la vitamina E y/o C, existiendo algunos
estudios que han informado de una disminucidn transitoria de éstos (Kawai et al.,
2000; Bloomer et al., 2006) o de un incremento inmediato post-ejercicio (Watson et
al., 2005) en protocolos de ejercicio aerdbico. Ademas, en otro estudio se ha
informado de una disminucién en los niveles de vitamina C reducida post-ejercicio
(Steinberg et al., 2007).

Por otro lado, la idea de que el estrés oxidativo inducido por el ejercicio
representa un contribuyente potencial para el desarrollo y/o progresion de distintas
enfermedades recibe una atencién considerable cuando es de larga duracién (> 2
horas) (Knez et al., 2006) v, el estrés oxidativo inducido por este tipo de ejercicio,
generalmente, ha sido evaluado en participantes de eventos como una maratén o
media maraton, ultramaratén, triatlon, duatlén, iron-man, carreras de larga duracién o
rutas de ciclismo.

Esta bien establecido que este tipo de eventos de “ultra-resistencia” dan lugar a
la formacién de RONS (Turner et al., 2011) y, como consecuencia de ello, tiene lugar un
aumento considerable en los niveles de sustancias pro-oxidantes capaz de debilitar los
sistemas antioxidantes del organismo (Vassalle et al., 2014). Por ejemplo, en un
estudio (Mrakic-Sposta et al., 2015) se confirmé que una ultramaratén de montafia
provoca un dafio oxidativo acusado, puesto de manifiesto por la sobreproduccién de
ROS, asi como por los cambios registrados en las citoquinas y en los pardmetros
hematologicos y de orina estandar evaluados.

También se ha demostrado que el ejercicio anaerdbico agudo se constituye
como un estimulo suficiente para provocar un aumento en la formacion de RONS
(Bailey et al., 2007). ElI aumento en la concentracion de adenosin
monofosfato/adenosin trifosfato (AMP/ATP) conduce a un aumento en el
metabolismo de la purina (tras el ejercicio anaerdbico) que implica a la xantina oxidasa
(X0), derivando en una produccion excesiva de ROS (Powers & Jackson, 2008). El
ejercicio anaerdbico también provoca un aumento en la concentracién de peréxidos
de lipidos y de la capacidad antioxidante total plasmatica, lo que favorece una
disrupcidn en el equilibrio pro-oxidante/antioxidante (Taito et al., 2013).
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Por otra parte, las distintas disciplinas deportivas, a menudo, poseen
componentes tanto de caracter aerdbico como anaerdbico, y se llevan a cabo,
normalmente, en un entorno cambiante, sin control. Algunas investigaciones han
examinado el estrés oxidativo experimentado en distintos deportes como el fatbol
americano, el baloncesto, el futbol, el rugby, carreras de motocross, deportes de
combate, esqui alpino o escalada profesional. Por ejemplo, un estudio observd un
aumento en la peroxidacién lipidica, registrando un incremento en los perdxidos
totales y anticuerpos contra Ox-LDL, después de un partido de futbol americano
profesional (Schippinger et al., 2002). Incrementos similares, en marcadores de la
peroxidacién lipidica, también se han observado después de un partido de rugby
(Chang et al., 2002) y de futbol (Kingsley et al.,, 2005), registrandose un mayor
incremento en los jugadores de rugby no entrenados en comparacion con los
entrenados (Chang et al., 2002).

Por tanto, actualmente, debido a la extensa produccién cientifica al respecto,
parece que los distintos tipos de ejercicio, tanto aerébico como anaerdbico, poseen el
potencial de aumentar la produccién de RONS favoreciendo un estado de estrés
oxidativo, y éste puede ser mas acusado aun en sujetos no entrenados de forma
adecuada o si el ejercicio es extenuante o de larga duracion.

2.2. Efectos sobre el dailo muscular

El ejercicio fisico y, especialmente si es extenuante, también puede provocar
dafio localizado en el tejido muscular como consecuencia de factores mecanicos y/o
metabolicos (Brancaccio et al., 2010; Koch et al., 2014).

El estrés mecanico localizado en el musculo durante el ejercicio, es inducido, en
gran medida, por el estiramiento de los sarcdmeros, lo cual provoca trastornos en el
aparato contractil, en el citoesqueleto muscular y en proteinas asociadas al sarcolema
(Fridén & Lieber, 2001).

En cambio, el estrés metabdlico a nivel muscular durante el ejercicio es debido
a la formacién de radicales libres y a la sobrecarga del calcio (Ca®*) (Koch et al., 2014).
El incremento en el consumo de oxigeno durante el ejercicio conduce a un aumento en
la actividad de la cadena de transporte de electrones, un incremento de semiquinona
en la mitocondria y de xantina oxidasa en las células endoteliales de los capilares (Su et
al., 2010), todo lo cual puede conducir a un aumento de la produccion de radicales
libres y al consiguiente dafio en las membranas celulares. Ademas, el musculo puede
experimentar un estado como de isquemia/reperfusion en la transicion del ejercicio a
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la recuperacién (Tamaki et al., 1994), lo que podria aumentar ain mas la produccién
de radicales libres (Jassem et al., 2002).

En general, el dano muscular puede ser inducido tanto por contracciones
musculares estaticas (isométricas) como dinamicas (concéntricas y excéntricas)
(Clarkson et al., 1986). Sin embargo, hay pruebas sustanciales de que las acciones
musculares excéntricas resultan en un mayor dafio muscular que las acciones
isométricas o concéntricas (Brancaccio et al., 2008; Vissing et al., 2008; DiPasquale et
al., 2011).

Los principales factores atribuidos al mayor dano de las contracciones
excéntricas son los valores pico mds altos registrados por éstas (Enoka, 1996), y la
reduccion en la activacién de unidades motoras para una fuerza dada (Enoka, 1996;
Kellis & Baltzopoulos, 1998), los cuales inducen a un mayor estrés mecanico a nivel
muscular (Enoka, 1996). Otros aspectos importantes son que el ATP no es necesario
para separar los enlaces cruzados formados durante la contraccion muscular
excéntrica y la mayor longitud de las fibras durante este tipo de contraccion (Enoka &
Fuglevand, 2001).

Independientemente del tipo de contraccién, el dafio muscular puede ser
especificamente localizado en sélo unas macromoléculas de tejido o, en cambio, dar
lugar a grandes desgarros en los discos Z (Lieber & Fridén, 1988), en el sarcolema
(Takekura et al., 2001), en la lamina basal (Koskinen et al.,, 2001), y en el tejido
conectivo fibroso de sostén (Stauber et al., 1990), asi como en los elementos
contractiles y en el citoesqueleto (Roth et al., 2000).

Basicamente, las condiciones que pueden inducir dafio muscular son la
realizacion de ejercicios no habituales o de mayor intensidad o duracién que aquellos a
los que el sujeto estd adaptado (Tee et al., 2007). Los sintomas son comunes y
facilmente caracterizados, e incluyen rigidez muscular e inflamacién, disminucién de la
fuerza de la contraccién muscular y dolor muscular de aparicion tardia (Byrne et al.,
2004). Estos sintomas pueden ocurrir como resultado de una lesion o cuando el
musculo produce un mayor trabajo fisico del que se utiliza para la produccién
(Brancaccio et al., 2010).

Por otro lado, los niveles séricos de enzimas intramusculares o proteinas son
marcadores del estado funcional del tejido muscular. El dafo muscular es
frecuentemente caracterizado por un incremento en los niveles de creatina quinasa
(CK), lactato deshidrogenasa (LDH), aldolasa (ALS), mioglobina (MB), troponina (TNI),
aspartato aminotransferasa (AST), o anhidrido carbdnico Il (CA 1ll), constituyéndose
como los marcadores séricos mas Utiles de dafio muscular (Brancaccio et al., 2010).

Cuando la intensidad del ejercicio estd dentro de un rango metabdlico normal,
el tejido muscular no registra cambios significativos en la permeabilidad de las
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membranas celulares, sin embargo, cuando la intensidad del ejercicio supera este
rango, se producen cambios en la permeabilidad y las enzimas y proteinas
intracelulares son vertidas en el liquido intersticial para, posteriormente, ser
absorbidas por el sistema linfatico y, finalmente, introducirse en el torrente
circulatorio (Bijsterbosch et al., 1985).

También se ha apuntado que la apoptosis en el tejido muscular posterior al
ejercicio vigoroso o extenuante puede ser provocada por el aumento de sustancias
pro-oxidantes; por tanto, el estado antioxidante total también se puede utilizar para
evaluar el nivel de estrés muscular mediante otros marcadores (Liu et al., 2000), como
algunos de los sefialados en el apartado anterior.

Uno de los primeros estudios que registré dafno muscular inducido por el
ejercicio se publicé a principios del siglo XX (Hough, 1900), en el cual se registré dolor
muscular de aparicion tardia tras la realizacion de ejercicio, sugiriéndose que el dolor
era el resultado de microlesiones musculares. Desde entonces, la produccion cientifica
al respecto no ha hecho mas que incrementarse, especialmente durante las ultimas
décadas.

Niveles altos de dafio muscular, evaluado por medio de la concentracién de
enzimas séricas, se han registrado tras la realizacién de eventos competitivos de
resistencia de larga duracion, tales como una maratén (Jastrzebski et al.,, 2015),
ultramaraton (Shin et al., 2016) o un triatldn (Areces et al., 2015). Ademas, en este tipo
de eventos, si aparecen contracciones musculares excéntricas, como por ejemplo en
una carrera de descenso, se puede inducir a incrementos mayores en la actividad
enzimatica sérica (Park & Lee, 2015).

La CK sérica ha sido propuesta como uno de los mejores indicadores indirectos
de dafio muscular debido a su facilidad de identificacién y el costo relativamente bajo
de ensayos para cuantificarla (Koch et al., 2014). Tres isoformas citoplasmaticas han
sido identificadas, CK-MM, CK-MB y CK-BB, que proporcionan informacién especifica
sobre el principal tipo de tejido danado, ya sea musculo esquelético, miocardio o tejido
cerebral, respectivamente. La CK-MM se encuentra en varios dominios de las miofibras
donde el consumo de ATP es alto, y es uno de los marcadores de daifio muscular mas
frecuentemente utilizado en el ambito del ejercicio.

Es de suponer que, un volumen mayor de ejercicio produciria un mayor trauma
a nivel muscular y, por tanto, un incremento en la actividad de CK sérica. Algunas
investigaciones (Machado et al., 2011; Machado et al., 2012) corroboran este hecho,
observando una relacidn positiva entre el volumen de carga en una serie de ejercicios
de musculacién vy resistencia, y la actividad de la CK sérica; aunque, sin embargo, la
correlacién entre ambos parece ser generalmente suave (Machado et al., 2012).
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Por otra parte, en varios estudios (Mayhew et al., 2005; Machado et al., 2010;
Rodrigues et al., 2010) se ha informado de que los intervalos de descanso cortos entre
series (60 s), frente a mas largos (180 s) en protocolos de ejercicio de resistencia
intensos, inducen a un mayor aumento en la CK sérica. También se ha apuntado que la
velocidad de contraccidn puede ser un factor determinante en los niveles de CK; por
ejemplo, un estudio registro que una velocidad rdpida de contraccion excéntrica
(210°-s™) produce un incremento 4,5 veces superior de CK respecto a una velocidad de
contraccién mas lenta (30°-s™) bajo la misma tensién (Chapman et al., 2006).

Ademas, varios estudios (Jamurtas et al., 2005; Saka et al., 2009; Chen et al.,
2011; Machado et al., 2013) han informado de una mayor percepcién del dolor e
incrementos mayores de CK en ejercicios con contraccion excéntrica realizados con la
musculatura de la parte superior del cuerpo en comparacién con la de la parte inferior,
lo cual, probablemente, pueda ser debido a que estemos mas expuestos a acciones
excéntricas en actividades diarias usando la musculatura de la parte inferior del cuerpo
que la de la parte superior del cuerpo, como al bajar escaleras o sentarse (Jamurtas et
al., 2005). Incluso un estudio (Chen et al., 2011) observé diferencias en los marcadores
de daifo muscular no sélo entre la parte superior e inferior del cuerpo, sino también
entre la musculatura agonista y antagonista en una misma articulacién; por ejemplo,
los flexores de la rodilla registraron mayores incrementos en comparacion con los
extensores.

El pico maximo de CK sérica, aproximadamente dos veces por encima de
valores basales, se produce 8 horas después del entrenamiento de la fuerza (Hurley et
al., 1995), y el aumento de CK después del ejercicio excéntrico se asocia con lesiones
musculares, con un aumento pronunciado entre 2 y 7 dias después del ejercicio
(Serrdo et al., 2003). Después de un ejercicio prolongado, la actividad total de CK en
suero se incrementa notablemente durante las 24 horas posteriores al ejercicio si los
sujetos descansan, sin embargo, si el sujeto continla entrenando, puede permanecer
elevada durante mucho mas tiempo (Stdubli et al., 1985). Normalmente, sélo la CK-
MM esta presente en el suero, pero tras un ejercicio vigoroso y prolongado puede
aumentar la concentracion sérica de las tres isoformas de la CK en ausencia de dafio
miocardico (Noakes et al., 1983).

También, después de un esfuerzo, la MB puede aumentar a los 30 minutos
(Ascensdo et al., 2008), y permanecer elevada durante 5 dias, probablemente debido a
procesos inflamatorios de bajo grado (Neubauer et al., 2008). Las actividades de la CK 'y
la MB se correlacionan debido a la respuesta de los neutrdfilos inducida por el estrés
en el ejercicio (Suzuki et al., 1999); por tanto, teniendo en cuenta esta caracteristica, la
mioglobina se configura como un marcador util para controlar la eficacia de la carga de
trabajo sobre el tejido muscular en el entrenamiento (Speranza et al., 2007).
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El ejercicio extenuante también puede inducir a un aumento significativo de
LDH (Mena et al,, 1996), y el grado de aumento depende de la intensidad y de la
duraciéon del esfuerzo (Stokke, 1982). Después de un ejercicio prolongado de
resistencia, como una maratén, la concentraciéon de LDH se duplica y, permanece alta
incluso durante 2 semanas (Kobayashi et al., 2005). Un ejercicio excéntrico induce a un
mayor aumento de la actividad enzimatica sérica de LDH que un ejercicio concéntrico,
y permanece incrementada entre el tercer y el quinto dia después del ejercicio (Nosaka
et al., 1992) y, a veces, incluso después del séptimo dia después del esfuerzo (Brown et
al., 1999).

Los niveles de AST también pueden aumentar significativamente después de un
esfuerzo muscular, como el realizado, por ejemplo, en una media maratdn,
permaneciendo elevados durante 24 horas (Lippi et al., 2008). El incremento en esta
variable también estad relacionado con la duracion del ejercicio (Kim et al., 2007), y
puede ser visible incluso sin sintomatologia clinica.

La TNI se configura como otro de los marcadores de dafio muscular utilizado en
el ambito del ejercicio, por el papel fundamental que desempefia en la regulacién del
calcio en la contraccidn y relajacion muscular. Tres isoformas codificadas por tres
genes homodlogos se han identificado: isoforma TNNI1, de contraccién lenta del
musculo esquelético, isoforma TNNI2, de contraccién rapida del musculo esquelético,
e isoforma TNNI3, del miocardio (Sheng & Jin, 2016).

Varios estudios han informado de un incremento en los niveles de TNI tras la
realizacion de pruebas de resistencia de media o larga distancia (Mingels et al., 2009;
Giannitsis et al., 2009; Lippi et al., 2012a; Lippi et al., 2012b). Ademads, estudios
llevados a cabo desde 1987 han demostrado que el ejercicio prolongado y vigoroso se
asocia con un aumento de los niveles plasmaticos de troponina cardiaca o troponina T
(TNT), pareciendo ser un fendomeno mas generalizado de lo que se pensaba (Vilela et
al., 2014).

Por tanto, el ejercicio extenuante parece producir aumentos mas pronunciados
en los marcadores de dafo muscular, en comparacién con el ejercicio prolongado de
intensidad moderada (Nie et al., 2008). Por otro lado, los marcados incrementos
registrados en estas variables tras la realizacién de ejercicio, son generalmente mas
bajos en sujetos entrenados en comparacién con sujetos no entrenados (Vincent &
Vincent, 1997), configurandose el nivel de entrenamiento o condicion fisica, asi como
la duracion e intensidad del ejercicio y el nivel de actividad posterior, como factores
determinantes del dafio muscular tras la realizacion de ejercicio.
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2.3. Efectos sobre la inflamacion

El dafio muscular inducido por la realizacion de un ejercicio fisico extenuante,
esta asociado, ademas de a un alto grado de agresién oxidativa, con un aumento de
mediadores pro-inflamatorios (Powers & Jackson, 2008). El ejercicio agudo puede
afectar a la generacion de RONS en las células inmunes, aumentando los efectos
dafiinos del estrés oxidativo en el tejido muscular y en el ADN leucocitario,
aumentando la activacién de factores de transcripcion de citoquinas inflamatorias
(Pedersen, 2000).

La primera observacion de leucocitosis inducida por el ejercicio data de 1893
(Schultz, 1893); desde entonces, numerosos estudios posteriores han confirmado
cambios en las citoquinas circulantes inducidos por el ejercicio fisico.

La inflamacién es un evento patoldgico, que se produce de acuerdo con un
esquema temporal bien descrito. En resumen, los eventos mas importantes son: (1) la
lesion de tejidos, (2) liberacién de sustancias vasoactivas por el tejido danado, (3) la
vasodilataciéon, (4) adhesién de leucocitos, (5) la migracién de leucocitos desde el
torrente circulatorio al tejido dafiado y, finalmente, (6) la reparacién de tejidos (Kuby,
1994).

Se ha apuntado que el ejercicio fisico intenso y agudo se acompafa de
respuestas que son notablemente similares, en muchos aspectos, a las que son
inducidas por la infeccién, sepsis o traumatismo (Cérdova & Alvarez de Mon, 2001),
provocando un aumento del numero de leucocitos circulantes, principalmente
linfocitos y neutrdfilos, e incrementando las concentraciones plasmaticas de diversas
sustancias que afectan a la funcién leucocitaria, incluyendo citoquinas inflamatorias
como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), los macrofagos inflamatorios proteina
1 e interleucina 1 (IL-1), citoquinas anti-inflamatorias como la interleucina 6 (IL-6) y 10
(IL-10) y antagonista del receptor de interleucina 1 (IL-1RA), y proteinas de fase aguda,
incluyendo la proteina C reactiva (CRP) (Cérdova, 2010).

Las concentraciones plasmaticas de las citoquinas pro-inflamatorias clasicas,
TNF-a e IL-1, en general, no aumentan inmediatamente después del ejercicio; por el
contrario, la IL-6 es la primera de las citoquinas presentes en la circulacion durante el
ejercicio (Suzuki et al., 2002). El nivel de IL-6 circulante aumenta hasta 100 veces,
dependiendo de la intensidad y duracion del ejercicio, y disminuye en el periodo post-
ejercicio (Suzuki et al., 2006), siendo la contraccion del musculo esquelético la principal
fuente de este incremento.
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Parece ser que un aumento de los niveles plasmaticos de IL-6 induce a
incrementos de otras citoquinas anti-inflamatorias durante el ejercicio, configurandose
ésta como el iniciador de esta respuesta (Figura 5).

Figura 5. Respuesta de las citoquinas al ejercicio.
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El musculo esquelético continuamente produce citoquinas para mantener la
homeostasis y para regular la funcién celular. Las citoquinas actuan en la superficie de
las células diana, principalmente para alterar su funcién (Taniguchi, 1995). Se ha
descrito que, perturbaciones simples en el misculo esquelético, como un estiramiento
activo durante el ejercicio excéntrico, aumentan notablemente la expresion de
interleucina 1 beta (IL-1B) y de TNF—a (Malm et al., 2000). Estas citoquinas pro-
inflamatorias se incrementan para regular la expresion de receptores de adhesién de
leucocitos (E-selectina) en el endotelio de los vasos sanguineos adyacentes (Cannon &
St Pierre, 1998). La activacién del endotelio es especifica y puede dar lugar a un
incremento adicional en la liberacién de IL-1B, asi como de citoquinas pro-
inflamatorias como la IL-6 e interleucina 8 (IL-8), las cuales se ha demostrado que
atraen neutrdfilos (Liu & Spolarics, 2003). Por lo tanto, la activacion endotelial
presenta, principalmente, dos propésitos: fomentar la adhesion de neutréfilos en el
lugar donde se produce estrés celular, y ayudar a la célula en el reclutamiento de
neutréfilos adicionales (Figura 6).
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Figura 6. Activacién endotelial de citoquinas durante el ejercicio.
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Adaptado de Butterfield et al. (2006).

Los neutréfilos invaden el musculo esquelético durante varias horas (4 h), y
siguen presentes hasta 24 h después del ejercicio (Peake et al., 2005). Los neutrdfilos y
macrofagos contribuyen a la degradacién del musculo dafiado por la liberacién de
RONS (Nguyen & Tidball, 2003). Las citoquinas pro-inflamatorias IL-1B y TNF-a se
expresan a nivel intra-muscular hasta 5 dias después del ejercicio (Hamada et al.,
2005). Por lo tanto, la respuesta inflamatoria local en el musculo esquelético después
del ejercicio es, predominantemente, pro-inflamatoria.

Por otro lado, en cuanto a la respuesta anti-inflamatoria sistémica del
organismo al ejercicio, la evidencia sugiere que los cambios en el nimero de leucocitos
circulantes después del ejercicio extenuante, especialmente si es de componente
predominantemente excéntrico, dependen de los grupos musculares utilizados o la
cantidad de masa muscular movilizada, y ambos condicionantes pueden reflejar una
mayor influencia hormonal frente al estrés en la movilizacién de leucocitos después
del ejercicio dindmico sistémico frente a contracciones musculares locales (Peake et
al., 2005).

Varios estudios han demostrado que los niveles de IL-6, IL-8, IL-1RA e IL-10
aumentaron notablemente tras la realizacion de pruebas de resistencia de mas de 2
horas de duracidn, tales como carreras de maratén, ciclismo o triatlon (Ostrowski et
al., 1999; Jeukendrup et al., 2000; Suzuki et al., 2006; Bernecker et al., 2013; Stelzer et
al., 2015; Niemela et al., 2016). También hay estudios que han sefialado que una serie
de sprints repetidos provocan una respuesta pro-inflamatoria, incrementando los
niveles de TNF-a y CRP (Deminice et al., 2013), asi como de IL-1, IL-6, y IL-1RA (Meckel
et al., 2011).
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Todas estas observaciones, junto con la aparicion visible de inflamacion
muscular y dolor muscular de aparicién tardia (DOMS) tras la realizacion de ejercicio,
han llevado a los investigadores a la conclusion de que el ejercicio fisico agudo provoca
inflamacién muscular e incrementa los niveles de citoquinas circulantes, especialmente
si el ejercicio es extenuante y/o involucra contracciones excéntricas; y los niveles de
citoquinas pro y anti-inflamatorias circulantes son dependientes de la intensidad y
duracién del ejercicio, reclutamiento de masa muscular y la capacidad de resistencia
(Bernecker et al., 2013), asi como de otros factores como la edad o el sexo (Peake et
al., 2005).

2.4. Efectos sobre el rendimiento

La fatiga inducida por el ejercicio intenso o de larga duracién es una sensacion
comun, que todo el mundo ha experimentado alguna vez. Durante el ejercicio, la carga
de trabajo induce a una sensacion de esfuerzo que aumenta gradualmente, pudiendo
ser tan intensa que provoque una reduccion de la carga de trabajo o, incluso, detener
el ejercicio. Cualquier ejercicio fisico es una actividad que consume energia, lo que
tarde o temprano puede agotar las reservas del organismo, pudiendo tener efectos
nocivos sobre la salud. Por lo tanto, las sensaciones de fatiga y agotamiento son, muy
probablemente, esenciales para mantener la integridad del organismo.

En el ambito del ejercicio, la fatiga es un concepto multifuncional y complejo
gue abarca tanto aspectos fisiolégicos como psicoldgicos. Los cambios fisicos vy
bioguimicos durante el ejercicio son efectos fisioldgicos, los cuales pueden ser
cuantificados de forma objetiva, sin embargo, la fatiga también es una entidad
psicoldgica, lo que representa, por afiadidura, una concepcién de variable subjetiva y
mental (Ament & Verkerke, 2009). La fatiga puede ser definida como “una sensacion
transitoria de cansancio o agotamiento que se siente durante los episodios agudos de
ejercicio y que puede ser cuantificada por medio de cambios en el rendimiento”
(Vargas & Marino, 2014).

Esta bien documentado en la literatura cientifica que la inflamaciéon local y
sistémica, el dafio muscular y el estrés oxidativo inducidos por el ejercicio de alta
intensidad o de larga duracién, deterioran la funcién del musculo esquelético (Davis et
al., 2007) induciendo a un estado de fatiga y, algunos autores han relacionado este
efecto con déficits de rendimiento durante el ejercicio (Baldwin Lanier, 2003; Robson-
Ansley et al., 2004).
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El rendimiento deportivo depende de la capacidad de un sujeto para producir y
mantener altos niveles de competencia fisica, técnica, toma de decisiones vy
habilidades psicoldgicas, a lo largo de la competencia deportiva y, el deterioro de
cualquiera de estas habilidades podria aparecer como un sintoma de fatiga. El
rendimiento o la fatiga pueden ser evaluados desde tres niveles diferentes (Figura 7).

Figura 7. Tres niveles de evaluacidn/medicidon de la fatiga/rendimiento.
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Adaptado de Knicker et al. (2011).

El nivel mas simple lo conforma el rendimiento de fuerza/potencia en una sola
unidad muscular o unidad motora. Simultaneamente, efectos estresantes en varias
unidades motoras podrian afectar a la funcionalidad de un musculo, lo que puede
suponer un detrimento en el rendimiento muscular. Una suposicion comun es que la
reduccion en el rendimiento muscular se traduce en una disminucién del rendimiento
en el ejercicio, para lo cual existen distintos test que incorporan la evaluacion de la
fuerza/potencia generada por varios grupos musculares, la evaluacién de distintas
habilidades motrices, asi como la evaluacion de las sensaciones de fatiga. Finalmente,
una disminucidon en la competencia en el ejercicio, por lo general, provoca un
detrimento en el rendimiento durante los eventos deportivos.

La fatiga puede ser cuantificada por medio de distintas medidas de rendimiento
(véase en Tabla lll) y, estas medidas se utilizan cominmente para explorar los
mecanismos de la fatiga, aunque también describen los componentes que determinan
el rendimiento general.
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Tabla Ill. Manifestaciones comunes de fatiga durante el ejercicio o la competencia deportiva.

SINTOMAS DE DISMINUCION DEL RENDIMIENTO

J Velocidad de respuesta del organismo, 1 periodos de descanso, cese del ejercicio

J Nivel de ejecucién técnica

J Velocidad gestual

/M Tasa de error (p. e. precision de golpeo)

/N Lapsus mentales (es decir, |, concentracién, I cansancio, decisiones mas lentas/incorrectas)®
VARIABLES DE TEST

Capacidad fisica

J Fuerza muscular (p. e. pico de CVM, fuerzas isocinéticas o tetanicas)

J Potencia muscular, extremidades/articulaciones o cuerpo entero

N Tiempo (resistencia, sprint, agilidad, sprints repetidos)

J Frecuencia de zancada, |, longitud de carrera, |, velocidad del pedaleo, | rango de movimiento
Técnica

J Ejecucidn de la habilidad motora (p. e. 1 velocidad del pie o de la mano)

J' Resultado de la habilidad motora (p. e. 1 velocidad de la pelota o precisién)

Sensaciones subjetivasb

/M Sensacidn de esfuerzo (p. e. I valor escala percepcidn subjetiva del esfuerzo)

/N Sensacidn de fatiga/cansancio generalizado

/M Sensacidn de fuerza realizada (incluye 1 sensacidn de pesadez)

N Grado de dolor muscular, I malestar

Toma de decisiones*
Tiempo de reaccién simple y de eleccién, pruebas de reconocimiento visual, Stroop Test, pruebas de
concentracién mental

Pruebas de anticipacion relacionadas con disciplinas deportivas

. 1z b
Aspectos psicologicos
Motivacion, autoeficacia, ansiedad

a Registro anecdotico

b Evaluado usando escalas de calificacion o cuestionarios

¢ Son frecuentemente mejoradas o no cambian

CVM = Contraccidn isométrica voluntaria maxima; 1 incremento; {, disminucién

Adaptado de Knicker et al. (2011).

El ejercicio fisico afecta al sistema neuromuscular, asi como al medio interno en
muchos niveles. El sistema neuromuscular estd conformado por el SNC y las unidades
motoras y, para un buen funcionamiento de este sistema tiene que haber un equilibrio
fisico y quimico y, este equilibrio, el estado estacionario del medio interno, es
mantenido por los sistemas del organismo. A continuacion, en la siguiente tabla (Tabla
IV) aparece una visiéon general de los posibles sitios donde se produce la fatiga
asociada al ejercicio.
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Tabla IV. Resumen de los posibles sitios donde se produce la fatiga asociada al ejercicio.

I. Fatiga periférica

A. Cambios relacionados con el ejercicio en el medio interno
Durante las cargas de trabajo por encima del punto de aumento de la acumulacion de lactato en sangre, los
cambios en el medio interno (sangre, liquido extracelular) incluyen:

1. Acumulacién de iones lactato e hidrégeno (protones). La acumulacion de iones hidrégeno puede provocar un
tampon quimico, de tal manera que existe una mayor liberacién de diéxido de carbono a partir de bicarbonato y,
como resultado, el cociente respiratorio aumenta.
2. Acumulacién de amoniaco.
3. Acumulacidn de calor, que conduce a una mayor secrecién de sudor y, la pérdida de agua puede conducir a un
estado de deshidratacion.
B. Cambios relacionados con el ejercicio dentro de las fibras musculares
1. Acumulacién de P; (Fosfato inorganico) en el sarcoplasma, causando una disminucion de la fuerza contractil
debido a una inhibicién de las interacciones entre puentes cruzados.
2. Acumulacién de iones H' en el sarcoplasma, causando también una disminucién de la fuerza contractil debido a
una inhibicién de las interacciones entre puentes cruzados. Ademas, la acumulacion de iones H puede causar una
depresion en la reabsorcidon de calcio en el reticulo sarcoplasmatico. Este hecho podria ser la causa principal del
tiempo de relajacion prolongado después de contracciones fatigantes.
3. Acumulacion de iones Mg2+ en el sarcoplasma. Mg2+ contrarresta la liberacién de Ca”" del reticulo sarcoplasmico.
4. Inhibicién de la liberacién de Ca®* del reticulo sarcoplasmatico por acumulacion de P;. La liberacion de Ca’' es
inhibida por la precipitacion de fosfato de calcio dentro del reticulo sarcoplasmatico y por la fosforilacién de los
canales de liberacién del Ca®.
5. Disminucién de las reservas de glucdégeno y (en casos extremos) disminucion de los niveles de glucosa en sangre.
Incluso una disminucién de la glucosa en sangre puede interferir seriamente con las funciones del SNC. Un
agotamiento de las reservas de glucégeno conduce, de una manera no clarificada aun, al aumento de la fatiga
muscular.
6. Disminucion de la velocidad de conduccién de los potenciales de accién a lo largo del sarcolema, probablemente
como resultado de cambios bioquimicos asociados al ejercicio en y alrededor de las fibras musculares. La caida en
la velocidad de conduccién se refleja en el EMG (cambio de contenido de frecuencia), pero no tiene efecto
inmediato conocido sobre la produccion de fuerza muscular.
7. Aumento del flujo de iones de potasio (K') de las fibras musculares. El aumento de potasio en el lumen de los
tubulos-T puede conducir a un bloque del potencial de accién tubular y, por lo tanto, conducir a una menor fuerza
debido a una depresion del acoplamiento de excitacidon-contraccion.
8. La transmision sindptica neuromuscular puede bloquearse; sin embargo, esto parece ser un factor de
importancia, principalmente, en estado de enfermedad (miastenia gravis).
1. La conduccidn de los potenciales de accion axonal puede bloquearse en los lugares de ramificacion axonal, lo
que conduce a una pérdida de activacion de las fibras musculares. La importancia relativa de este factor es
desconocida.
2. El impulso neuronal motor podria estar influenciado por los efectos reflejos de los aferentes musculares. Asi, los
efectos centrales de la fatiga podrian, hasta cierto punto, ser compensados por los reflejos mecano receptores
(tipos IA y Il de los husos neuromusculares, tipo IB de los Organos tendinosos de Golgi).
3. La estimulacion de los nervios tipos Il y IV (aferentes quimio-nociceptivos) induce a una disminucion en la tasa
de disparo de la neurona motora y a una inhibicién de la salida de la corteza motora.
4. La excitabilidad de las células dentro de la corteza motora cerebral podria cambiar durante el curso de las tareas
motoras mantenidas, como lo sugieren las mediciones utilizando estimulacion magnética transcraneal.
5. Los efectos sindpticos de las neuronas serotoninérgicas podrian aumentar, causando una mayor sensacion de
cansancio y fatiga. Esto puede ocurrir como resultado de una afluencia creciente en el cerebro del triptéfano
precursor de serotonina. Durante el ejercicio prolongado, tal aumento de la afluencia de triptéfano puede ser el
resultado de una disminucidn provocada por el ejercicio en la concentracion sanguinea de BCAA.
6. Liberacion de citoquinas inducida por el ejercicio. La IL-6 provoca sensaciones de fatiga y la IL-1 induce a
sensaciones de enfermedad y suefio.

BCAA = aminodcidos de cadena ramificada; EMG = electromiografia

Adaptado de Ament & Verkerke (2009).
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Cuando los procesos de fatiga se originan en las células musculares y afectan
directamente a la funcion contractil del musculo, el fendmeno se denomina fatiga
periférica (Allen et al., 2008). Este fendmeno generalmente implica medidas pico de
fuerza disminuidas, pero cuando se combina con una velocidad de acortamiento
ralentizada, puede manifestarse como una reduccion de la potencia muscular (Ament
& Verkerke, 2009). Se postula que varios mecanismos contribuyen a la fatiga
periférica, ya sea de forma directa o por medio de factores interactivos. Estos
mecanismos incluyen factores metabdlicos, por ejemplo: ATP, P;, fosfocreatina (PCr),
lactato, disminucién de la disponibilidad de glucosa o glucdgeno, factores idnicos (K7,
Ca®*, Na¥, Cl), acidosis (Fitts, 1994; Allen et al., 2008), hipdéxia (Howlett & Hogan,
2007), respuesta inflamatoria y liberacion subsiguiente de citoquinas (Vargas &
Marino, 2014), RONS y/o dafio muscular (Allen et al., 2008).

Una reduccion de la fuerza muscular durante las contracciones volitivas,
también puede surgir en algun lugar del SNC, a través de una disminucién del impulso
de la corteza motora en el cerebro, es decir, la denominada fatiga central, que es
definida como una pérdida de fuerza proximal a la unién neuromuscular (Westerblad
et al., 1991). La inhibicidon de la activacién motora (reduccion de la frecuencia de
disparo de las motoneuronas y/o el “desreclutamiento” de unidades motrices) puede
ser consecuencia de la retroalimentacion periférica de los musculos, corazén o
pulmones y/o entrada de los centros superiores del SNC.

Por tanto, las habilidades psicomotoras en todo el cuerpo, requieren un control
integrado por el sistema nervioso periférico y central y, esta interaccion SNP-SNC es un
aspecto importante para mantener y/o devolver la homeostasis general del organismo
cuando hay un desequilibrio, tal como los diversos cambios que ocurren durante el
ejercicio. De hecho, la teoria biolégicamente mas sdlida de la fatiga en la fisiologia del
ejercicio, es la teoria de los sistemas complejos, la cual ha sido desarrollada con el
tiempo (St Clair Gibson & Noakes, 2004).

Esta bien documentado en la literatura cientifica que durante el ejercicio fisico
de alta intensidad, como un sprint, levantamiento de pesas pesadas, e incluso las
contracciones maximas voluntarias, el reclutamiento de fibras de contraccion rapida y
los cambios que ocurren a nivel celular, junto con la acumulacidon de metabolitos en el
musculo, afectan en gran medida a la capacidad contractil y pueden contribuir a la
fatiga periférica (Allen et al., 2008). Sin embargo, a pesar de los cambios sustanciales
en los perfiles metabdlicos musculares durante el ejercicio intenso, sigue siendo
cuestionable hasta qué punto se puede alterar la regulacién central en el
reclutamiento de la unidad motora y cuantificarse como fatiga central. No obstante,
por ejemplo, en un estudio (Kennedy et al., 2013) se registré una reduccion en el
impulso voluntario a los musculos flexores durante una contraccion maxima voluntaria
debido a la activacién continuada de los aferentes musculares de pequefo diametro,

31



CAPITULO I. INTRODUCCION GENERAL

los cuales son sensibles a los aumentos en la concentraciéon de metabolitos, es decir,
encontraron que una contraccion maxima de 2 minutos de los flexores y extensores
del codo con isquemia inducida causé una disminucién en la activacién voluntaria de
las regiones centrales y, por ende, una disminucién en la produccién de fuerza. Por lo
tanto, este estudio, elocuentemente, pone de manifiesto el papel de Ia
retroalimentacion aferente de la fatiga central.

Asi pues, la fatiga inducida por el ejercicio fisico agudo intenso o extenuante es
un fendmeno complejo caracterizado por los multiples sintomas, de origen fisioldgico y
psicolégico, que pueden ocurrir simultaneamente durante la competencia del ejercicio
y, sobre la base de este entendimiento, se refuerza la idea de que la fatiga se describe,
de forma simplificada y mas inclusiva desde todos los puntos de vista en el ambito del
ejercicio, como una disminucién del rendimiento, aunque, por otro lado, no hay que
olvidar que las sensaciones de fatiga son esenciales para mantener la integridad del
organismo.

3. El uso de suplementos antioxidantes y ejercicio fisico

Se ha postulado que el ejercicio fisico agudo extenuante o no programado
puede aumentar la generacidon de RONS pudiendo exceder la capacidad protectora del
sistema antioxidante y conducir a un estado de estrés oxidativo, provocar dafio
muscular e incrementar los niveles de citoquinas circulantes, induciendo a una
desregulacién dentro de los sistemas inflamatorios y neuroendocrinolégicos, lo cual
puede derivar en efectos perjudiciales para la salud, ademas de afectar, por ende, al
rendimiento deportivo.

Por otro lado, se ha apuntado que los atletas o deportistas bien entrenados
generalmente poseen una capacidad antioxidante mejorada y son menos susceptibles
a las perturbaciones redox inducidas por el ejercicio en comparacion con la poblacién
sedentaria (Melikoglu et al., 2008; Falone et al., 2010). En este sentido, la poblacién
sedentaria que ocasionalmente realiza ejercicio, o los ya mencionados “guerreros de
fin de semana”, se configuran como poblaciones especialmente sensibles a este tipo
de dafio. Ademas, en sujetos debidamente entrenados, factores como un aumento
repentino en la carga de entrenamiento (Palazzetti et al., 2004), exposicion a
condiciones de altitud/hipoxia (Pialoux et al., 2010), ejercicio prolongado y vigoroso
(Aguilé et al., 2005; Rowlands et al., 2012), la contaminacion (Gomes et al., 2011) o
una ingesta insuficiente de antioxidantes en la dieta (Farajian et al., 2004, Rousseau et
al., 2004) pueden exceder las defensas antioxidantes de un individuo para amortiguar
la produccién de oxidantes en el ejercicio y/o sus consecuencias.
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Una proteccidn antioxidante insuficiente puede, por tanto, contribuir a niveles
elevados de estrés oxidativo, alteracién de la regulacién neuroendocrina, dafio
muscular excesivo y/o incapacitar para adaptarse a estimulos de entrenamiento fisico
continuo (Slattery et al., 2015), asi como promover la fatiga muscular (Reid, 2008)
afectando al rendimiento deportivo. En este contexto, se ha investigado ampliamente
la capacidad del uso de suplementos antioxidantes exdgenos para mantener el
equilibrio oxidativo en estados de estrés durante el ejercicio.

Un antioxidante, por definicidn, es una sustancia que puede retardar o prevenir
la oxidacién de otros sustratos (Halliwell et al., 1995). Los antioxidantes estan
presentes tanto en la matriz intracelular como extracelular y forman un complejo
sistema de defensa para proteger a las células y a los tejidos del organismo contra el
dafo oxidativo en lipidos, proteinas y acidos nucleicos (Halliwell et al., 1995).

Existe evidencia cientifica al respecto, que apoya la capacidad de los
compuestos antioxidantes para paliar el dafio oxidativo (Di Giacomo et al., 2009), dafio
muscular (Howatson & van Someren, 2008) e inflamatorio (Elkington et al., 2015), asi
como para ofrecer una ayuda ergogénica para mejorar el rendimiento (Peternalj &
Coombes, 2011). Por otro lado, se ha apuntado que la mayoria de los suplementos
antioxidantes comunes no son toxicos, incluso a niveles relativamente altos de
suplementacién, por lo que la suplementacion antioxidante no es probable que sea
perjudicial y, en teoria, presente el potencial de ser beneficiosa para el deportista
(Powers et al., 2011).

Por tanto, el uso de suplementos nutricionales es una practica comun entre los
atletas profesionales y los deportistas aficionados, y el abanico de productos que
ofrece el mercado es inmenso (Maughan et al., 2007) (ver Tabla V). Sin embargo,
aunque estos productos han sido promocionados como un medio para prevenir el
dafio oxidativo inducido por el ejercicio y/o mejorar el rendimiento, la evidencia de su
eficacia no es muy consistente (Davison & Gleeseon, 2005). De hecho, si el uso de
suplementos antioxidantes es beneficioso o no para el deportista, sigue siendo un
tema que genera cierta controversia y es muy debatido en la actualidad en el dmbito
cientifico.

Esta controversia se debe a que existen argumentos en contra del uso de
suplementos antioxidantes en el ejercicio, ya que hay investigaciones que ponen de
relieve el hecho de que los incrementos de RONS inducidos por el ejercicio se atentdan
con la suplementacion con antioxidantes, pudiendo verse afectados los procesos
adaptativos a los estimulos de entrenamiento (Ristow et al., 2009), es decir, que los
compuestos antioxidantes exodgenos pueden prevenir o reducir los procesos
adaptativos utiles del ejercicio, especialmente si se toman en dosis altas (Jackson et al.,
1998; Gomez-Cabrera et al., 2008). Ademas, también se ha apuntado que
dependiendo de la dosificacion y el sitio de actividad, ciertos antioxidantes ejercen un
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efecto pro-oxidante (Slattery et al., 2015). Algunos estudios han informado de que la

suplementacidon antioxidante no proporciona proteccidon adicional contra el dafo
oxidativo y la inflamacién (Davison & Gleeseon, 2005; Teixeira et al., 2009) o, incluso,
exacerba el dafio oxidativo y la inflamacién durante el ejercicio extenuante, y retrasa el

proceso de recuperacion (Close et al., 2006; Peternelj y Coombes 2011).

Tabla V. Suplementos nutricionales mds comunes en el dmbito del ejercicio fisico.

Aceite de germen de , Esteroles de KIC
h Cafeina . Pycnogenol
trigo plantas (alfacetoisocaproato)
Estimulad
Aceites de pescado Calcio s |mu a ,orfes Lecitina Quercetina
de 6xido nitrico
Acido ferulico Calostro Flavonoides Leptina Rhodiola rosea
Acido félico Carbohidratos Fosfatidilserina Magnesio Ribosa
Acido gamma- Gamma-
. 8 .. Carnitina butirolactona Melanina Sales de fosfato
aminobutirico (GBL)

Acidos grasos Omega

369 Cissus quadrangularis Gamma-orizanol Medicinas chinas Selenio
’ ’
Acidos grasos y
Triglicéridos de cadena Citocromo C Gingko biloba Melatonina Succinato
media
. X . Sulfato de
Acido linoleico Citrulina Ginseng Metilsulfonilmetano Y .
vanadio
Acido linolei T
“ o. inoleico Cobre Glandulars Minerales an)pf)nes
conjugado quimicos
Aguas oxigenadas Coenzima Q10 Glicerol N-acetilcisteina Té verde
Ajo Condroitina Glucosamina Octacosanol Teobromina
Glut t
Alfa-cetoglutarato Creatina Y an’ma.o Ornitina Teofilina
monosoédico
Aminodacidos Curcumina Glutamina Phlogenzym Tiroxina
Deshidroepiandrosterona , . .
Androstenediona ! (g:-IEA) Glutation Picolinato de cromo Vanadio
Antioxidantes Dihidroxiacetona Guarana Piruvato Vitaminas
o Hierro
Arnica Dimetilglicina Polilactato Wobenzym
Azucares/edulcorantes Echinacea Hydroxycut Pre/probidticos Yohimbina
Beta-hidroxi-beta-
eta _I rox_l eta Electrolitos Inosina Prohormonas Yuca
metil-butirato
Boro Ephedra (Ma Huang) Inositol Proteina Zinc
Bitartrato de Espirulina Jalea real Polen de abeja Zinc/Aspartato

colina/acetilcolina

de Magnesio

Adaptado de Burke et al. (2009).

Por todo ello, a pesar de las numerosas investigaciones en el contexto de la
suplementacidon antioxidante en el ejercicio, no existe un consenso claro sobre los
beneficios de ésta para los deportistas, y se necesitan mds investigaciones para
determinar la capacidad de estos compuestos para lograr la adaptacién inducida por el
ejercicio, ya que los hallazgos anteriores son equivocos e inconclusos (Williams et al.,
2006), apareciendo, tanto estudios que muestran efectos beneficiosos, como estudios
gue no exponen ningun efecto (la mayoria) o estudios que, incluso, revelan efectos
perjudiciales.
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Esto puede deberse a numerosas variables de confusiéon, como disenos
experimentales variables, diferentes protocolos de suplementacion (compuesto
antioxidante, dosificacion, duracion del periodo de suplementacién), tipo de ejercicio
realizado y diferentes niveles de entrenamiento de los sujetos experimentales (Slattery
et al.,, 2015). También hay una escasez de investigaciones realizadas en la poblacién
atlética centradas en el efecto resultante redox mediado por la expresion génica en la
capacidad de rendimiento (Slattery et al., 2015). No obstante, estos hallazgos destacan
el delicado equilibrio dentro de los procesos de sefializacién redox, siendo probable
que, tanto una cantidad insuficiente como excesiva en el consumo exdgeno de
antioxidantes, pueda tener un efecto negativo sobre el proceso adaptativo.

En base a estos hallazgos, debido a los resultados contradictorios sobre los
beneficios y/o los perjuicios de la suplementacion antioxidante, actualmente se
recomienda que, en primera instancia, en lugar de usar suplementos, las personas
fisicamente activas deben centrarse en consumir una dieta equilibrada que incluya una
variedad de alimentos ricos en antioxidantes que atienda a sus requerimientos
nutricionales y energéticos en el ejercicio (Margaritis & Rousseau, 2008; Powers et al.,
2011), ya que, durante el ejercicio, la produccion excesiva de oxidantes en el musculo
esquelético se controla mediante una respuesta sinérgica entre el sistema antioxidante
endogeno y las vitaminas y minerales antioxidantes consumidos como parte de una
dieta bien equilibrada (Watson et al., 2005).

El sistema antioxidante se adapta facilmente a los estimulos de entrenamiento
fisico para contrarrestar los efectos potencialmente dafinos del exceso de RONS
inducido por el ejercicio y mantener las vias de sefializacién redox controladas (Ji,
2008). Sin embargo, los atletas bien entrenados, o las personas fisicamente activas,
pueden presentar un riesgo aumentado de dafo oxidativo debido a una ingesta
dietética insuficiente de antioxidantes (Rousseau et al., 2004). Ademas, se ha sugerido
que, a medida que los deportistas producen una mayor cantidad de estrés oxidativo,
durante episodios repetidos de ejercicio o esporadicos de ejercicio extenuante,
pueden requerir una mayor cantidad de antioxidantes exdgenos para mantener la
salud y mejorar el rendimiento (Palazzetti et al. 2004). Estos hallazgos apoyan la
hipdtesis de que la suplementacion con antioxidantes puede ayudar a los deportistas a
sobrellevar mejor los periodos de entrenamiento o competencias deportivas intensas,
previniendo reducciones en la capacidad de rendimiento durante el ejercicio vigoroso,
asi como las consecuencias del dafio oxidativo (Slattery et al.,, 2015); aunque, es
preciso apuntar que el consumo de suplementos antioxidantes necesita ser
periodizado e individualizado para que pueda proporcionar un refuerzo adicional
durante estos periodos (Slattery et al., 2015).

Finalmente, es necesario tener en cuenta aspectos de seguridad referentes a
los suplementos nutricionales; por ejemplo: los requerimientos de proteinas
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recomendados se reducen en la diabetes, la hipertension puede tener implicaciones
para la ingesta de sodio y, algunas condiciones clinicas pueden contraindicar el uso de
cafeina; ademas, la dosis de suplemento para grupos especiales, tales como atletas en
silla de ruedas, puede necesitar ser alterada debido a la disminucién de la masa
muscular activa en este tipo de sujetos (Burke et al., 2009).

En el contexto de la suplementacion con antioxidantes en el ejercicio, la
Coenzima Q10 (CoQ10) se configura como una de las sustancias empleadas para tal
efecto (Burke et al., 2009; Belviranli & Okudan, 2015; Sarmiento et al., 2016a).

4. La Coenzima Q10

4.1. Estructura molecular, localizaciéon y formas

La Coenzima Q10, también conocida como ubiquinona, ubidecarenona,
coenzima Q o vitamina Q10, y abreviada como CoQ10, CoQ, o Q10, es una molécula
natural constituida a partir de la conjugaciéon de un anillo de benzoquinona con una
cadena isoprenoide hidréfoba de longitud variable, dependiendo de la especie (Cluis et
al., 2007; Prakash et al., 2010). Fue detectada por primera vez en los lipidos
insaponificables de la mucosa intestinal del caballo (Festenstein et al., 1955) y, dos
afios después, fue aislada y caracterizada por primera vez en dos grupos de
investigacion distintos, un grupo usoé el término "Coenzima Q10" (Crane et al., 1957),
gue la aisld de las mitocondrias del corazén de ternera, y otro grupo la denomind
"ubiquinona", es decir, la quinona omnipresente (Morton et al., 1957). Sin embargo, la
compleja estructura quimica de la CoQ fue definida un afio después (Wolf et al., 1958;
Morton, 1958).

Esta molécula se encuentra, principalmente, en el dominio hidrofébico de la
bicapa fosfolipidica del sistema de membrana interna de las mitocondrias, pero
también se encuentra presente en el resto de membranas bioldgicas a niveles
significativos (Battino et al.,, 1990; Lenaz et al., 1999; Lépez-Lluch et al., 2010), asi
como en las lipoproteinas plasmaticas (Crane, 2001). Ademads, la CoQ10 se encuentra
en todas las células vegetales y animales (Prakash et al., 2010).

Debido a su presencia omnipresente en la naturaleza y a su estructura quimica
de quinona, también es denominada ubiquinona (Prakash et al., 2010). La Ubiquinona
se conoce como "coenzima" debido a su capacidad Unica de participar como cofactor
en las reacciones quimicas, aunque se mantiene a niveles de estado estacionario en la
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célula (Litarru & Tiano, 2007). Existen diferentes moléculas de ubiquinona que se
clasifican en funcion de la longitud de su cadena lateral isoprenoide mediante un
subindice que indica el nimero de carbonos (CoQ,) (Cluis et al., 2007). CoQ9 (2,3-
dimetoxi-5-metil-6-noneprenil-1,4-benzoquinona) es la forma predominante en ratas y
ratones, mientras que en humanos y otros mamiferos longevos, el homadlogo principal
es CoQ10 (2,3-dimetoxi-5-metil-6-decaprenil-1,4-benzoquinona) (Bhagavan & Chopra,
2006; Prakash et al., 2010). En humanos y animales, la CoQ estd presente en todos los
tejidos en cantidades variables. La distribucidon y el estado redox de CoQ10 en diversos
tejidos humanos se muestran en la Tabla VI.

Tabla VI. Distribucién y estado redox de CoQ10 en tejidos humanos.

TEJIDO CoQ10 (nmol/g) Estado redox (% reducida)
Corazon 132.0 61.0
Riflones 77.0 75.0
Higado 63.6 95.0
Musculo esquelético 46.0 65.0
Cerebro 15.5 23.0
Intestino 13.3 95.0
Pulmones 9.2 25.0
Plasma (umol/l) 1.1 96.0

Adaptado de Bhagavan & Chopra (2006).

La importancia de la longitud de la cadena isoprenoide estd relacionada con la
estabilidad de la molécula dentro de la bicapa lipidica hidrofoba (Varela-Lépez et al.,
2016). Ademas, esta caracteristica parece afectar a otras propiedades, como la
movilidad, la interaccién intermolecular con proteinas de membrana, y la auto-
oxidabilidad (James et al., 2004).

El anillo de benzoquinona de CoQ puede asumir tres estados redox alternos
debido a la existencia de diferentes niveles posibles de protonacién, dando lugar a tres
formas alternativas de CoQ (Figura 9): la totalmente oxidada o ubiquinona (CoQ), la
parcialmente reducida o ubisemiquinona (CoQH), y la completamente reducida o
ubiquinol (forma activa) (CoQH,) (Fato et al., 1986; Genova & Lenaz, 2011).
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Figura 8. Formas redox alternativas de la Coenzima Q.

we” N N H- ne” N H HL N7 N
HE P 7 = i HC A o= - HO- AN ~
0 \\/\v \»// T ~o \5-/\\-\///‘\ ~" I ~o / ~ Y~ &
(8] CH o CH OH CH
Ubiquinona Ubisemiquinona Ubiquinol

Varela-Ldpez et al. (2016).

Por otro lado, debido a su extrema hidrofobicidad, es posible encontrar CoQ
natural en tres estados fisicos: disuelta en bicapas lipidicas, formando agregados
micelares, o unida a proteinas (Varela-Lopez et al., 2016). A nivel celular, la CoQ se
distribuye entre los dos primeros estados (Genova & Lenaz, 2011), mientras que la
importancia del ultimo es sélo experimental (Fato et al., 1986). Todas las células son
capaces de sintetizar, desde una perspectiva funcional, suficientes cantidades de esta
molécula en condiciones fisioldgicas normales (Bentinger et al., 2007). Sin embargo, el
contenido de CoQ, asi como las relaciones entre sus distintas formas, son diferentes
dependiendo de la especie, tejido o incluso organulo analizados. Como se ha
comentado anteriormente, los niveles de CoQ son mayores en tejidos con altos
volumenes de energia, como el corazdn, el higado, los rifiones, el pancreas, el musculo
esquelético y la glandula tiroides (Tran et al., 2001; Zheng & Moritani, 2008). Del
mismo modo, se ha informado que los lisosomas y las membranas de Golgi contienen
concentraciones relativamente mas altas de CoQ que las membranas mitocondriales o
microsomas (Dallner & Sindelar, 2000; Sohal & Forster, 2007).

En las membranas bioldgicas no mitocondriales, la CoQ continuamente cicla
entre un estado oxidado y reducido gracias a diferentes enzimas con actividad CoQ
reductasa (Ernster & Dallner, 1995). Estas enzimas son NAD(P)H deshidrogenasas, las
cuales forman parte del sistema redox de la membrana plasmatica, donde la CoQ
actia como un mediador que acepta electrones del NAD(P)H citosélico (Lépez-Lluch et
al., 2010). Este sistema se ha relacionado con el mantenimiento de la homeostasis
redox intracelular, la proteccidon antioxidante de la membrana, la regulacién de la
sefializacion celular y otras funciones (Lépez-Lluch et al., 2010) que se discutiran a
continuacion.
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4.2. Funciones relacionadas con la bioenergética celular

4.2.1. Transporte de electrones en la cadena respiratoria mitocondrial

La CoQ presenta un rol esencial en el metabolismo celular para producir ATP, el
cual proporciona energia para la contraccion muscular y otras funciones celulares
vitales. La mayor parte de la produccién de ATP se produce en la membrana interna
mitocondrial, donde se encuentra la coenzima Q (Crane, 2001). Por tanto, la principal
funcién atribuida al CoQ es el transporte de electrones en la cadena respiratoria
mitocondrial, siendo éste un factor clave que contribuye a generar el potencial de
membrana que estd acoplado a la fosforilacién oxidativa (Alcazar-Fabra et al., 2016),
constituyéndose la CoQ como un factor clave en la bioenergética celular (Lépez-Lluch
et al.,, 2010).

La CoQ es un compuesto unico que transfiere electrones entre el Complejo | o
el Complejo Il al Complejo Il de la cadena respiratoria mitocondrial, recibiendo
electrones del dinucledtido de nicotinamida y adenina (NADH) o succinato
respectivamente (Battino et al., 1990; Sohal & Forster, 2007; Bentinger et al., 2007)
(Figura 10). Este transporte de electrones es el proceso final de una serie de reacciones
de las que se obtiene la mayor parte de la energia contenida en la glucosa y en los
acidos grasos, a través de la eliminacién de electrones de los intermediarios del ciclo
de Krebs.

Figura 9. Rol de la Coenzima Q en la cadena respiratoria mitocondrial.
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Varela-Ldpez et al. (2016).
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Ademas, la CoQ también acepta electrones de otros donantes, incluyendo la
dihidroorotato deshidrogenasa (Fumarato), y las acil-CoA deshidrogenasas (Alcazar-
Fabra et al., 2016). Puesto que cuenta con varios donantes de electrones, aunque sélo
los transfiere al complejo Ill, puede ser considerada como un “cruce de caminos” en la
actividad de transporte de electrones mitocondrial (Varela-Lopez et al., 2016). Por lo
tanto, la CoQ cicla continuamente entre sus formas reducida y oxidada en las
mitocondrias, pero también esta unida a proteinas en la membrana de forma libre
(Varela-Lopez et al., 2016) y, la suma de CoQ en cualquiera de estos estados posibles
constituye el depdsito de CoQ mitocondrial (Sohal & Forster, 2007). En este sentido, se
ha apuntado que una piscina equilibrada de CoQ puede suponer una mejor adaptacion
para el flujo de electrones que una mayor o menor piscina de CoQ, manteniéndose asi
un mejor control de la homeostasis mitocondrial (Lépez-Lluch et al., 2010). Ademas, se
ha informado de que la proteina unida a la CoQ participa, y es necesaria, en el
mantenimiento de la estabilidad del complejo Ill en las levaduras (Santos-Ocafia et al.,
2002).

De acuerdo con este ultimo hallazgo, los niveles mitocondriales de CoQ no sélo
afectarian a la bioenergética celular por su participacién como coenzima en la cadena
respiratoria mitocondrial, sino que también podrian afectar a la actividad y estructura
de las proteinas complejas (Lépez-Lluch et al., 2010). Ademas, por medio del sistema
redox de la membrana plasmatica, la CoQ participa en el equilibrio de la relacién
NAD+:NADH a nivel celular, lo cual también regula la bioenergética celular (Larm et al.,
1994).

4.2.2. Funcion reguladora en el sistema redox de la membrana
plasmatica

El sistema de transporte de electrones asociado a la membrana plasmatica esta
basado, principalmente, en la participacidon de diferentes NAD(P)H deshidrogenasas
que aceptan electrones del NAD(P)H citosdlico para reducir al CoQ, la cual esta
presente en la membrana plasmatica a niveles comparables con los de la mitocondria
(Takahashi et al., 1993).

La actividad del sistema redox de la membrana plasmatica se configura como
un proceso esencial en el mantenimiento de la bioenergética celular cuando la
actividad mitocondrial disminuye, como ocurre en el envejecimiento (de Grey, 2001;
Lépez-Lluch et al., 2010); de hecho, su actividad aumenta en las células que carecen de
funcionalidad mitocondrial (Larm et al., 1994; Hyun et al.,, 2006). De manera mas
detallada, se ha informado de que la cantidad de CoQ en la membrana plasmatica
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aumenta y las reductasas dependientes de la CoQ son estimuladas después de la
supresion del genoma mitocondrial (ADNmt), lo cual induce a una acumulacién de
NADH citosélico y, este aumento permite a las células mantener la relacion citosélica
NAD*:NADH, configurandose este hecho como necesario para que la glucdlisis se
produzca correctamente (Larm et al.,, 1994; Hyun et al., 2006; Valera-Lépez et al.,
2016).

La CoQ también es capaz de actuar como un oxidante por auto-oxidacién de su
forma ubisemiquinona (James et al.,, 2004). Sobre la base de su, aparentemente
paradodjica, capacidad potencial de actuar tanto como un pro-oxidante como un
antioxidante, se ha sugerido que la CoQ también puede ser un modulador del estado
redox celular en condiciones fisioldgicas y/o patoldgicas que afectan al proceso de
envejecimiento de esta manera (Sohal & Forster, 2007).

4.3. Funcion antioxidante

La localizacion de la coenzima Q en las membranas celulares, muy préxima a las
cadenas lipidicas insaturadas, le otorga un papel privilegiado para actuar como un
captador primario de radicales libres (Crane, 2001). De hecho, una de las principales
funciones de la CoQ en las membranas bioldgicas es actuar como un antioxidante
(Lépez-Lluch et al., 2010). Varios estudios han demostrado la interaccién directa de la
CoQ con radicales libres, reduciendo la oxidacion de lipidos en liposomas, membranas
celulares y lipoproteinas (Ernster et al., 1992). La actividad en las membranas
bioldgicas indica un importante papel del ubiquinol (forma activa) en las defensas
celulares contra el dafio oxidativo. (Ernster & Forsmark-Andrée, 1993). Ademas, se
constituye como el Unico antioxidante liposoluble sintetizado de forma enddgena, que
ha demostrado prevenir eficazmente la oxidacidon de proteinas, lipidos y ADN (Ernster,
1993). En este papel, la CoQ puede actuar como antioxidante por si mismo o como
neutralizador de radicales libres (Crane, 2001; James et al., 2004).

Adicionalmente, también participa en la regeneracién de otros antioxidantes
como el ascorbato y el a-tocoferol (Crane, 2001; Lépez-Lluch et al.,, 2010). En
particular, se ha propuesto que el efecto antioxidante de las quinonas en las
membranas mitocondriales estda mediado por el reciclado de a-tocoferol (Lopez-Lluch
et al,, 2010).

La CoQ10 reducida, por si sola, ha demostrado ser un antioxidante fisioldgico
liposoluble y, en contraste con otros antioxidantes, el ubiquinol puede inhibir tanto la
iniciaciéon como la propagacién de la peroxidacion lipidica mediante la reaccién con
radicales perferrilo y radicales que generan ubisemiquinona y un hidroperdxido lipidico
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no radical, con la consecuente prevenciéon del atague de estas especies,
considerandose este mecanismo como inhibidor de la sintesis de radicales alquilo y
peroxilo (Bentinger et al., 2010). Durante la iniciacién, puede reducir el radical
perferrilo iniciador (Fe**0%), o actuar directamente a través de la eliminacién del
radical peroxilo lipidico (LOO) [5].

Ademas, la CoQ10 también puede interferir y ralentizar la peroxidacion lipidica
funcionando como un antioxidante que rompe la cadena o, indirectamente, a través
de su reaccién con el radical a-tocoferoxilo para regenerar a-tocoferol (Vitamina E) y
reciclando ascorbato (Vitamina C) (Figura 11) (Frei et al., 1990; Santos-Ocafa et al.,
1998). De manera similar, el ubiquinol es también eficaz en la prevencién de la
oxidacion de las proteinas mediante el enfriamiento del radical perferrilo iniciador y/o
por su reaccion con el superéxido de hidroxilo y los radicales libres derivados de
lipidos, lo cual también protege a las proteinas de la oxidacién y, en relaciéon con esto,
también es importante sefialar que el ubiquinol regenera eficazmente la vitamina E a
partir del radical a-tocoferoxilo, lo que contribuye, de forma adicional, a retardar la
etapa de propagacion de la peroxidacion lipidica (Varela-Lopez et al., 2016).

Figura 10. Representacidn esquemadtica de la accién antioxidante de la CoQ para prevenir la
peroxidacion lipidica.
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También se ha demostrado que la CoQ previene la oxidacién del ADN, lo que es
particularmente importante en el caso del ADN mitocondrial (Bentinger et al., 2010).
Ademas, la deficiencia de algunos nutrientes antioxidantes como la vitamina E y el
selenio podria ser compensada por la induccién de sistema antioxidante dependiente
del CoQ (Lopez-Lluch et al., 2010). Este hecho se ha observado en los hepatocitos,
donde tanto los niveles de CoQ como de reductasas de la CoQ han demostrado ser
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afectados por este mecanismo compensatorio (Navarro et al., 1998). Este ultimo
aspecto refuerza el papel de la CoQ como antioxidante, particularmente en algunas
situaciones fisioldgicas, tales como deficiencias nutricionales, lo que es
particularmente interesante porque se sintetiza endégenamente.

La alta eficiencia como antioxidante atribuida a la CoQ es debida tanto a su
localizaciéon intramembranosa, como se ha comentado anteriormente, asi como a su
distribucién generalizada y abundante en el organismo y a su efectiva
reduccion/reactivaciéon por una serie de sistemas celulares (Bentinger et al., 2010).
Primeramente, su localizacidén es de importancia central ya que los radicales hidroxilo
(OH) y aniones radicales superéxido O, generados en las membranas celulares, de
otro modo, reaccionarian rapidamente con moléculas vecinas de lipidos y proteinas,
por ello, requieren la disponibilidad de agentes protectores efectivos cerca del sitio de
produccién del radical (Bentinger et al.,, 2010). Por otro lado, varios sistemas
enzimaticos eficaces catalizan la reduccion de CoQ para conseguir su forma activa
(reducida) en células eucariotas (Ernster, 1993).

En las mitocondrias, la forma reducida antioxidante de la CoQ es regenerada en
la cadena respiratoria (Bentinger et al., 2010). Sin embargo, ademas de en la cadena
respiratoria mitocondrial, se han encontrado otras enzimas con tal funcion, como la
NADH-citocromo b5 reductasa, que puede reducir la CoQ a través de un mecanismo de
reaccion de un electréon (Navarro et al., 1998), y la enzima soluble NAD(P)H-quinona
oxidorreductasa 1 (NQO1) que puede reducir quinonas por una reaccion de dos
electrones (Genova & Lenaz, 2011). Esta enzima es inducida bajo el desafio oxidativo y
puede mantener el flujo de electrones a través del sistema redox de la membrana
plasmatica hacia la CoQ cuando este sistema esta trabajando principalmente como
antioxidante (Takahashi et al., 1995). Ademas, también se ha descrito una NADPH-CoQ
reductasa citosélica diferente de la NQO1, que parece ser un factor principal para la
reduccion de la CoQ no mitocondrial (Takahashi et al., 2008). Sin embargo, mas
estudios son necesarios para aclarar su papel y regulacién bajo situaciones de estrés
oxidativo (Lopez-Lluch et al., 2010).

El ubiquinol también actua sobre la formacion de ferril mioglobina (forma
radical), producto formado en la interaccion de la mioglobina con el perdxido de
hidrogeno (H,0,), potente agente oxidante capaz de agredir diversos componentes
celulares. En estudios in vitro se muestra que la adicion de ubiquinol reduce estos
compuestos y por lo tanto su dafio, regenerandose la forma oxidada de CoQ. Por
tanto, este mecanismo antioxidante que lo involucra en el dafo por isquemia-
reperfusion presentaria una doble ventaja: disminucidn de un radical y regeneracién
de ubiquinona (Litarru, 1993).

Por ultimo, es importante destacar que el ubiquinol también esta presente en
las lipoproteinas, donde ejerce su actividad antioxidante. En particular, se ha
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informado de que el ubiquinol es el antioxidante mas eficaz en las lipoproteinas de
baja densidad (LDL) (Stocker et al., 1991), que también contienen a-tocoferol (Stocker
et al., 1991; Bentinger et al., 2010). Como consecuencia de la proteccion de LDL contra
la oxidacion, la CoQ también tendria propiedades anti-aterosclerdticas (Varela-Lopez
et al.,, 2016).

Por tanto, se puede considerar a la CoQ como un importante antioxidante
enddgeno liposoluble, ya que inhibe la peroxidacién de los lipidos de la membrana
celular, tanto la iniciacidn como las etapas de propagacién, y también de las
lipoproteinas presentes en la circulacion (Stocker et al., 1991).

4.4. Otras funciones

4.4.1. Cofactor para la funcion de proteinas desacoplantes

La CoQ posee en la mitocondria otras funciones que no estan directamente
relacionadas con la cadena de transporte de electrones, como la de cofactor para la
funcion de proteinas desacoplantes (UCPs). Las UCPs son proteinas de la membrana
interna mitocondrial cuya funcién bioldgica es la disipacion controlada del gradiente
de protones originado en la cadena de transporte de electrones en forma de calor sin
producciéon de ATP. Este mecanismo disipador de energia es usado por los mamiferos
en la grasa parda para mantener la temperatura corporal en situaciones de bajas
temperaturas.

Recientemente se ha descrito que las UCPs juegan un papel importante en el
control de la secrecién de insulina y en la reduccién de la produccién de ROS,
permitiendo asi un mecanismo adicional de defensa frente al extrés oxidativo (Zhang
et al., 2001). En ausencia de CoQ, la proteina UCP1P en los lisosomas de Escherichia
coli es incapaz de permitir el transporte de protones, recuperando su funcionalidad al
afadir CoQ a las membranas en presencia de acidos grasos (Echtay et al., 2001).

4.4.2. Senalizacion celular y expresion génica

La CoQ puede participar en varios aspectos relacionados con el control de la
oxidacion/reduccion celular, tanto en el origen de la sefial como en la transmision
(Crane, 2001). La auto-oxidacion de la semiquinona en varias membranas durante el
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transporte de electrones puede ser una base primaria para la generaciéon de H,0;
(McLennan & Degli Esposti, 2000), el cual, a su vez, activa factores de transcripcién
como NFKB para inducir la expresion génica (Kaltschmidt et al., 1999). También se ha
apuntado a que el perdoxido puede estar implicado en la sefializacién del calcio en el
musculo cardiaco (Morad & Suzuki, 2000). Ademas, es posible que la generacion de
RONS pueda conducir a la supresion de otros genes vy, las quinonas también pueden
participar en la oxidacion de los grupos tiol en los receptores del factor de crecimiento
o en los canales de iones de la membrana (Crane, 2001).

Se ha demostrado que las NADH oxidasas dependientes de la CoQ en la
membrana plasmatica estdn implicadas en la regulacion del crecimiento y la
diferenciacién celular (Varela-Lopez et al., 2016). En particular, se ha encontrado que
la actividad de las CoQ-reductasas en la membrana plasmatica se modula durante la
diferenciacién de eritrocitos (Gomez-Diaz et al., 1997). Del mismo modo, la vitamina
D3, inducida por la diferenciacion de las células mieloides a los monocitos, se potencia
cuando este sistema es activado por ascorbato (Lopez-Lluch et al., 1998).
Andlogamente, en los cultivos libres de suero, la adicién de CoQ induce el crecimiento
celular (Suen et al., 1992).

En apoyo a la funcién del sistema redox de la membrana plasmatica en la
senalizacion celular, se ha informado de que los factores de crecimiento de las
moléculas de senalizacion extracelular, insulina y extractos de pituitaria, son activados
por NADH-oxidorreductasas de la membrana plasmatica (Brightman et al., 1992). En el
caso de la diferenciacién celular mieloide, se ha observado que la modulacion del
programa de diferenciacion por la activacion del sistema redox de la membrana
plasmatica incluye la modulacion de los segundos mensajeros intracelulares y la
regulacién de la actividad de los factores de transcripcion (Gémez-Diaz et al., 1997).

De forma sintetizada, los resultados de diversos estudios al respecto, sugieren
diferentes mecanismos mediante los cuales la CoQ podria ejercer estos efectos en la
sefializacion celular y expresién génica (Figura 12):

Figura 11. Efectos estimulantes () o inhibitorios (1) de la Coenzima Q sobre la expresion génica.
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Varela-Ldpez et al. (2016).
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Especies reactivas del oxigeno (ROS): Las deshidrogenasas NAD(P)H vy la
citocromo b5-reductasa encontradas en la membrana plasmatica, reducen la
CoQ por medio de un mecanismo de eliminacion de un electrén, dando formas
de semiquinona (Villalba et al., 1995). Estas formas de la CoQ presentan una
actividad pro-oxidante, generando O, o H,0,, los cuales actuarian como
segundos mensajeros en mecanismos de sefializacidn celular; en consecuencia,
estos mecanismos modulan diferentes respuestas celulares que afectan al
crecimiento celular y a los procesos de diferenciacién (Linnane et al., 2007).

Tirosina quinasas: Se ha sugerido que el estado redox de la CoQ en la
membrana plasmatica podria controlar la actividad de las tirosina quinasas
indirectamente, por la generacién de H,O, y la inactivacién adicional de las
proteinas fosfatasas, o directamente por la induccién de cambios
conformacionales redox-dependientes (Crane, 2001; Lopez-Lluch et al., 2010).

Proteinas de los canales anidnico voltaje-dependientes (VDAC): Al igual que las
mitocondrias, la membrana plasmatica también contiene proteinas
pertenecientes a la familia de los VDAC. Uno de los componentes de esta
familia, VDAC1, puede funcionar como NADH-ferricianuro reductasa, una
actividad asociada al sistema redox de la membrana plasmatica (Baker et al.,
2004). Teniendo en consideracion que la CoQ esta involucrada en la regulacion
de los VDAC/poros de transicion de permeabilidad en las mitocondrias (Papucci
et al., 2003), se ha sugerido una relacién putativa de la actividad de la CoQ en la
membrana plasmatica y en la sefializacion celular vinculada a VDAC1 para ser
considerado en futuras investigaciones (Lépez-Lluch et al., 2010).

Deacetilasas dependientes del NAD": Este grupo de proteinas implicadas en la
expresién genética, como las sirtuinas, podria ser afectado y regulado de
alguna manera por la actividad de las NADH-reductasas en la membrana
plasmatica (Smith et al., 2000). Se ha propuesto que las variaciones en la
actividad de las NADH-oxidorreductasas CoQ-dependientes en las diferentes
membranas bioldgicas también podrian regular la actividad de las sirtuinas
debido a sus efectos sobre el estado redox (Lépez-Lluch et al., 2010).

Esfingomielinasa neutra Mg2+—dependiente: Se ha informado de que el sistema
redox de la membrana plasmatica CoQ-dependiente estd implicado en la
inhibicion de la esfingomielinasa neutra Mg**-dependiente después de
situaciones de estrés oxidativo (Martin et al., 2003). Esta es una proteina de
membrana plasmatica integral implicada en la liberacién de ceramida de
esfingomielina que participa en la sefalizacion celular, la apoptosis, y la
modulacion de las respuestas celulares (Lopez-Lluch et al., 2010).
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4.4.3. Prevencion de la apoptosis o muerte celular programada

Independientemente de su capacidad para neutralizar radicales libres o sus
propiedades antioxidantes, diferentes estudios han confirmado el papel protector de
la CoQ10 contra la apoptosis, inhibiendo la muerte celular (Yamamura et al., 2001;
Papucci et al., 2003).

Presumiblemente, esto ocurre por inhibicién directa de la apertura de los poros
de transicion de la permeabilidad en los canales de proteinas de alta conductancia
situados en la membrana mitocondrial interna (Papucci et al., 2003) (Figura 12).

La apertura prolongada del poro de transicion de permeabilidad mitocondrial
conduce a la muerte celular (Devun et al., 2010), ademas de despolarizar la
mitocondria (Genova & Lenaz, 2011) e, igualmente, permite la translocacion de
moléculas de hasta 1.500 Da de tamafio, lo cual conduce a la liberacién de proteinas
desde el espacio intermembranoso mitocondrial al citosol (Papucci et al., 2003). Estos
factores, conjuntamente, desencadenan el proceso de muerte celular programada,
como en el caso del citocromo ¢ (Genova & Lenaz, 2011).

Por lo tanto, la CoQ podria contrarrestar eventos apoptdticos, impidiendo la
despolarizacion del potencial de membrana, evitando la deplecién de la produccion de
ATP, la activacion de la caspasa-9 y la fragmentacion del ADN en queratinocitos, seal
de apoptosis (Walter et al., 2000; Vincent et al. 2004). En este sentido, el aumento de
los niveles de CoQ mitocondrial se ha relacionado con la falta de permeabilidad en la
apertura de poros de transicion de la permeabilidad en ratas diabéticas (Ferreira et al.,
2003).

Para elucidar los posibles mecanismos de este efecto, es importante sefialar
que los poros de transicion muestran un sitio de unién a la ubiquinona, donde
diferentes formas de CoQ, naturales y artificiales, interactian para estabilizar el poro
en la conformacion cerrada (Walter et al., 2000). En particular, se ha demostrado que
las quinonas ejercen un efecto directo sobre los poros de transicion de la
permeabilidad, y que estos compuestos son capaces de modular la permeabilidad por
medio de un sitio de unién comun, en lugar de mediante reacciones de oxidacién-
reduccion (Varela-Lépez et al., 2016); posiblemente, a través de cambios secundarios
en la afinidad vinculante al Ca®" para el poro (Genova & Lenaz, 2011).

Diversos estudios han demostrado que la longitud de la cola isoprenoide de los
analogos de CoQ modula la permeabilidad. En este sentido, se han distinguido tres
clases funcionales de analogos de quinona (Walter et al., 2000):
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> Inhibidores de los poros de transicion de la permeabilidad (CoQ0, CoQ2 y
CoQ10).

> Inductores de los poros de transicion de la permeabilidad, como la
Idebenona 2,3-dimetoxi-5-metil-6-(10-hidroxidecil)-1,4-benzoquinona), y

> Quinonas inactivas, que contrarrestan los efectos tanto de inhibidores
como de inductores, tales como la CoQ1.

La CoQ10, al poseer una cadena isoprenoide larga, induce el cierre del canal,
por tanto, se ha insinuado que la CoQ10 podria actuar como un inhibidor de la de los
poros de transicion de la permeabilidad. De hecho, un estudio (Li et al., 2005) informé
gue la CoQ10 protege a las células neuronales SHSY5Y de la toxicidad B-amiloide y de
la privacion de oxigeno y glucosa al inhibir la apertura del poro de transicion de
permeabilidad mitocondrial y, ademas, en el mismo estudio también se observd una
disminucion de la produccion de O, debida a la accidn de la CoQ10. Un estudio similar
(Cordero et al., 2009) ha indicado un efecto protector de la CoQ10 en la apertura de la
de los poros de transicion de la permeabilidad frente a la toxicidad de amitriptilina. Sin
embargo, debido a que la senalizacion ROS podria estar implicada en la apertura de los
poros de transicion de la permeabilidad, todavia no estd totalmente claro si estos
efectos de la CoQ10 dependen de un mecanismo directo o estan mediados por su
efecto antioxidante (Genova & Lenaz, 2011).

4.4.4. Efectos anti-inflamatorios

La CoQ también posee multiples efectos anti-inflamatorios por su influencia en
la expresion de los genes dependientes del factor nuclear potenciador de las cadenas
ligeras kappa de las células B activadas 1 (NF-kB1) (Schmelzer et al., 2007). Del mismo
modo, el H,0, ha sido identificado como un activador del factor de trancripcién pro-
inflamatoria NF-kB (Kaltschmidt et al., 1999). Teniendo en cuenta las propiedades
antioxidantes de la forma reducida de la CoQ10 y la conversidén enzimatica efectiva de
la CoQl10 oxidada a su forma reducida, la CoQ10 podria mediar sus efectos anti-
inflamatorios a través de la expresidn génica.

Para el estudio de la expresion de genes implicados en procesos inflamatorios,
los modelos in vitro basados en células activadas con lipopolisacaridos (LPS) han
despertado interés. Esto se debe a que este producto bacteriano induce a cascadas de
sefializacion bajo el factor de transcripcion NF-kB que, a su vez, conduce a la induccion
de genes inflamatorios (Varela-Lopez et al., 2016). En este contexto, se ha informado
de que la CoQ10 regula genes inducibles por LPS en la linea celular monocitica THP-1,
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presumiblemente debido a su impacto antioxidante en la expresion génica (Schmelzer
& Doring, 2010). Por otro lado, se ha sefialado que el ubiquinol tiene propiedades anti-
inflamatorias que le permiten disminuir la produccién de citoquinas pro-inflamatorias
como el factor de necrosis tumoral a (TNF-a) y las quimiocinas (Schmelzer et al.,
2009a) y, ademas, el ubiquinol ajusta la respuesta inflamatoria mediante una
reduccion moderada de la expresion de miR-146a, que estd implicada en la supresion
de la expresion génica a niveles post-transcripcionales (Schmelzer et al., 2009b).

Por lo tanto, como se ha sefialado, es probable que todos los efectos de la CoQ
en el nivel genético puedan estar mediados por su efecto antioxidante (Genova &
Lenaz, 2011).

4.4.5. Mantenimiento del pH en la membrana lisosomal

En los lisosomas, el interior difiere de otros organulos por el bajo valor de pH
registrado. La CoQ reductasa dependiente del NADH presente en la membrana
lisosomal estd implicada en la translocacién de H* desde el citosol al lumen lisosomal a
través de un mecanismo independiente de ATP que tiene al O, como aceptor final de
electrones (Gille & Nohl, 2000). Esta actividad contribuye al mantenimiento del pH
acido en los lisosomas, lo cual es importante no sdlo para detener las proteinas sino
también para asegurar la actividad 6ptima de las enzimas hidroliticas (Nohl & Gille,
2002), sin embargo, los mecanismos exactos de la CoQ en la actividad lisosémica es un
tema actualmente en estudio (Lépez-Lluch et al., 2010).

4.5. Biosintesis de Coenzima Q

La biosintesis enddégena de CoQ requiere la sintesis de un anillo de
benzoquinona y de una cadena lateral isoprenocide. El precursor del anillo de
benzoquinona es el 4-hidroxibenzoato, que se sintetiza a partir de tirosina o, al menos
tedricamente, de fenilalanina, generalmente presente en exceso, de modo que la
velocidad de esta reaccién se determina por la disponibilidad de la cadena poli-
isoprenoide (Bentinger et al., 2010). Asimismo, la cadena lateral isoprenoide se
sintetiza por medio de una serie de reacciones a partir de acetil-CoA y terminando con
farnesil pirofosfato (FPP), que comprende la via del mevalonato (Ernster & Dallner,
1995; Villalba et al., 2010) (Figura 13).
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Figura 12. La via del mevalonato y los pasos terminales en la sintesis de CoQ, colesterol, dolicol y
proteinas isopreniladas.
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Ademas de en las mitocondrias, la CoQ también se biosintetiza en el reticulo
endoplasmico y en los peroxisomas, lo que indica multiples lugares de sintesis en
células animales (Bentinger et al., 2010). También se ha sugerido que la biosintesis de
CoQ se produce principalmente en las mitocondrias, pero se redistribuye a otros
organulos celulares (Varela-Lopez et al., 2016). Aunque este proceso es, en gran parte,
desconocido, se han observado variaciones en las cantidades de CoQ presentes en
diferentes organulos celulares, siendo las mitocondrias, los lisosomas y el aparato de
Golgi los que muestran las concentraciones mas altas (Turunen et al., 2004).
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Dado que la secuencia inicial de reacciones que conduce a todos los productos
de la via del mevalonato es idéntica, se podria esperar que la sintesis de CoQ,
colesterol y otros compuestos lipidicos sea co-regulada (Bentinger et al., 2010; Villalba
et al., 2010). Tanto el producto final de esta via, el farnesil pirofosfato (FPP) como el
intermediario de esta via, el isopentenil pirofosfato (IPP) se utilizan para la sintesis de
la cadena lateral isoprenoide de CoQ (Bentinger et al., 2010).

Por tanto, la cadena isoprenoide larga de la CoQ (que contiene 6-10 unidades
de isopreno en diferentes especies) es sintetizada por la trans-preniltransferasa, la cual
condensa el FPP con varias moléculas de IPP, todo ello en la configuracion trans (Tran
& Clarke, 2007).

La enzima 4-hidroxibenzoato-poliprenil transferasa, que esta codificada por el
gen Cog-2 en seres humanos (Forsgren et al., 2004), actla por la catalizacién de la
condensacién de la cadena isoprenoide con 4-hidroxibenzoato, tras lo cual, el anillo de
benzoquinona experimenta una serie de modificaciones, que incluyen C-
hidroxilaciones, descarboxilacion, O-metilacion y C-metilacién, para sintetizar CoQ
(Varela-Lopez et al.,, 2016). En los mamiferos, varias funciones de los genes
posiblemente implicados en estas modificaciones se han establecido a través del
reconocimiento complementario en levaduras (Bentinger et al., 2010).

Actualmente, han sido identificados seis genes que codifican diferentes
enzimas que catalizan esta secuencia de reacciones en humanos, denominados de
Cog-3 a Cog-8 (Turunen et al., 2004); sin embargo, los detalles completos de la sintesis
de CoQ en los tejidos animales aun no se han clarificado (Bentinger et al., 2010).

Por otro lado, se han descrito variaciones interindividuales en la CoQ10 total,
asi como una diferencia significativa total entre hombres y mujeres sanos (Molyneux et
al., 2005). Estas variaciones indican que las concentraciones de CoQ1l0 estdn
estrechamente distribuidas alrededor de un punto de referencia homeostatico tanto
en los diferentes érganos como en individuos (Varela-Lépez et al., 2016). En cualquier
caso, todas las células deben sintetizar funcionalmente cantidades suficientes de CoQ
en condiciones fisioldgicas normales. De este modo, en contraste con el colesterol, no
se requiere redistribucién por absorcion de la circulaciéon. Por ejemplo, el higado libera
una cierta cantidad de CoQ que se asocia con lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL), pero este grupo no se redistribuye a otros érganos (Bentinger et al., 2010).

En circunstancias normales, se ha asumido que hay una falta de dependencia
de fuentes exdgenas de CoQ, ya que todos los tejidos son capaces de sintetizarla. Sin
embargo, pueden surgir situaciones en las que alguna capacidad sintética celular sea
insuficiente para alcanzar sus requerimientos de CoQ10. Las células metabdlicamente
activas, presumiblemente, tienen los requisitos mas altos de CoQ10, lo que explica que
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la susceptibilidad a la deficiencia de CoQ10 parezca que sea mayor en éstas (Varela-
Lépez et al., 2016).

El hidroxibenzoato esta generalmente presente en exceso, de modo que la
velocidad de esta reaccién se determina por la disponibilidad de la cadena poli-
isoprenoide (Bentinger et al., 2010). El FPP producido por la via del mevalonato es
precursor del colesterol, CoQ, Dolichol y proteinas isopreniladas. Ademas, el IPP
intermedio se utiliza para la sintesis de la cadena lateral isoprenoide de CoQ, pero
también para la sintesis de dolicol. Se ha sugerido que la sintesis de todos los
productos finales de la via del mevalonato es co-regulada, ya que la secuencia inicial
de las reacciones que conducen a tales lipidos es idéntica, sin embargo, la regulacién
en la fase terminal también debe ocurrir (Bentinger et al., 2010), lo que explicaria las
tasas variables de sintesis y las diferentes cantidades encontradas en estos lipidos
(Andersson et al., 1990).

Los puntos terminales de la regulacion, probablemente implican a las enzimas
de ramificacion que tienen al FPP como sustrato, como la sintasa de escualeno, trans-
preniltransferasa, cis-preniltransferasa y farnesil o geraniol-transferasa, las cuales se
consideran como limitantes de la tasa para la parte terminal de las secuencias
biosintéticas (Goldstein & Brown, 1990). Tradicionalmente, un papel central en la
regulacién de la via del mevalonato ha sido atribuido a la 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA
(HMG-CoA) reductasa, pero parece que su funcion reguladora primaria cae a la
biosintesis de colesterol (Bentinger et al., 2010). Como la constante de Michaellis (KM)
de sintasa de escualeno para FPP es alta, se espera que la cantidad total de FPP en la
célula ejerza su influencia principal sobre la sintesis de colesterol. Por lo tanto, cuando
esta concentracion de sustrato disminuye, la enzima no esta saturada y la tasa de
sintesis de colesterol se reduce (Brown & Goldstein, 1980). Por el contrario, todas las
otras enzimas de ramificacion, es decir, trans y cis-preniltransferasas, farnesil o
geraniol transferasas, muestran KM bajos y permanecen saturadas incluso cuando el
grupo farnesil-PP es menor (Varela-Lépez et al., 2106).

Al igual que en otras vias metabdlicas, parece que los compuestos enddgenos
también desempefian funciones reguladoras en la biosintesis de CoQ (Bentinger et al.,
2010). Los derivados epoxidados de ciertos poli-isoprenoides trans, solanesol,
tocotrienoles, vitamina K2 y CoQ regulan la biosintesis de CoQ en las células HepG2
por si mismos (Varela-Lopez et al., 2010).

En lineas generales, la biosintesis de CoQ es mejorada mediante la regulacion
de toda la “maquinaria” implicada, mientras que la disminucién de la sintesis de
colesterol implica, especificamente, la inhibicién de la oxidoescualeno ciclasa (Varela-
Lépez et al., 2016). Por lo tanto, se ha sugerido que pequefias cantidades de mono y
diepoxidos poli-isoprenoides, como los presentes en muchos organismos, podrian ser
los reguladores bioldgicos de la via del mevalonato (Bentinger et al., 2010).
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Finalmente, a nivel traduccional, se ha demostrado que algunas moléculas
estimulan la sintesis de CoQ10 por la regulacion de la expresién de Cog-7. En
particular, se ha encontrado que la biosintesis de CoQ10 es dependiente del NF-kB,
gue se une de forma especifica a dos sitios de unidn presentes en la region de flotaciéon
5’ del gen Cog-7, induciendo tanto la expresion de Cog-7 como la biosintesis de CoQ10
(Brea-Calvo et al., 2009).

4.6. Aspectos relacionados con la suplementacion oral

4.6.1. Absorcion y transporte de Coenzima Q10

La CoQ es una molécula que se encuentra de forma natural en diferentes
fuentes dietéticas, y puede ser absorbida desde el lumen intestinal de manera similar a
otros lipidos (Villalba et al., 2010). Por tanto, al ser una sustancia lipofilica, la absorcién
de CoQ10 sigue el mismo proceso que el de los lipidos en el tracto gastrointestinal.

El mecanismo de absorcion de la CoQ10 parece ser similar al de la vitamina E,
otro nutriente liposoluble, y su absorcidon se incrementa en presencia de lipidos.
Asimismo, la absorcién de suplementos orales de CoQ10 puede verse mejorada si se
ingiere junto con una comida grasa (Bhagavan & Chopra, 2006).

La digestion ayuda a la liberacién de CoQ10 desde la matriz de los alimentos
procedentes de la dieta, pero en el caso de los suplementos de CoQ10 en féormulas
puras, la digestion gastrica no parece ser un factor importante en su absorcion
(Bhagavan & Chopra, 2006).

En el intestino delgado, las secreciones del pancreas y la bilis facilitan la
emulsién y la formacién de micelas, que son requeridas para la absorcién de las grasas.
No se ha identificado ningun sitio especifico a lo largo del intestino delgado para la
absorcion de CoQ10, pero, al igual que la vitamina E y otras sustancias lipofilas,
primeramente se incorpora en quilomicrones después de la absorcidn v,
posteriormente es transportada a la circulacion a través de los vasos linfaticos
(Katayam & Fujita, 1972). Los datos extraidos de estudios en ratas indican que la
CoQ10 se reduce a ubiquinol durante o después de la absorcidn en el intestino, y este
hecho ha sido confirmado en un estudio de cultivos celulares utilizando células Caco-2
humanas (Bhagavan et al., 2007).

Tras la absorcion, el ubiquinol aparece primero como parte de las lipoproteinas
ricas en triacilglicerina mesentérica y, estas particulas se convierten en restos de
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guilomicrones en circulacién por medio de la lipoproteina lipasa, que luego se
absorben rapidamente por el higado donde la CoQ10 es rempaquetada, en su mayoria,
en particulas VLDL/LDL y es devuelta de nuevo a la circulacién, de forma anéloga al a-
tocoferol (ElImberger et al., 1989; Traber et al., 1992). La HDL también contiene una
pequefia cantidad de CoQ10, por tanto, las concentraciones plasmaticas de CoQ10 son
altamente dependientes de las lipoproteinas plasmaticas (Laaksonen et al., 1995a). La
CoQ10 circulante se redistribuye entre las lipoproteinas, posiblemente, para
protegerlas de la oxidacion (Bhagavan et al., 2007).

4.6.2. Respuesta plasmatica/sérica a la Coenzima Q10/Ubiquinol
administrados oralmente y captacion en tejidos

Se ha senalado que alrededor del 95% de CoQ10 circulante en plasma en
humanos existe en su forma reducida (ubiquinol) (Miles et al., 2003). La eficiencia en la
absorcién de CoQ10 administrada oralmente es pobre debido a su insolubilidad en
agua, solubilidad limitada en lipidos y peso molecular relativamente grande (Bhagavan
et al.,, 2007). En el caso de los suplementos de CoQ10, la absorcién depende de
factores como la naturaleza de la formulacion y, se ha demostrado que las
formulaciones solubilizadas de CoQl10 presentan una biodisponibilidad mejorada
(Bhagavan et al., 2007), aunque, a su vez, la absorcién de CoQ por otros tejidos como
el corazoén, los rifiones, el cerebro y el musculo esquelético se considera baja o
completamente ausente, a menos que los niveles enddgenos caigan por debajo de un
umbral critico (Varela-Lopez et al., 2016).

Histéricamente, se ha considerado que, aproximadamente el 6% de la CoQ
administrada oralmente permea desde el tracto gastrointestinal hacia la sangre y se
transfiere al higado y al bazo (Varela-Lopez et al., 2016). En circunstancias normales,
las concentraciones plasmaticas de CoQ10 no se ven afectadas significativamente por
componentes dietéticos como los productos lacteos, hortalizas, huevos o pescado
(Kaikkonen et al., 1999). En cambio, la suplementacién con CoQl0 conduce a
aumentos en las concentraciones plasmaticas, cuya extension depende de la
dosificacién, duracion y también del tipo de formulacién.

En humanos, se han llevado a cabo diferentes estudios de suplementacién con
una duracién variable, desde una uUnica dosis hasta, incluso, 16 meses, asi como
diferentes dosis (30 - 2400 mg/dia), y en grupos experimentales con diferentes
caracteristicas. A pesar de las diferencias en los protocolos de suplementacién, todos
muestran un aumento de los niveles plasmaticos/séricos de CoQ10. Por ejemplo, un
estudio (Bloomer et al., 2012) ha informado de un aumento significativo en los niveles
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sanguineos tras 4 semanas de suplementacion con ubiquinol (300 mg/dia), tanto de
CoQ10 total como de CoQ10 (+138% y +168% respectivamente, respecto a los niveles
basales) e, igualmente, registré un aumento significativo de CoQ10:Colesterol en el
grupo suplementado. Asimismo, otro estudio (Ylikoski et al., 1997) sefiald un aumento
tres veces mayor respecto a los niveles plasmaticos basales (de 0,8 a 2,8 ug/ml) de la
suplementacién y Braun et al., (1991), también registraron un aumento en los valores
séricos de CoQ10 (+73,8%) después de un periodo de suplementacién de 8 semanas
(100 mg/dia). Ademas, dicho aumento en sujetos sanos parece ser dependiente de la
dosis, segun los resultados de un estudio en el que se compararon los efectos de la
suplementacion con la forma reducida de CoQ10 con 90, 150 y 300 mg/dia (Hosoe et
al., 2007).

Por otro lado, se ha informado de que el cambio en los niveles sanguineos de
CoQ10 en mujeres de edad avanzada se asocia inversamente con la concentracion de
referencia basal (Wolters & Hahn, 2003), lo que sugiere que la absorcion de CoQ
también se ve afectada por los niveles presentes en el organismo.

En cuanto a cdmo la duracion de la suplementacion afecta a los niveles de CoQ
en el organismo, se ha observado que la concentracién plasmatica de ubiquinol casi
alcanza el estado estacionario dos semanas después del inicio del tratamiento v,
posteriormente, regresa a los niveles basales seis meses después de la finalizacion del
tratamiento (Hosoe et al., 2007). Igualmente, en otro estudio (Ikematsu et al., 2006), la
concentracion plasmatica maxima de CoQ10 se alcanzd tras dos semanas de
suplementacién y, luego disminuyd a niveles basales después de 8 meses del cese del
tratamiento.

También se ha apuntado a que en todos los tejidos, el aumento de la cantidad
de CoQ es mayor en las mitocondrias que en el homogenado, lo que sugiere su
preferencia de captacion en las mitocondrias; ademas, en el cerebro, el aumento es de
menor magnitud y se produce principalmente en las mitocondrias (Lopez-Llunch et al.,
2010). Con este trasfondo, parece mas claro que los diferentes tejidos tienden a variar
en su capacidad de acrecion de CoQ, con el higado y el musculo esquelético exhibiendo
las elevaciones mds altas, mientras que el cerebro muestra la mas baja (Sohal &
Forster, 2007). Igualmente, se ha sugerido que cantidades diarias relativamente altas
de CoQ inducen a que las concentraciones plasmaticas de CoQ10 también lo sean,
siendo necesarias para facilitar la absorcidn por los tejidos periféricos (Villalba et al.,
2010).

Asimismo, se ha observado que alimentar ratas de 12 y 24 meses de edad con
dosis muy bajas de CoQ10 desde el destete, conduce a un aumento de los niveles de
CoQ mitocondrial en corazén e higado y, ademas, se ha observado que esta diferencia
aumenta a medida que los animales envejecen (Ochoa et al., 2005). Por lo tanto, la
edad y la duracidén del tratamiento también deben tenerse en cuenta.
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Finalmente, se ha revisado la eficacia de una variedad de formulaciones
comerciales que se han desarrollado para solubilizar la CoQ10 y promover su mejor
absorcién in vivo asi como su uso en la terapia de patologias asociadas con bajos
niveles de CoQ, con énfasis en los resultados obtenidos en ensayos clinicos,
concluyendo que la biodisponibilidad relativa de CoQ10 depende del tipo y cantidades
de aceite en las formulaciones, asi como de su sistema de suministro, siendo el orden
de disminucidn de la biodisponibilidad: nanoparticulado, solubilizado, emulsionado en
aceite y polvo (Villalba et al., 2010).

4.6.3. Ubiquinol versus Ubiquinona

La suplementacién con CoQl10, hasta hace poco mas de una década, se
realizaba utilizando ubiquinona, la forma oxidada de la CoQ10, la cual es pobremente
absorbida después de la ingestion oral (Beg et al., 2010). Se ha apuntado que ésta es la
razon por la cual, al suplementar con ubiquinona, se necesitan altas dosis para obtener
los efectos fisioldgicos deseados, algo que no se ha llevado a cabo en muchos de los
ensayos publicados en relacién con el ejercicio fisico, siendo la mayoria de las dosis
diarias inferiores o iguales a 300 mg (Mizuno et al., 2008).

El Ubiquinol, la forma reducida de la CoQ10, se produce naturalmente en el
cuerpo humano. Varios estudios han demostrado que el ubiquinol posee mayor
biodisponibilidad y es mas eficaz, de forma mas rdpida y con dosis mas bajas que la
CoQ10 oxidada o ubiquinona (lkematsu et al., 2006; Hosoe et al., 2007; Langsjoen &
Langsjoen, 2008), ya que se encuentra en su forma activa y no tiene que ser convertido
por el organismo.

Hasta hace poco, no era posible aislar el ubiquinol para su uso como
suplemento, ya que reacciona muy rdpidamente con el oxigeno. Sin embargo, después
de mas de diez afos de investigacion, la compania japonesa Kaneka logré desarrollar el
primer Ubiquinol estable y bioidéntico del mundo. Este producto patentado se
comercializa bajo la marca Kaneka QH™ vy se ha informado que tiene una excelente
biodisponibilidad, induciendo a un notable aumento de 4,7 veces en el ubiquinol
plasmatico después de la ingestidn de una sola dosis de 300 mg y, a un aumento de
aproximadamente 10 veces después de 28 dias de suplementacion con una dosis diaria
de 300 mg (Hosoe et al., 2007). Este aumento es mucho mayor que el observado con la
suplementacién con CoQ10 tradicional (Stear et al., 2010). Por lo tanto, el beneficio
potencial del ubiquinol en comparacién con la ubiquinona, es su mayor
biodisponibilidad. Efectivamente, una dosis oral de 300 mg de CoQ10 convencional,
ubiquinona, alcanza niveles plasmaticos de CoQ10 de alrededor de 3 mg/I (lkematsu et
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al., 2006), mientras que niveles plasmaticos similares ya pueden alcanzarse con 90 mg
de ubiquinol (Hosoe et al., 2007). Asimismo, niveles plasmaticos de 6-8 mg/I se pueden
alcanzar en los seres humanos con 300 mg de ubiquinol (Hosoe et al., 2007).

Ademas, el ubiquinol ejerce su actividad antioxidante directamente, mientras
gue la ubiquinona debe ser reducida a ubiquinol en el organismo para desempeiiar su
papel como antioxidante. El mecanismo detras de la mayor biodisponibilidad de
ubiquinol frente a la ubiquinona aun no ha sido completamente determinado, aunque
lo mas probable es que la CoQ10 oxidada convencional debe reaccionar primero con la
enzima CoQ10-reductasa, donde se reduce a ubiquinol, antes de incorporarse a las
lipoproteinas, que luego se liberan en la sangre. El ubiquinol, como forma reducida y
principio activo de CoQ10, es independiente de esta enzima y puede ser
inmediatamente incorporado en las lipoproteinas y por lo tanto entrar rdpidamente en
el torrente sanguineo.

Por tanto, es posible que la mejora en la biodisponibilidad ofrecida por el
ubiquinol se traduzca en una mejora en el rendimiento fisico, ademas de la atenuacién
en el potencial de estrés o dafio oxidativo inducido por el ejercicio. Ademas, el
ubiquinol tiene la capacidad de proteger a la vitamina E, y también ayuda en la
regeneracion de las vitaminas E y C agotadas vy, la ubiguinona, en cambio, primero
debe ser reducida a su forma activa (ubiquinol) con el fin de ejercer su papel como
antioxidante.

En lineas generales, la CoQl10 no debe compararse con la multitud de
antioxidantes solubles en agua que se mueven libremente en la sangre y tienen un
efecto no especifico, ya que, junto con la vitamina E, la CoQ10 posee la capacidad
especial de proteger a las membranas celulares, y este hecho le otorga una posicién
Unica entre todos los antioxidantes (Alf et al.,, 2013). Teniendo presente que hay
estudios que han demostrado que la forma reducida de CoQ10 es 6-10 veces mas
biodisponible que la tradicional CoQ10 oxidada (lkematsu et al., 2006; Hosoe et al.,
2007), es interesante evaluar las posibilidades que ofrece el ubiquinol como
suplemento.

4.6.4. Seguridad y dosis de Coenzima Q10/Ubiquinol en
atletas/deportistas

El ubiquinol o la ubiquinona son sustancias no dopantes segun la Lista de Kélner
y la Agencia Mundial Antidopaje (AMA). Ademas, la alta biodisponibilidad del
ubiquinol, junto con el hecho de que es un potente antioxidante lipofilico y la forma
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mas comun de CoQ10 in vivo, destacan su posible uso como un nuevo suplemento
dietético en el ambito del ejercicio fisico.

En cuanto a la seguridad de los suplementos de CoQ, una revision de diferentes
evaluaciones, tanto en humanos como en animales, concluyd que la biosintesis
enddgena de CoQl10 no estd influenciada por el consumo exdgeno (Hidaka et al.,
2008). Ademas, la ubiquinona ya ha demostrado ser segura cuando se administra en
dosis muy altas (2400 mg/dia) en pacientes con Parkinson, sin informes de ningun
signo de toxicidad (Shults et al., 2002). Asimismo, no se acumula en plasma o en
tejidos cuando concluye la suplementacion. También se ha sefialado que en humanos,
los ensayos clinicos sugieren que el nivel de seguridad observado para la CoQ10 es de
1200 mg/dia por persona vy, asimismo, dosis de hasta 3000 mg/dia de CoQ10 no han
causado efectos adversos graves, aunque se han notificado varios efectos adversos
moderados, como nduseas y otros problemas gastrointestinales, aunque estos no
estaban causalmente relacionados con el principio activo, ya que no hay una relacién
dosis-respuesta (Varela-Lépez et al., 2016). También, el vademécum parece indicar que
puede causar dolores de cabeza leves, quizas debido a su efecto vasodilatador.

En el dmbito del ejercicio, en estudios hasta la fecha, se han empleado dosis
similares tanto en atletas profesionales como en sujetos no entrenados y, aunque el
ubiquinol y la ubiguinona son compuestos metabdlicamente activos que trabajan
especialmente en los musculos y otros tejidos, todavia se sabe poco acerca de la
necesidad real y la demanda en atletas de alto rendimiento. Parece que los atletas o
deportistas de alto nivel necesitan mdas CoQ10 debido a sus mayores requerimientos
metabdlicos, y los suplementos de CoQ10 pueden otorgarles beneficios por medio del
aumento en sus niveles de CoQ10, tanto plasmaticos como musculares.

Los valores plasmaticos disminuidos de CoQ10 pueden normalizarse
suplementando con dosis pequefias de CoQ10 o ubiquinol (30 - 100 mg por dia). En
contraste, parece ser que una dosis de 100 mg de CoQl10 al dia en atletas, es
demasiado baja para crear un efecto potenciador del rendimiento. Por ejemplo, en
uno de los primeros estudios que evaluaron los efectos de la suplementacion con
CoQ10 en el ejercicio, una dosis de 100 mg/dia aumento el nivel plasmatico a un valor
de sdélo 1,34 mg/| (Zuliani et al., 1989), que es demasiado bajo para lograr cualquier
efecto en el rendimiento en atletas. Por tanto, un nivel plasmatico de CoQ10 total
tipico de 1 pg/ml parece no ser suficiente para optimizar el rendimiento fisico, ya que
estudios previos han demostrado que sélo los atletas con niveles plasmaticos de
CoQ10 total mayores de 2,5 mg/l muestran un aumento en el rendimiento fisico vy,
consiguientemente, en atletas se pretende alcanzar mayores niveles plasmaticos de
CoQ10, que sean cercanos a 3,5 mg/l (Geil’ et al., 2004; Alf et al., 2013). En definitiva,
hoy en dia, se puede concluir que las dosis de CoQ10 utilizadas en estudios tempranos
con atletas eran, generalmente, demasiado bajas para lograr resultados positivos
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significativos. En cambio, los estudios clinicos mas recientes con atletas muestran,
cada vez mas, efectos positivos para una dosificacién de 300 mg de CoQ10 y, como se
ha apuntado, con ubiquinol pueden obtenerse niveles plasmaticos de CoQ10 aun mas
altos con dosis menores.

También se ha apuntado que la misma dosis de ubiquinol tomada oralmente
por atletas con pesos corporales diferentes, conduce a una cantidad diferente de
ubiquinol por kg de peso corporal. Por lo tanto, la dosis de CoQ10/Ubiquinol debe
adaptarse al peso corporal o al peso de la masa magra del sujeto. Por ejemplo, una
dosis de 300 mg de ubiquinol ha demostrado mejorar el rendimiento fisico en atletas
olimpicos alemanes (Alf et al., 2013) vy, estos atletas tenian un peso corporal entre 70-
80 kg y tomaron 300 mg/dia de ubiquinol, lo que supone alrededor de 4 mg de
ubiquinol por kg de peso corporal. Por ejemplo, teniendo como referencia estos
valores, para lograr una dosis de ubiquinol constante y comparable en un sujeto con
un peso de 150 kg, la dosis tendria que ser de 600 mg.

En este sentido, aunque no existe un consenso al respecto, parece ser que la
dosis éptima para una suplementacion con CoQ10 y/o ubiquinol en atletas/deportistas
debe ser alrededor del rango de 4-6 mg por kg de peso corporal (Siebrecht et al.,
2015), lo que significa que las dosis deben ser ajustadas en funcién del peso corporal
de los sujetos.

4.7. Suplementacion con Coenzima Q10/Ubiquinol y ejercicio fisico

El sistema de defensa antioxidante del organismo consiste en enzimas
antioxidantes (superéxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa, glutatién
reductasa) y antioxidantes no enzimdticos (vitaminas A, Cy E, coenzima Q10, glutation,
etc.) (Deaton & Marlin, 2003). Existe una interaccidn cooperativa entre los
antioxidantes endogenos y los antioxidantes dietéticos; por lo tanto, como se ha
comentado en apartados anteriores, la suplementacion antioxidante puede mejorar la
capacidad del organismo para eliminar RONS y proteger a las células y tejidos contra el
dafio oxidativo, dafio muscular e inflamacion, inducidos por el ejercicio y la fatiga.

Como se ha apuntado, parte del dafio oxidativo inducido por el ejercicio intenso
se puede prevenir optimizando la nutricion, especificamente aumentando la ingesta de
antioxidantes dietéticos, pero dada la importancia del estrés oxidativo, la inflamacion y
el dafio muscular asociados con el ejercicio extenuante y sus repercusiones sobre la
salud, se han evaluado los efectos de varios suplementos antioxidantes para reducir
este dano, configurandose la Coenzima Q10 (CoQ10) como una de las sustancias
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empleadas para tal efecto (Burke et al., 2009; Belviranli & Okudan, 2015; Sarmiento et
al., 2016a).

Esto es debido a que la CoQ10 posee propiedades relacionadas con la actividad
antioxidante y bioenergética (Litarru & Tiano, 2007), ya que es un cofactor esencial en
la fosforilacidon oxidativa mitocondrial y es necesaria para la produccidon de ATP. Esta
intimamente involucrada en la produccion de energia, actia como un portador de
electrones movil en la cadena de transporte mitocondrial, transfiriendo electrones del
complejo | al complejo Il o del complejo Il al complejo 1l (Molyneux et al., 2008).
También parece aumentar los niveles de ATP mediante la prevencidn de la pérdida de
nucledtidos de adenina de las células cardiacas (Bonakdar & Guarneri, 2005). Ademas,
influye en la regeneraciéon del a-tocoferol, un antioxidante, y evita el dafio
peroxidativo a fosfolipidos de membrana y dano oxidativo inducido por radicales libres
a proteinas y ADN mitocondrial (Bentinger et al., 2007). Adicionalmente, actia como
estabilizador indirecto de los canales de calcio para disminuir la sobrecarga de calcio
(Sugiyama et al., 1980) y, por otro lado, también se ha reconocido que tiene un efecto
sobre la expresidn génica (Gronenberg et al., 2005).

Todas estas propiedades han llevado a los nutricionistas a considerar la CoQ10
adecuada como suplemento dietético destinado a mejorar la bioenergética celular,
contrarrestar el estrés oxidativo y ralentizar algunas patologias relacionadas con la
edad (Sarmiento et al.,, 2016a). De hecho, la suplementaciéon con CoQl0 se ha
utilizado como una medida complementaria preventiva y como terapia adyuvante en
diversas patologias y enfermedades, como las cardiovasculares, neurodegenerativas,
miopatias mitocondriales, deficiencias de CoQ10, fibromialgia, cdncer, diabetes,
medicina reproductiva, enfermedades periodontales, migrafias, envejecimiento, asi
como para reducir el dano oxidativo, dafio muscular e inflamacion inducidos por el
ejercicio y, mejorar el rendimiento deportivo (Litarru & Tiano, 2005; Litarru & Tiano,
2007; Litarru & Tiano, 2010; Garrido-Maraver et al., 2014).

En el dmbito del ejercicio fisico, existe evidencia cientifica que sugiere que la
suplementacion con CoQ10 puede, de hecho, atenuar el estrés oxidativo (Zheng &
Moritani, 2008; Diaz-Castro et al., 2012), la sefializacién inflamatoria (Diaz-Castro et al.,
2012; Armanfar et al., 2015; Shimizu et al., 2015) y el dafio muscular (Kon et al., 2008)
y, ademas, mejorar el rendimiento (Cinquegrana et al., 1987; Faff et al.,1997; Ylikoski
et al., 1997; Mizuno et al.,, 2008; Gokbel et al., 2010; Alf et al., 2013), debido a un
efecto ergogénico. Se ha demostrado que la suplementacién oral con CoQ10 en
diferentes dosis conduce a una marcada elevacién de los niveles de CoQ10 en diversos
tejidos como el musculo esquelético, el higado, el corazén y el rifidon (Kwong et al.,
2002; Kon et al., 2007), y en el plasma humano (Zuliani et al., 1989; Kaikkonen et al.,
1998; Bonetti et al., 2000; Zhou et al., 2005; Kon et al., 2008; Mizuno et al., 2008;
Bloomer et al., 2012); y se ha informado de una relacién directa entre los niveles de
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CoQ10 en sangre y en el tejido muscular y el rendimiento fisico (Karlsson et al., 1996;
Cooke et al., 2008), asi como una reduccién en el dafio muscular (Kon et al., 2007; Kon
et al., 2008).

Por tanto, la suplementacion con CoQ10 podria, hipotéticamente, “normalizar”
o incluso mejorar el rendimiento fisico aumentando el contenido de CoQ10 en las
mitocondrias y, potencialmente, reforzar el proceso de fosforilacién oxidativa (Zhou et
al., 2005). Paralelamente, se ha especulado que el aumento de la produccion de RONS
durante el ejercicio fisico podria disminuir los niveles de CoQ10 en el tejido musculary
afectar negativamente al rendimiento fisico, al menos en los sujetos que realizan un
entrenamiento fisico extenuante (Karlsson et al., 1996). La funcién de CoQ10 como
lanzadera de electrones en la cadena de transporte mitocondrial se ha sugerido como
un paso limitante en el ejercicio donde la produccién de energia es de gran
importancia (Belviranli & Okudan, 2015).

Desde otra perspectiva, la CoQ10 es un compuesto altamente prevalente en
todos los tejidos y o6rganos del cuerpo humano, aunque es biosintetizado y
concentrado, principalmente, en tejidos con alto volumen de energia, como el
corazon, el higado, los rifiones, el pancreas, el musculo esquelético y la glandula
tiroides (Tran et al., 2001; Zheng & Moritani, 2008). Esta benzoquinona omnipresente,
como se ha comentado, se configura como un compuesto ubicuo vital para el
metabolismo energético, pero su contenido en el organismo disminuye con la edad
(Kalén et al., 1989), debido a una reduccidn en su biosintesis (Varela-Lépez et al.,
2016); como resultado, el organismo es menos eficiente, se fatiga rdpidamente y se
debilita en términos de proteccion celular contra los efectos del envejecimiento y del
estrés oxidativo (Sarmiento et al., 2016a). Asimismo, la CoQ10, ademas de la
sintetizada por el propio organismo, también se puede obtener por medio de la dieta a
través de la ingesta de alimentos como el pescado, la carne de vacuno, de ave o el
brocoli (Tran et al., 2001; Kubo et al., 2008), aunque su contenido en CoQ10 es muy
bajo (Kubo et al., 2008).

Por todas estas razones, la suplementacion con CoQl0 en el dmbito del
ejercicio fisico ha suscitado diferentes investigaciones para evaluar sus efectos sobre el
estrés oxidativo, dafio muscular e inflamacién, fatiga y rendimiento fisico (Figura 8).
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Figura 13. Potenciales efectos de la suplementacidn con Coenzima Q10 en el ejercicio fisico.

MUSCULAR

4.7.1. Efectos de la suplementaciéon con Coenzima Q10/Ubiquinol sobre
el estrés oxidativo e inflamacidon inducidos por el ejercicio

La actividad antioxidante de la CoQ10 aparece sélo con la forma reducida
(ubiquinol), aunque la forma oxidada (ubiquinona) se reduce a ubiquinol
enzimaticamente después de su absorcion por medio de la dieta, como se ha
comentado anteriormente. Como también se ha apuntado, la CoQ10 puede actuar
como antioxidante por si misma o como neutralizadora de radicales libres por medio
de diferentes mecanismos.

Por otro lado, el ejercicio fisico extenuante, especialmente en atletas amateurs,
promueve el estrés oxidativo junto con procesos inflamatorios, lo cual constituye una
agresion contra la integridad del organismo, pudiendo acarrear consecuencias
perjudiciales para la salud.

En este contexto, la suplementacion con CoQ10 puede mejorar la capacidad del
organismo para neutralizar RONS y proteger a las células y tejidos contra el dafio
oxidativo e inflamacién inducidos por el ejercicio y la fatiga, configurandose como un
candidato perfecto para tal efecto, debido a sus bien conocidos efectos antioxidantes y
anti-inflamatorios.
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Se ha informado que la suplementacion con CoQ10 atenua los biomarcadores
de estrés oxidativo medidos en reposo (Niklowitz et al., 2007, Weber et al., 1994).
Niklowitz et al. (2007), informaron que, durante la suplementacién con CoQ10 se
observd una formaciéon retardada de 8-OHdG en el ADN de linfocitos, siendo este
efecto duradero, permaneciendo incluso 12 semanas después de la interrupcién del
tratamiento, concluyendo que este enriquecimiento intracelular debido a Ia
suplementacién puede apoyar mecanismos de defensa antioxidantes. Weber et al.,
(1994), indicaron una disminucién en marcadores de peroxidacién lipidica después de
2 semanas de suplementacion con CoQ10 (90 mg/dia) en sujetos sanos.

Asimismo, varios estudios han evaluado los efectos de una suplementacion con
CoQ10 sobre el estrés oxidativo o inflamacion inducidos por el ejercicio en sujetos
sanos, notificando efectos positivos; aunque es necesario apuntar que la produccién
cientifica al respecto no es muy profusa. Gil et al. (2011), demostraron que una
suplementacién con CoQ10 de 100 mg/dia durante 8 semanas disminuyé los indices de
estrés oxidativo inmediatamente después de episodios repetidos de ejercicio
supramaximo (Wingate test) en hombres sedentarios. Igualmente, Cooke et al. (2008),
informaron que una suplementacion aguda con CoQl10 (200 mg), en sujetos
entrenados y no entrenados, dio como resultado un incremento en la concentracién
de CoQ10 muscular, registrando niveles séricos de SOD significativamente mas bajos
en el grupo suplementado comparado con el grupo placebo después de la realizacién
de una prueba de resistencia muscular isocinética. También registraron niveles
significativamente mas bajos de TBARS en el grupo CoQ10 comparado con el placebo
tras la realizacién del Wingate test.

Por otro lado, Zheng & Moritani (2008), informaron que la CoQ10 aumenta la
oxidacién de las grasas por medio de un aumento de la actividad nerviosa autondmica
durante el ejercicio de baja intensidad. Estos autores sugirieron que una
suplementacion aguda (30 mg) con CoQ10 aumenta los niveles de 2,3-difosfoglicerato
(DPG) en eritrocitos, lo cual aumenta el suministro de oxigeno a los musculos y mejora
la sintesis de ATP, asi como la produccion de lactato. Ademas, los resultados de este
estudio sugirieron un efecto positivo de la suplementacién con CoQ10 en situaciones
de hiperlipidemia u obesidad, debido a las mejoras que provoca en el proceso de
lipdlisis.

En otro estudio posterior (Diaz-Castro et al.,, 2012), se informd que una
suplementacién con CoQ10 resultd eficiente en la reduccion del grado de estrés
oxidativo, registrando una disminucion en la concentracién de hidroperdxidos de
membrana (8-OHdG) e isoprostanos, con una recuperacion de la defensa antioxidante,
tras la realizacion de una prueba de esfuerzo de alta intensidad en atletas aficionados,
lo cual se asoci6 con un mantenimiento de la integridad celular debido a la
suplementacién. El protocolo de suplementacién supuso una dosis total de 150 mg,
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distribuida de la siguiente manera: dia 1: 30 mg; dia 2: 3 x 30 mg; vy dia 3 (dia de la
prueba): 30 mg 1 h antes. Ademas, en el mismo estudio, la administracion de CoQ10
moduld la sefalizacién inflamatoria asociada con el ejercicio, previniendo la sobre-
expresion de TNF-a después del ejercicio, junto con un aumento de sTNF-RII (receptor
de TNF- a) que limita las acciones perjudiciales y pro-inflamatorias de TNF.

Las propiedades anti-inflamatorias de la CoQ también quedaron patentes en
otro estudio (Armanfar et al., 2015), el cual informd de que una suplementacion de
corta duracion (14 dias) con CoQ10 (5 mg/kg/dia) disminuye la respuesta inflamatoria
(TNF-a, CRP e IL-6) y los niveles de lactato en reposo en corredores masculinos de
media distancia, tras la realizacién de una carrera de 3000 metros repetida.

Igualmente, Shimizu et al. (2015), examinaron los cambios producidos en los
subtipos de monocitos y linfocitos que expresan el receptor tipo 4 (TLR-4) en respuesta
al entrenamiento intensivo continuo en atletas (5.5 h/dia durante 6 dias consecutivos),
asi como los efectos de una suplementacion con CoQ10 (300 mg/dia durante 20 dias)
sobre estos cambios, concluyendo que la suplementacion con CoQ10 podria regular a
la baja el aumento de los monocitos pro-inflamatorios que expresan TLR-4 en
respuesta a un entrenamiento vigoroso continuo en atletas profesionales de kendo.

También se han evaluado los efectos de una suplementacion con una mezcla de
antioxidantes, conteniendo CoQ10, sobre marcadores de dafio oxidativo inducido por
el ejercicio. En un estudio (Hellsten et al., 2007) se testaron los efectos de una
suplementacién de 8 dias de duracidon con una mezcla de antioxidantes (120 mg de
CoQ10, vitamina C y a-tocoferol) en sujetos activos, y se registro, tras la realizacion de
una prueba en cicloergémetro de 90 min de duracion (70% VO,max), un aumento en la
expresion del mARN de la proteina desacopladora mitocondrial UCP3 y dxido nitrico
sintasa endotelial (eNOS) en el musculo esquelético, lo cual, presumiblemente,
disminuye la presencia de ROS inducida por el ejercicio. Otro estudio (Tauler et al.,
2008) evaludé los efectos de una suplementacion con una combinacion de
antioxidantes, incluyendo 100 mg de CoQ10, de 3 meses de duracidn, sobre los niveles
plasmdticos de marcadores de estrés oxidativo y neutrdfilos, asi como la respuesta
antioxidante, después de un partido de futbol de 60 min en jugadores pre-
profesionales, informando de un aumento en los niveles plasmaticos de CoQ10 tras la
suplementacién y, concluyendo que la suplementacion previno el dafio molecular
oxidativo en plasma (MDA y PC) tras el partido, sin influir en las adaptaciones
antioxidantes inducidas por el ejercicio.

Sin embargo, a pesar de los resultados positivos encontrados en los estudios
anteriores, realizados en humanos, es necesario apuntar que, en la literatura cientifica,
los datos existentes respecto a los efectos de la suplementacion con CoQ10 sobre el
estrés oxidativo inducido por el ejercicio son inconsistentes (Braun et al., 1991; Cooke
et al., 2008; Gl et al., 2011; Bloomer et al., 2012; Diaz- Castro et al., 2012; Ostman et
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al., 2012; Sarmiento et al., 2016a). En contraste con los estudios anteriores, Braun et
al., (1991), informaron de que no hubo diferencias en el estrés oxidativo (MDA)
inducido por el ejercicio después de 8 semanas de suplementacién con 100 mg/dia de
CoQ10 en ciclistas. Igualmente, otro estudio (Bonetti et al., 2000) que empled el
mismo protocolo de suplementacidon, no registré diferencias respecto al grupo
placebo en los parametros inosina, hipoxantina, xantina y lactato. Laaksonen et al.
(1995b), determinaron que ni la suplementacion con CoQ10 ni el ejercicio afectaron a
la concentracion sérica de malondialdehido (MDA) en atletas de resistencia. En la
misma linea, Ostman et al. (2012), no encontraron diferencias significativas en los
niveles de hipoxantina (HPX) y acido urico (UA), marcadores séricos de estrés
oxidativo, en sujetos moderadamente entrenados suplementados con CoQ10 (90
mg/dia durante 8 semanas) tras la realizacién de varios test de esfuerzo. Mizuno et al.
(2008), aunque no fuese uno de los principales objetivos de su investigacion, evaluaron
los niveles de acido ascérbico (AsA) tras la realizacion de una prueba de esfuerzo en
cicloergdmetro, y no registraron cambios significativos en el grupo suplementado con
CoQ10 (100 6 300 mg durante 8 dias) en comparacién con el grupo placebo.

Por otra parte, Kaikkonen et al. (1998), mostraron que una suplementacion de
3 semanas con CoQ10 (90 mg/dia) y D-a-tocoferol acetato (13.5 mg/dia) resultd en un
incremento en la concentracion de CoQ10 plasmatico y en la capacidad antioxidante
total antes de la realizacidn de una maratdn, aunque no encontraron diferencias con el
grupo placebo en la peroxidacion de lipidos tras la realizacion de la prueba. Asimismo,
Kon et al. (2008), a pesar de registrar un incremento en la concentracién de CoQ10 en
plasma en el grupo suplementado (100 mg/dia durante 14 dias), informaron de una
reduccion en peroxidacién de lipidos (LPO) sélo durante el periodo de entrenamiento
intensivo (kendo), aunque no registraron ningin cambio en la concentracion de anién
superoxido (Oy) ni en el recuento de leucocitos, neutrofilos y monocitos respecto al
grupo placebo en ningin momento.

Teniendo en cuenta la mayor biodisponibilidad ofrecida por el ubiquinol frente
a la ubiquinona (lkematsu et al., 2006; Hosoe et al., 2007), se ha especulado que es
posible que este hecho se traduzca en una atenuacion en el potencial de estrés o dafio
oxidativo inducido por el ejercicio, ya que, el ubiquinol, principio activo de la CoQ10,
actlia como un antioxidante en las mitocondrias del corazén, musculo esquelético,
higado, rifiones y cerebro, membranas lipidicas y lipoproteinas de baja densidad, ya
sea mediante la eliminacion directa de radicales libres o en accidon conjunta con el a-
tocoferol (Mukai et al., 2007). Sin embargo, el Unico estudio (Bloomer et al., 2012)
gue, hasta el momento, ha evaluado los efectos de una suplementacién con ubiquinol
(300 mg/dia durante 4 semanas) sobre el estrés oxidativo inducido por el ejercicio en
humanos (sujetos entrenados), no determiné diferencias significativas en los niveles de
MDA, H,0, y Lac, entre el grupo suplementado y el grupo placebo tras el ejercicio, con
la excepcion de algunos individuos, a pesar de que si registré6 un incremento
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significativo tanto en los niveles plasmaticos de CoQ10 total y reducida como en el
coeficiente de CoQ10:colesterol en el grupo suplementado.

Asimismo, los efectos de la administracion de CoQ10 sobre el estrés oxidativo
inducido por el ejercicio, también se ha investigado en ratas, aunque los datos
existentes son igualmente inconsistentes. (Faff & Frankiewicz-J6zko, 1997; Kon et al.,
2007; Okudan et al.,, 2012). Faff & Frankiewicz-Jozko (1997) demostraron que 4
semanas de suplementacion oral con CoQ10 (10 mg/Kg de masa corporal) suprime
marcadamente la peroxidacidn lipidica inducida por ejercicio en el higado, el corazéony
el musculo gastrocnemio. En otro estudio mds reciente (Okudan et al., 2012), se
demostrd que 6 semanas de inyeccidn intraperitoneal de CoQ10 en una dosis diaria de
10 mg/Kg de masa corporal y entrenamiento fisico inhibieron significativamente la
peroxidacidn lipidica y el dafio al ADN inducidos por el ejercicio, aunque no afecto a los
niveles de glutation (GSH) y SOD en el tejido cardiaco de las ratas. Kon et al. (2007)
informaron que 4 semanas de suplementacion oral con CoQ10 en una dosis diaria de
300 mg/kg de masa corporal mejoraron el dafio oxidativo inducido por el ejercicio en
el musculo esquelético, aunque no en el higado, tras el ejercicio. Otro estudio
(Maruoka et al.,, 2014) informd que una suplementacion de larga duracién con
ubiquinol en ratas (300 mg/kg) supuso una mayor disminucion en la prueba d-ROM vy
un aumento en el ratio reducida respecto a un grupo suplementado con una dosis de
30 mg/Kg, demostrando asi un efecto dependiente de la dosis. En un estudio reciente,
Pala et al. (2016), concluyeron que el entrenamiento proporciona adaptaciones
beneficiosas en la actividad de factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa
de las células B activadas (NFkB) inhibidores de kappa B (IkB), factor nuclear derivado
de eritroides 2 (Nrf2) y hemeoxigenasa 1 (HO-1), siendo éstas reforzadas por la
suplementacidon con CoQ10. Estos autores sefialaron el papel terapéutico potencial de
la suplementacion con CoQl0 en el estrés oxidativo, especialmente cuando los
requisitos energéticos del organismo aumentan, como en el ejercicio.

Como causas de la inconsistencia entre los resultados obtenidos tanto en
estudios en humanos como en animales, se ha apuntado, por un lado, que la CoQ10 es
una molécula hidrofébica relativamente grande, por lo tanto, su absorcion en los
tejidos es a menudo lenta y limitada; ademas, las distintas formulaciones de CoQ10
podrian afectar a su disponibilidad en plasma, lo cual puede afectar a su captacion a
nivel muscular; asimismo, a pesar de que la suplementacion aumente las
concentraciones plasmaticas de CoQ10, no necesariamente tiene que aumentar su
concentracion en las membranas bioldgicas de los tejidos no deficientes. Por otro lado,
la dosis aplicada, el tiempo de suplementacidén, el tejido muestreado, el protocolo de
ejercicio utilizado para inducir dafio oxidativo, el tipo de ensayo empleado, asi como
los sujetos experimentales utilizados (entrenados versus no entrenados y sujetos de
edades diferentes) parecen ser condicionantes de los resultados obtenidos entre los
diferentes estudios (Sarmiento et al., 2016a).
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4.7.2. Efectos de la suplementacion con Coenzima Q10/Ubiquinol sobre
el dafio muscular inducido por el ejercicio

Los efectos de la suplementacién con CoQ10 sobre el dafio muscular inducido
por el ejercicio también han sido investigados tanto en animales como en seres
humanos, aunque la produccion cientifica al respecto es exigua.

Los estudios realizados con ratas aportan, generalmente, efectos beneficiosos
de la suplementacién con CoQ10 sobre el dafio muscular. Shimomura et al. (1991) y
Kon et al. (2007) informaron que la suplementacién con CoQ10 intravenosa y oral,
respectivamente, atenta el aumento de los marcadores de dafio muscular en ratas
después de correr en pendiente. Ademas, Okamoto et al. (1995) proporcionaron
evidencia de que la CoQ10 protege a las células cultivadas del musculo esquelético de
la liberacion de LDH inducida por estimulacién eléctrica. Por tanto, a partir de estos
resultados experimentales, la suplementacién con CoQ10 puede tener el potencial de
reducir el dafio muscular inducido por el ejercicio en individuos humanos (Kon et al.,
2007).

Sin embargo, los estudios en humanos, igualmente escasos, muestran una
mayor inconsistencia en los resultados. Faff et al. (1997) determinaron que una
suplementacion con CoQ10 (100 mg/dia durante 30 dias) no produjo cambios
significativos en las concentraciones plasmaticas de CK y AST en el grupo
suplementado respecto al placebo tras la realizacién de 2 pruebas intensas en
cicloergédmetro. Asimismo, Kaikkonen et al. (1998) afirmaron que una suplementacién
con CoQ10 y D-a-tocoferol acetato no afectd a la concentraciéon plasmatica de CK
después de una carrera de maraton.

En un estudio posterior (Mizuno et al., 2008) no se informd de cambios
significativos en la concentracion de CK y AST tras la realizacion de una prueba de
esfuerzo en cicloergémetro, después de una suplementacion con CoQ10 (100 6 300
mg durante 8 dias). En la misma linea, Ostman et al. (2012), no encontraron diferencias
significativas en los niveles de CK, marcador sérico de dafio muscular, en sujetos
moderadamente entrenados suplementados con CoQl10 (90 mg/dia durante 8
semanas) tras la realizacién de varios test de esfuerzo.

Por el contrario, Kon et al. (2008) demostraron que una suplementacién con
CoQ10 (300 mg/dia durante 2 semanas) redujo el incremento en las concentraciones
de creatina quinasa (CK) y mioglobina (MB) inducido por el ejercicio realizado en un
campus de entrenamiento que provocd dafo muscular, en atletas de kendo,
concluyendo que la suplementacidon con CoQ10 es util para reducir el dafio muscular
inducido por el ejercicio en atletas. Los autores de este estudio sefialaron como
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posible causa de la diferencia en los resultados entre su estudio y el realizado por
Kaikkonen et al. (1998), la dosis de CoQ10 empleada, 300 mg/dia y 90 mg/dia,
respectivamente, apuntando que existe la posibilidad de que el dafio muscular
inducido por el ejercicio, no se haya visto reducido en el citado estudio, debido a que
la ingesta de CoQ10 necesaria para aumentar las concentraciones de CoQ10 en el
tejido muscular ha de ser mayor respecto a la que suministraron.

En el estudio realizado por Diaz-Castro et al. (2012), en el grupo tratado con
CoQ10 los niveles de creatinina en orina fueron menores en comparacién con el
placebo tras la realizacién de una prueba intensa y, puesto que el ejercicio fisico
intenso provoca un aumento neto en el catabolismo de proteinas y un aumento en la
excrecidon de creatinina (Banfi et al., 2009), esta reduccién en los niveles de creatinina
podria asociarse, indirectamente, con un menor dafio muscular inducido por el
ejercicio debido a la suplementacién con CoQ10.

Por ultimo, el Unico estudio (Kizaki et al., 2015) que ha evaluado los efectos de
una suplementacién con ubiquinol (600 mg/dia durante 11 dias, desde la semana
anterior hasta el final de un campus de entrenamiento intensivo de 4 dias de duracién)
sobre el dafio muscular inducido por el ejercicio, determind que las concentraciones
plasmaticas de CK y MB, en atletas jovenes de kendo, aumentaron significativamente
durante el campus, aunque no se registraron diferencias significativas entre los grupos
ubiquinol y placebo.

Por tanto, a pesar de que la produccidén cientifica en relacion a los efectos de la
suplementacién con CoQ10 sobre el dafio muscular inducido por el ejercicio es escasa,
y los resultados muestran discrepancias, parece ser que la CoQ10 posee el potencial
para reducir el dafio muscular. También es necesario apuntar que, los marcadores
sanguineos de dafio muscular, no necesariamente reflejan qué eventos ocurren
localmente, de forma especifica dentro del musculo esquelético durante el ejercicio;
por ello, es necesaria una mayor investigacion en este campo, especialmente,
mediante estudios detallados usando muestras de musculo esquelético humano y/o
animal en futuras investigaciones.

4.7.3. Efectos de la suplementacion con Coenzima Q10/Ubiquinol sobre
el rendimiento en el ejercicio

La suplementacion con CoQ10 ha demostrado afectar a variables relacionadas
con el ejercicio, tanto en sujetos sanos como en condiciones patoldgicas. Este efecto
parece estar mediado por una mejora en la produccién de energia, una reduccion del
estrés oxidativo, dafio muscular e inflamacién inducidos por el esfuerzo, un mejor uso
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del consumo de oxigeno en los musculos periféricos y, finalmente, una estimulacién de
la actividad del sistema nervioso autdnomo durante el ejercicio.

Sin embargo, los estudios que han investigado el potencial efecto ergogénico
de la CoQ10 en sujetos sanos han reportado resultados mixtos y, su efecto sobre el
rendimiento fisico ha sido, durante mucho tiempo, un tema que ha generado una
cierta controversia debido a que ha habido estudios que han demostrado tanto un
efecto beneficioso como otros que han notificado ningun efecto.

La interpretaciéon de esta disparidad en los resultados es compleja, aunque
puede deberse a tres factores principales: las distintas formulaciones de CoQ10
administradas, la dosis empleada y la duracién de la suplementacion; la amplia
variedad de sujetos inscritos en los estudios, desde sujetos sedentarios hasta atletas
de élite; asi como la amplia variedad de variables (directas o indirectas) y métodos
utilizados para evaluar el rendimiento fisico. Para facilitar la compilacion de los
resultados obtenidos en los distintos estudios que han evaluado los efectos de la
suplementacién con CoQl0 sobre el rendimiento deportivo, a continuacién se
analizaran de acuerdo con el tipo de ejercicio evaluado, aerdbico y/o anaerdbico.

Con respecto a los efectos de la suplementacién con CoQ10 sobre el
rendimiento aerdbico, los resultados encontrados son contradictorios. Uno de los
primeros estudios (Vanfraechem & Folkers, 1981) que evalud el efecto ergogénico de
la CoQ10 (60 mg/dia durante 4 y 8 semanas), informd de un incremento en el
rendimiento en una prueba aerdbica maxima en cicloergdmetro en sujetos inactivos,
aungue es necesario apuntar que este estudio no fue publicado en una revista revisada
por pares. Posteriormente, Cinquegrana et al. (1987) mostraron que una
suplementacion con CoQl10 (60 mg/dia durante 5 semanas) fue eficaz en sujetos
sedentarios en una prueba aerébica maxima hasta el agotamiento (Test en
cicloergométro: incrementos de 20 W cada 2 minutos, sobre una base de 50 W), al
registrar un aumento significativo en la carga de trabajo en el grupo suplementado en
comparacion con el grupo control, aunque no hubo diferencias significativas en
comparacion con el grupo placebo.

Por otro lado, otros cuatro estudios (Wyss et al., 1990; Amadio et al., 1991;
Fiorella et al., 1991; Zeppili et al.,, 1991), aunque publicados como actas de
conferencia, notificaron efectos positivos de una suplementacién con CoQ10 (100
mg/dia durante 30-40 dias) sobre variables de rendimiento aerdbico en pruebas de
esfuerzo, como incrementos en el VO,max (Wyss et al., 1990; Amadio et al., 1991;
Zeppili et al., 1991), mejoras en parametros de rendimiento cardiaco (Amadio et al.,
1991), equivalente de oxigeno del acido lactico, metabolismo total del oxigeno (Wyss
et al., 1990), capacidad total de trabajo (Wyss et al., 1990; Fiorella et al., 1991; Zeppili
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et al., 1991), mayor volumen de trabajo (Wyss et al., 1990; Fiorella et al., 1991), tanto
en sujetos entrenados (Wyss et al., 1990; Amadio et al., 1991; Fiorella et al., 1991;
Zeppili et al.,, 1991) como en personas sedentarias y pacientes con enfermedad
mitocondrial (Zeppili et al., 1991).

Asimismo, Ylikoski et al. (1997) demostraron que la suplementacién con CoQ10
(90 mg/dia durante 12 semanas) causd un aumento en el VO,max y en los umbrales
aerdbico y anaerdbico, en esquiadores de fondo profesionales. Estos autores también
informaron de una tendencia de mejora en la eliminacién del acido lactico en el grupo
suplementado, aunque no significativa. Ademads, como datos adicionales, registraron
evaluaciones subjetivas del esfuerzo, informando que: el 94% de los sujetos
consideraron que la suplementacion con CoQ10 fue beneficiosa; el 72% notaron un
efecto positivo claro; y el 22% sefialé un leve beneficio, en su rendimiento en el
ejercicio y tiempo de recuperacion.

Igualmente, Mizuno et al. (2008) informaron que una suplementacion de corta
duracion (8 dias) con CoQ10 (300 mg/dia) produjo mejoras en el rendimiento fisico
durante una prueba de esfuerzo en cicloergémetro fatigante en sujetos sanos (80% de
la frecuencia cardiaca en el umbral anaerdbico; 4 h de duracidn; velocidad maxima de
pedaleo sin carga durante 10 s a los 30 y 210 min desde el inicio). Sus conclusiones se
debieron, principalmente, a que el grupo suplementado con 300 mg registré de forma
significativa una menor disminucién en la velocidad maxima en el minuto 210 respecto
al 30 en comparacién con el placebo; ademas, notificaron una disminucién significativa
en la percepcién subjetiva del esfuerzo en el grupo suplementado con 300 mg respecto
al placebo, apuntando en su conclusidon que la CoQ10 podria prevenir condiciones
desfavorables como resultado de la fatiga fisica en sujetos sanos. Sin embargo,
notificaron que una dosis de 100 mg/dia de CoQ10 no afecté al rendimiento durante la
fatiga.

Desde otra perspectiva, Zheng & Moritani (2008) informaron de un aumento
en la actividad del sistema nervioso autdnomo durante un ejercicio de baja intensidad
tras una suplementacién aguda con CoQ10 (30 mg), lo cual puede asociarse con una
mejora en el metabolismo energético durante el ejercicio en sujetos sanos.

Por otra parte, Zuliani et al. (1989) evaluaron los efectos de una
suplementacion (100 mg/dia durante un mes) sobre los cambios metabdlicos
inducidos por el ejercicio prolongado en cicloergdmetro (50% del VO,max durante 60
min, seguido de un trabajo hasta la extenuacion: incrementos de 25 W cada 2 min) en
sujetos no entrenados, informando que el grupo CoQ10 registrd niveles plasmaticos de
acidos grasos libres significativamente mas bajos respecto al placebo tras el ejercicio,
lo cual podria estar relacionado con una mejora en la absorcion y oxidacién de éstos, lo
gue sugiere una mayor eficiencia en el metabolismo de las grasas mediada por la
suplementacién con CoQ10. En la misma linea, en el estudio realizado por Diaz-Castro
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et al. (2012), aunque los niveles plasmaticos de colesterol y fosfolipidos no mostraron
diferencias significativas; sin embargo, en ambos grupos, los triglicéridos registraron
una disminucién asociada con el ejercicio, siendo las concentraciones mas altas en el
grupo suplementado con CoQ10 en comparacion con el placebo, después de una
carrera intensa y, teniendo en cuenta que altos niveles de triglicéridos durante el
ejercicio mejoran la actividad del musculo esquelético y la capacidad de ejercicio
(Hawley, 2002), este hallazgo podria indicar un efecto ergogénico potencial de la
CoQ10.

En contraste con los resultados anteriormente expuestos, en estudios
controlados con placebo, se ha demostrado que una suplementacién con CoQ10
(Braun et al., 1991; Weston et al., 1997; Liao et al., 2007) o combinada con vitaminas C
y E (Snider et al., 1992; Nielsen et al., 1999) no tuvo efectos significativos en la
capacidad respiratoria y en el trabajo o metabolismo muscular durante el ejercicio.
Laaksonen et al. (1995b) encontraron que la suplementaciéon con CoQ10 (120 mg/dia
durante 6 semanas) no afectd el rendimiento aerdbico en sujetos entrenados. En
sujetos no entrenados, Porter et al. (1995) no encontraron cambios en el VO,max,
umbral de lactato, frecuencia cardiaca y carga de trabajo maxima durante una prueba
en cicloergdmetro después de una suplementacion con CoQ10 (150 mg/dia) durante 2
meses. Bonetti et al. (2000) observaron que una suplementacién con CoQ10 (100
mg/dia durante 8 semanas) incremento los niveles plasmaticos de CoQ10, aunque no
afecté a la potencia aerdbica en ciclistas. De manera similar, Zhou et al. (2005)
demostraron que la suplementacién de CoQ10 (150 mg/dia durante 4 semanas) no
afectd al VO,max ni al umbral ventilatorio en hombres sanos sedentarios, a pesar de
que la concentracion plasmatica de CoQl10 fue significativamente elevada por la
suplementacién, apuntando que los efectos no significativos de la suplementacién
podrian deberse a que la membrana mitocondrial estd normalmente saturada con
CoQ10, o que el protocolo de ejercicio seleccionado asi como las variables evaluadas
no eran lo suficientemente sensibles como para detectar ningun efecto.

Mas recientemente, Cooke et al. (2008) demostraron que tanto una
suplementacién aguda (200 mg, 60 min antes del ejercicio) como una suplementacién
de corta duracidon con CoQ10 (200 mg/dia durante 14 dias) no afectaron de forma
significativa al tiempo hasta el agotamiento durante el ejercicio aerdbico, aunque si
observaron una tendencia para aumentarlo en el grupo suplementado durante 2
semanas (p=0.06). Posteriormente, Ostman et al. (2012) no observaron efectos claros
sobre la capacidad aerdbica en el ejercicio, en variables como el VO,max, frecuencia
cardiaca y umbral de lactato después de 8 semanas de administracion de CoQ10 (90
mg/dia) en sujetos moderadamente entrenados. Bloomer et al. (2012) tampoco
registraron una mejora en la capacidad aerdbica en atletas entrenados durante un
GXT, tras una suplementacion con ubiquinol (300 mg/dia durante 4 semanas), a pesar
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de notificar un incremento diez veces mayor en los niveles plasmaticos de CoQ10 en el
grupo suplementado.

Respecto a los estudios que han investigado los efectos de la suplementacion
con CoQ10 sobre el rendimiento en el ejercicio anaerdbico, es necesario apuntar que
son limitados e, igualmente, los resultados muestran disparidad. Malm et al. (1997)
demostraron que 120 mg/dia de CoQl10 durante 22 dias de suplementacion no
tuvieron efectos significativos en los resultados de cuatro pruebas anaerdbicas en
cicloergdmetro. Del mismo modo, Cooke et al. (2008) demostraron que la
suplementacion con CoQ10 no causé cambios significativos en la potencia pico, la
potencia media y el indice de fatiga (Wingate Test) en comparacidn con el placebo. En
el estudio realizado por Bloomer et al. (2012) tampoco se observaron cambios
significativos en el rendimiento durante una prueba de ejercicio anaerdbico en
cicloergdmetro (sprints repetidos).

Sin embargo, Faff et al. (1997) determinaron que una suplementacidon con
CoQ10 (100 mg/dia durante 30 dias) provocé mejoras significativas en la capacidad
anaerobica en soldados durante un protocolo de ejercicio supramaximo en
cicloergédmetro (3 sprints repetidos de diferente duracién, 30-10-10 s, con intervalos
de descanso de 30 s), ya que informaron de un aumento significativo, tanto en los
valores medios de la potencia pico en la serie 1 asi como en la produccién de trabajo
en las 3 series, respecto al pre-test en el grupo suplementado, mientras que no
observaron diferencias significativas en el grupo placebo. En la misma linea, otro
estudio mas reciente (Gokbel et al., 2010), informé que una suplementaciéon con
CoQ10 (100 mg/dia durante 8 semanas) mejord la potencia media durante episodios
repetidos de ejercicio supramaximo (Wingate test) en sujetos sedentarios,
concluyendo que la CoQl0 puede tener efectos potenciadores del rendimiento
pudiendo utilizarse como ayuda ergogénica debido a su papel clave en el metabolismo
energético. Finalmente, en un estudio posterior, Alf et al. (2013) demostraron que una
suplementacidon diaria de 300 mg de ubiquinol durante 6 semanas mejoro
significativamente el rendimiento medido como potencia maxima en +0,08 W/kg de
peso corporal (+ 2,5%) en el grupo suplementado respecto al placebo, siendo esta la
Unica medida evaluada en un test en cicloergdmetro a maxima potencia hasta alcanzar
el umbral de lactato de 4 mmol y, ademas, también concluyeron que la adherencia a
un régimen de entrenamiento exigente, debido a que los sujetos evaluados fueron
atletas olimpicos de élite en fase de preparacion, dio como resultado una mejora en la
potencia pico, aunque la suplementacion con ubiquinol aumentd significativamente la
potencia pico en valores absolutos en comparacion con el placebo.

Por tanto, atendiendo a los resultados obtenidos en los diferentes estudios que
han evaluado los efectos de una suplementacion con CoQ10/Ubiquinol sobre el
rendimiento en sujetos sanos, entrenados o no, parece ser que la CoQ posee el
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potencial para ofrecer una ayuda ergogénica y producir moderadas mejoras en la
capacidad de ejercicio aerdbico o anaerébico, aunque este hecho no se configura
como un hallazgo claro y consistente (Rosenfeldt et al., 2003; Sarmiento et al., 2016a).

Sin embargo, teniendo en cuenta, ademas, que los niveles plasmaticos de
CoQ10 pueden disminuir durante periodos de entrenamiento o ejercicio fisico severo
(Litarru et al., 1990), el empleo de la CoQ como suplemento resulta interesante para
paliar las consecuencias de esta deficiencia, especialmente en casos de deportistas de
alto nivel que estan sometidos a un exigente régimen de entrenamiento o en el caso
de sujetos que ocasionalmente realizan un ejercicio fisico extenuante, ya que bajos
niveles plasmaticos de CoQ10 pueden reflejar mayores necesidades metabdlicas sobre
la base de una mayor tasa metabdlica global y/o dafio oxidativo, viéndose
comprometida asi la competencia en el ejercicio o el rendimiento deportivo.

En este contexto, la suplementacion con CoQ y su posibilidad de influir en la
tolerancia al ejercicio y/o en el rendimiento, ofrece un campo de investigacion muy
interesante dadas sus propiedades antioxidantes asi como su papel fundamental en la
bioenergética celular, sin embargo, se necesita una mayor producciéon cientifica al
respecto para dilucidar la dosis y duracidn del tratamiento adecuado, ya que en la
mayoria de los estudios disponibles se ha empleado la forma oxidada de la CoQ10, que
necesita ser reducida para obtener un efecto bioldgico; ademas, varios estudios no han
logrado las concentraciones plasmaticas requeridas para inducir ningun beneficio en el
rendimiento fisico, estimandose que existe una correlacion positiva entre niveles
plasmaticos de CoQ10 >3,3 mg/l y el rendimiento fisico (Siebrecht et al., 2015), para asi
lograr resultados consistentemente positivos.
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CAPITULO I1. JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1. Justificacion

La realizacién de un ejercicio fisico extenuante induce a un aumento en la
generacion de RONS que puede exceder la capacidad protectora del sistema
antioxidante y conducir a un estado de estrés oxidativo, ademds de producir dafio
muscular e incrementar los niveles de mediadores pro-inflamatorios y citoquinas
circulantes, provocando, de este modo, una desregulacién en los diferentes sistemas y
tejidos del organismo que puede derivar en consecuencias perjudiciales para la salud,
ademas de afectar, por ende, al rendimiento fisico.

Como se ha expuesto en el capitulo anterior, existen numerosas aportaciones
en la literatura cientifica que apoyan con fuerte evidencia que la practica de ejercicio
fisico extenuante, de hecho, conlleva niveles elevados de estrés oxidativo, alteraciones
en la regulacién neuroendocrina y dafio muscular, asi como fatiga muscular que lleva
consigo una disminucidn del rendimiento. Es por ello que, en primera instancia, se
recomienda que las personas fisicamente activas deban centrarse en consumir una
dieta equilibrada que incluya una variedad de alimentos ricos en antioxidantes que
atienda a sus requerimientos nutricionales y energéticos para asi afrontar las posibles
consecuencias, no deseadas, de la practica de un ejercicio fisico extenuante o no
programado.

Sin embargo, los atletas bien entrenados o, especialmente, las personas que
esporadicamente realizan un ejercicio intenso sin la debida preparacion, pueden
presentar un riesgo aumentado de dafio oxidativo debido a una ingesta dietética
insuficiente de antioxidantes. Ademas, a medida que las personas fisicamente activas
producen una mayor cantidad de estrés oxidativo, durante episodios repetidos de
ejercicio intenso o, episodios esporadicos de ejercicio extenuante, pueden requerir
una mayor cantidad de antioxidantes exdgenos para mantener la salud y mejorar el
rendimiento.

En este contexto, se ha investigado ampliamente la capacidad del uso de
suplementos antioxidantes exdgenos para mantener el equilibrio oxidativo en estados
de estrés durante el ejercicio y, la Coenzima Q10 se configura como una de las
sustancias empleadas para tal propdsito, debido a que posee propiedades relacionadas
con la actividad antioxidante y la bioenergética celular, ya que es un cofactor esencial
en la fosforilacidn oxidativa mitocondrial y cumple un papel clave en la produccién de
ATP.

Estas propiedades han llevado a los nutricionistas a considerar la CoQ10
adecuada como suplemento dietético destinado a mejorar la bioenergética celular,
contrarrestar el estrés oxidativo y ralentizar algunas patologias relacionadas con la
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edad. De hecho, la suplementacién con CoQ10 se ha utilizado como una medida
complementaria preventiva y como terapia adyuvante en diversas patologias vy
enfermedades, ademads de emplearse para reducir el dafio oxidativo, dafio muscular e
inflamacién inducidos por el ejercicio y, ademas, mejorar el rendimiento deportivo
debido a su potencial ergogénico.

De hecho, en el dmbito del ejercicio fisico, existe evidencia cientifica que
sugiere que la suplementacién con CoQ10 puede atenuar el estrés oxidativo, la
senalizacion inflamatoria y el dafio muscular y, ademas, mejorar el rendimiento. Sin
embargo, el nimero de estudios al respecto es escaso y la inmensa mayoria ha
empleado la forma oxidada de la CoQ10.

El ubiquinol, la forma reducida de la CoQ10, se produce naturalmente en el
cuerpo humano vy, varios estudios han demostrado que el ubiquinol posee mayor
biodisponibilidad y es mas eficaz, de forma mas rdpida y con dosis mas bajas que la
CoQ10 oxidada o ubiquinona, ya que se encuentra en su forma activa y no tiene que
ser convertido por el organismo, pudiendo ser inmediatamente incorporado en las
lipoproteinas y entrar rapidamente en el torrente sanguineo para ejercer su actividad
antioxidante directamente, mientras que, en cambio, la ubiquinona debe ser reducida
a ubiquinol en el organismo para desempeifiar su papel como antioxidante.

Por tanto, es posible que las mejoras ofrecidas por el ubiquinol como
suplemento respecto a la tradicional ubiquinona, se traduzcan en mayores
prestaciones en el ambito del ejercicio fisico. Asimismo, tanto la ubiquinona como el
ubiquinol se configuran como suplementos seguros, sin efectos secundarios,
autorizados legalmente, no dopantes, que afectan a la salud de forma holistica
ayudando en la recuperacion tras el ejercicio extenuante y que, al mismo tiempo,
poseen la capacidad de ofrecer un efecto ergogénico.

Finalmente, teniendo en cuenta que la informacion disponible sobre los efectos
de una suplementacion con ubiquinol en el ejercicio es escasa, hasta la fecha
Unicamente cuatro estudios (Bloomer et al., 2012; Alf et al., 2013; Kizaki et al., 2015;
Sarmiento et al., 2016b) han evaluado sus efectos en dicho contexto, y debido a su
capacidad potencial para mejorar los tributos de la tradicional ubiquinona en el dafio
oxidativo y dafio muscular, asi como ofrecer, adicionalmente, una ayuda ergogénica en
el rendimiento en el ejercicio, es por ello que haya sido objeto de estudio en el
presente proyecto de investigacion, para asi poder valorar sus propiedades
antioxidantes y su potencial ergogénico por medio de un protocolo de suplementacién
de corta duracion, previo a la realizacidon de un ejercicio fisico extenuante y, de este
modo, contemplar y valorar su uso como estrategia nutricional para paliar las
consecuencias perjudiciales que puede provocar dicho ejercicio, las cuales repercuten
en la salud de las personas fisicamente activas.

78



CAPITULO I1. JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2. Hipotesis de estudio

La hipodtesis de estudio planteada en el presente proyecto de investigacion es la
siguiente:

Hipétesis nula (Hg) = Una suplementacion de corta duraciéon (2 semanas),
previa a la realizacion de un ejercicio fisico extenuante, con una dosificacion diaria de
200 mg de ubiquinol, no minimiza las concentraciones de marcadores bioquimicos de
dafio oxidativo y muscular inducidos por el ejercicio, no incrementa la defensa
antioxidante y no produce mejoras en el rendimiento en sujetos sanos entrenados.

Hipotesis alternativa (Hi) = Una suplementacion de corta duracion (2
semanas), previa a la realizacion de un ejercicio fisico extenuante, con una dosificacion
diaria de 200 mg de ubiquinol, minimiza las concentraciones de marcadores
bioquimicos de dafio oxidativo y muscular inducidos por el ejercicio, incrementa la
defensa antioxidante y produce mejoras en el rendimiento en sujetos sanos
entrenados.

79



CAPITULO 1. JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3. Objetivos

El objetivo general del presente estudio es “verificar si una suplementacién de
corta duracién (2 semanas), con una dosificacién diaria de 200 mg de ubiquinol, puede
modular diversos aspectos relacionados con el ejercicio fisico intenso, evaluando su
efecto en las concentraciones de marcadores bioquimicos de estrés oxidativo,
capacidad antioxidante y dano muscular tras el ejercicio, asi como su efecto sobre
parametros de rendimiento durante el ejercicio, en sujetos sanos entrenados”.

Este objetivo general, a su vez, se subdivide en los siguientes objetivos
especificos, que serdn estudiados por su analitica especifica:

Primer objetivo especifico: “Evaluar si una suplementacién de corta duracién
(2 semanas) con una dosis de 200 mg/dia de ubiquinol minimiza la concentracién de
marcadores bioquimicos de dafio oxidativo en plasma (8-OHdG, peréxidos de lipidos,
LDL oxidada y proteinas carbonilo) y membrana de eritrocitos (peréxidos de lipidos y
proteinas carbonilo) tras la realizacion de un ejercicio fisico intenso, en sujetos sanos
entrenados”.

Segundo objetivo especifico: “Evaluar si una suplementacion de corta duracion
(2 semanas) con una dosis de 200 mg/dia de ubiquinol modula la concentracion de
marcadores bioquimicos de antioxidantes plasmaticos (ORAC), liposolubles en plasma
(retinol, caroteno, vitamina E, coenzima Q9 y coenzima Q10), liposolubles en
membrana de eritrocitos (vitamina E y coenzima Q10) y enzimas citosodlicas
antioxidantes (catalasa, SOD y GPx) tras la realizacién de un ejercicio fisico intenso, en
sujetos sanos entrenados”.

Tercer objetivo especifico: “Evaluar si una suplementacion de corta duracion (2
semanas) con una dosis de 200 mg/dia de ubiquinol minimiza la concentracion de
marcadores bioquimicos de dafio muscular en plasma (Lactato, NO, CK-MM, TNNI1,
TNNI2 y MB) tras la realizacion de un ejercicio fisico intenso, en sujetos sanos
entrenados”.

Cuarto objetivo especifico: “Evaluar si una suplementacidon de corta duracion
(2 semanas) con una dosis de 200 mg/dia de ubiquinol mejora el rendimiento fisico,
por medio del estudio de valores promedio registrados en un circuito de musculacién
(carga o peso desplazado, niumero de repeticiones y percepcion del esfuerzo), y fuerza
muscular desarrollada en press banca en maquina Smith (fuerza maxima, potencia y
velocidad de potencia maxima), durante la realizacion de un protocolo de ejercicio
fisico intenso, en sujetos sanos entrenados”.
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CAPITULO Ill. MATERIAL Y METODOS

1. Disefio metodologico

1.1. Tipo de estudio

El presente estudio es un ensayo clinico con disefio paralelo, aleatorizado,
doble ciego y controlado con placebo. Ha obtenido el informe favorable del Comité de
Etica en Investigacion Humana (CEIH) de la Universidad de Granada (ref. 804), y ha sido
registrado en ClinicalTrials.gov con el numero identificativo NCT01940627.

El método usado para implementar la secuencia aleatoria de asignacion ha sido
aleatorizacion por bloques. Se crearon bloques de cuatro sucesos y se establecieron
todas las combinaciones posibles de estos (6 en total), asignandole un nimero a cada
combinacion; posteriormente, se generd una secuencia aleatoria de 25 casos de los
numeros asignados, empleando para ello el software SPSS version 20.0 (SPSS Statistics
for Windows, 20.0.0. SPSS, Inc., Chicago, IL, USA). La distribucién aleatoria de los
grupos fue posterior a la captacidn de los participantes.

1.2. Muestra poblacional

Los sujetos que han participado en este estudio son bomberos varones
pertenecientes al Cuerpo de Bomberos de la Ciudad de Granada (Parque de Bomberos
Sur y Bomberos Parque Norte). El hecho de elegir a este colectivo fue debido a que se
buscaban sujetos con niveles altos de actividad fisica y/o ejercicio controlado y que,
ademas, pertenecieran a un colectivo con cierta homogeneidad en parametros
relacionados con el ejercicio, y dicho colectivo se adecua a las caracteristicas
mencionadas.
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1.2.1. Seleccion de la muestra

La captacion de voluntarios se realizd6 en las dependencias del Cuerpo de

Bomberos de la Ciudad de Granada: Parque de Bomberos Sur y Bomberos Parque

Norte.

Inicialmente, se captd una muestra total de 100 sujetos. El periodo de

reclutamiento transcurrié durante los meses de Abril - Junio de 2014. A continuacién,

se exponen los criterios de inclusidn y exclusién empleados.

Criterios de inclusion

A\

YV V V V VY

Desempefio laboral en el Cuerpo de Bomberos de la Ciudad de Granada
durante 2014.

Sexo masculino.

Tener entre 31y 45 afos.

Ser sujetos fisicamente activos y no realizar ejercicio extenuante con asiduidad.
Consumo maximo de oxigeno entre 35y 65 ml/kg/min.

Porcentaje de peso graso < 15%.

Ser capaces de levantar su peso maximo.

Criterios de exclusion

YV V V V

A\

Lesiones previas limitantes.

Padecer alguna enfermedad durante la fase experimental.

Uso de farmacos inmunosupresores o nefrotdxicos.

Uso de suplementos proteicos y/o antioxidantes.

Alguna contraindicacién absoluta o relativa en el reconocimiento médico
rutinario.

No cumplir alguno de los criterios de inclusién requeridos.

En ambos grupos hubo pérdidas durante el transcurso de la investigacion por

diferentes motivos (Ver Figura 14).
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Figura 14. Diagrama de flujo de los participantes del estudio.

Reclutamiento
{n=100)

h

Aleatorizacidn

i

Grupo Ubiquinel {n =50}

Y

Reconocimiento inicial,
cuestionarios de nutricion y
actividad fisica, analisis
impedancia biceléctrico.

Pardidas (n = 3):
¥ Rechazo a participar {n = 3)
Muestras analizadas (n =47)

A 4

Frimera muestra sanguinea vy
de arina (T1), comienzo
suplementacion y sesidn

inicial de preparacién.

Grupo Placebo (n =50}

Y

Pérdidas (n =2):
¥ Rechazo a participar (n=2)
Muestras analizadas (n = 48)

Perdidas(n = 8):

¥ Dolor de cabeza (n=4)

¥ Dolor estomacal (n=2)

¥ Nodio razones (n=2)
Muestras analizadas (n =39)

Fin de suplementacion y
segunda muestra sanguinea y
de arina (T2)

Y

Perdidas(n =7):

# Dolor de cabeza (n=12)

* Dolor estomacal {n=3)

# Mo dio razones (n = 2)
Muestras analizadas (n =41}

h 4

Pardidas(n=1)
¥ Mo dio razones (n=1)
Muestras analizadas (n =38)

Sesion de ejercicio 1 y tercera
muestra sanguinea y de orina
(T3]

v

Pérdidas (n =3)
# Mo dio razones (n = 3)
Muestras analizadas (n =38§)

Y

Pardidas(n =1)
¥ Mo dio razones (n=1)
Muestras analizadas (n =37)

24-h de descanso y cuarta
muestra sanguinea y de orina
(T4)

k4

Pérdidas(n =1)
# Mo dio razones (n=1)
Muestras analizadas (n =37)

Pardidas (n =3)
¥ Mo diorazones (n=3)
Muestras analizadas (n = 34)

Sesidn de gjercicio 2y quinta
muestra sanguinea y de orina
{15)

85

Pérdidas (n=3)
¥ Mo dio razones (n=3)
Muestras analizadas (n = 34)




CAPITULO Ill. MATERIAL Y METODOS

1.3. Diseno experimental

La fase experimental del estudio se llevd a cabo en las instalaciones de la
Facultad de Ciencias del Deporte de la Universidad de Granada, y transcurrié durante
los meses de Junio y Julio de 2014. De la muestra total de 100 sujetos, se constituyeron
dos grupos experimentales de 50 sujetos cada uno: un grupo de intervencién que fue
suplementado con ubiquinol, con una dosificacion diaria de 200 mg durante 2 semanas
(Grupo Ubiquinol), y un grupo control al que se le administré placebo durante el
mismo periodo de tiempo (Grupo Placebo).

Primeramente, los participantes fueron informados de las caracteristicas del
estudio (Ver ANEXO 1) y otorgaron su consentimiento informado (ANEXO 1) por escrito.
Posteriormente, se les realizd un electrocardiograma (ECG), para descartar anomalias
cardiacas, un analisis de impedancia bioeléctrica, se les tomd la presion arterial y
completaron un historial médico y de salud, un cuestionario nutricional y de frecuencia
de consumo (ANEXOS lll y IV) y un cuestionario de actividad fisica (ANEXO V). Tras ello,
se les extrajo la primera muestra sanguinea y de orina (T1), para asi conocer el estado
inicial de los sujetos; ademas se les extrajo una muestra sanguinea adicional para un
examen de sangre rutinario, para descartar enfermedades, y se les entregd las
capsulas (28 en total, de 100 mg cada una) para la suplementacion, en envases blancos
sin ningun etiquetado que reflejase el contenido.

Tras el periodo de 2 semanas de suplementacién, se les extrajo la segunda
muestra sanguinea y de orina (T2), para asi conocer el efecto inicial de Ia
suplementacién en las variables a estudiar, antes de la realizacién de la primera sesién
de ejercicio intenso (E1), tras la cual se les extrajo la tercera muestra (T3) para evaluar
las consecuencias del ejercicio y el efecto de la suplementacién. La cuarta muestra (T4)
se les tomd tras un periodo de descanso de 24 h, para evaluar el efecto de la
suplementacion sobre la capacidad de recuperacién y, la quinta y ultima muestra (T5),
fue extraida tras la realizaciéon de la segunda sesién de ejercicio intenso (E2), para,
finalmente, evaluar el efecto de la suplementacidon tras episodios repetidos de
ejercicio intenso.

Previamente, se solicitd a los sujetos que ayunaran durante las 2 h previas a
cada sesiéon de ejercicio, se abstuvieran de consumir cualquier otro suplemento
nutricional y que mantuvieran su dieta regular y patrones de ejercicio durante todo el
estudio. También se exigid a los sujetos abstenerse de consumir cafeina o realizar
ejercicio vigoroso en las 24 h previas a las sesiones de ejercicio.

Todos los sujetos realizaron el mismo protocolo de ejercicio intenso, el cual,
posteriormente, serd detallado en un apartado especifico. La participacién de los
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sujetos se limitd a una duracion de, aproximadamente, 3 semanas: dia de inicio y dos
semanas de suplementacién, mds una semana adicional para la realizacion de las
sesiones de ejercicio. Debido al tamafo de la muestra y a los recursos disponibles, se
constituyeron 6 grupos de sujetos, que participaron de forma escalonada durante la
fase experimental en 3 turnos, 2 grupos en cada turno.

En la siguiente figura se puede apreciar, de forma esquematica, el disefio
experimental del estudio (Figura 15).

Figura 15. Representacion esquematica del disefio experimental del estudio.
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1.3.1. Reconocimiento inicial

Inicialmente, los sujetos fueron sometidos a una anamnesis llevada a cabo por
personal médico, para asi obtener informacién sobre su historial médico y de salud
(antecedentes familiares de enfermedad, antecedentes personales médicos vy
quirurgicos, alergias, toma actual de medicamentos, consumo de café, alcohol, tabaco
y drogas). Asimismo, se les realizdé un electrocardiograma para evaluar el ritmo y la
funcién cardiaca y asi descartar anomalias y, ademas, se les tomd la presidn arterial
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(sistolica y diastdlica) utilizando un tensidmetro digital de mufieca modelo OMRON
HEM- 6111.

Figura 16. Tensiometro digital de mufieca utilizado para tomar la presion arterial.

También se les extrajo una muestra sanguinea para un examen bioquimico de
sangre rutinario (glucosa, acido Urico, urea, creatinina, bilirrubina directa, bilirrubina
indirecta, bilirrubina total, fosfatasa alcalina, gamma GT, transaminasas ALT y AST,
colesterol, HDL, LDL, proteinas totales, albumina, calcio, potasio, sodio y fésforo), y un
hemograma rutinario y determinacion de hematocrito junto a otros parametros e
indices hematoldgicos, para asi determinar el estado fisioldgico y bioquimico de los
sujetos, para descartar posibles enfermedades. El analisis se realizd en el Servicio de
Analisis Clinicos del Hospital Universitario “Virgen de las Nieves” de Granada.

1.3.2. Valoracion nutricional y de actividad fisica

Para evitar un factor que pudiera interferir de manera importante en este tipo
de ensayos, al inicio de la fase experimental se les entregd a los sujetos un
cuestionario nutricional para que registrasen su ingesta dietética durante cuatro dias,
incluyendo un dia del fin de semana, para asi evaluar el estado nutricional de los
participantes. La informacién obtenida fue introducida para su analisis en el software
nutricional Nutriber (v1.1.1.5.r5, FUNIBER, Espafia).

Igualmente, se les hizo entrega de un cuestionario de actividad fisica,
concretamente la versidon corta en castellano del International Physical Activity
Questionnaire (IPAQ-SF), ya que se configura como uno de los instrumentos
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comunmente utilizados para evaluar el estado de actividad fisica en poblaciones de
estudio, debido a que es econdmico, no invasivo, y facil de administrar. La versiéon
corta abarca la actividad fisica realizada en los uUltimos 7 dias, y es un instrumento que
ha sido probado en diversos paises mostrando buena fiabilidad asi como propiedades
de validez aceptables en poblaciones adultas (Papathanasiou et al., 2010).

1.3.3. Analisis de impedancia bioeléctrica

Durante el dia de inicio de la fase experimental se midio la altura de los sujetos,
empleando para ello un estadimetro portatil modelo SECA 213, y también fueron
pesados, descalzos y vistiendo ropa interior, utilizando una balanza digital calibrada
(Tanita Body Composition Analyzer TBF-300GS, Tanita Corp, Arlington Heights, IL), la
cual suministré, ademas, los siguientes datos: indice de masa corporal (IMC),
metabolismo basal, impedancia, porcentaje de masa grasa, y masa grasa, masa magra
y agua en kilogramos.

Figura 17. Analizador de composicion corporal Tanita TBF-300GS y estadimetro SECA 213 utilizados para
pesar y medir a los sujetos.
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1.3.4. Protocolo de suplementacion

El grupo de intervencion (Grupo Ubiquinol) fue suplementado con una dosis
oral de 200 mg/dia de Kaneka Ubiquinol (Kaneka Corporation, Osaka, Japan) durante 2
semanas, ingiriendo dos capsulas de gelatina blanda de color marréon al dia, que

contenian 100 mg de ubiquinol (Ver Tabla VII), una tras el desayuno y otra tras la cena,

mientras que los sujetos asignados al grupo control (Grupo Placebo) tomaron placebo

usando el mismo régimen de dosis y duracién.

Las cdpsulas de placebo estaban compuestas por los mismos constituyentes,

aungue sin ubiquinol, y su apariencia era idéntica a las cdpsulas de ubiquinol e,

igualmente, fueron suministradas por la empresa Kaneka Corporation.

Tabla VII. Composicién de las capsulas de ubiquinol y placebo.

UBIQUINOL
Ingredientes

PLACEBO

Ingredientes

Ubiquinol 100 mg Ubiquinol 0 mg
Aceite de canola (No-GMO) 225 mg Aceite de canola (No-GMO) 325 mg
Monolgato de diglicerol 5 i Monolt.eato de diglicerol 5 i
(emulsionante) (emulsionante)

Cera de abejas 38 mg Cera de abejas 38 mg
Lecitina (derivada de soja, No- e Lecitina (derivada de soja, No- e
GMO) GMO)

Cubierta de la capsula Cubierta de la capsula

Almiddn alimentario 96 mg Almiddn alimentario 96 mg
modificado (maiz) modificado (maiz)

Glicerol 75 mg Glicerol 75 mg
Carragenano 31 mg Carragenano 31 mg
Fosfato disddico 3mg Fosfato disddico 3mg
Caramelo 5mg Caramelo 5mg

1.3.5. Protocolo de ejercicio fisico intenso

Después del periodo de 2 semanas de suplementacién con ubiquinol o placebo,

los sujetos realizaron un protocolo de ejercicio fisico, que consistid en la realizacién de

2 sesiones idénticas de ejercicio intenso, sesién 1 (E1) y sesion 2 (E2), con un periodo

de descanso entre ambas de 24 h, durante el cual los sujetos fueron instados a no
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realizar ningun tipo de ejercicio fisico. Los sujetos tuvieron acceso al consumo de agua
ad libitum. La sesién de ejercicio es exigente a nivel muscular, ya que fue disefiada
para inducir dafio oxidativo y muscular, y asi poder evaluar el efecto de la
suplementacion.

Antes del inicio de cada sesion, los sujetos realizaron un calentamiento que se
estructurd en dos fases, una general y otra especifica:

> GENERAL

1. Ejercicios de movilidad articular y estiramientos de los principales grupos
musculares.
2. Activacién general: actividad en cicloergdmetro (5 min).

> ESPECIFICA

Realizacion de los mismos ejercicios que componen la parte principal de la sesion
con una intensidad suave (Valor 4 de la escala OMNI-RES) (Robertson et al., 2003).
La duracién de esta fase fue de, aproximadamente, 10 min.

La parte principal de cada sesion de ejercicio (E1y E2) consistid en la realizacion
de 2 series (S1 y S2) de un circuito compuesto por 10 ejercicios de musculacién, con un
periodo de descanso de 5 min entre ambas series. Los ejercicios realizados en el
circuito fueron los siguientes (Ver Figura 18):

Prensa atlética

Press de banca

Remo sentado

Press hombros en maquina
Flexores en maquina

Press de banca

Escalén con mancuernas

Jalén al pecho con agarre prono

W e N R WN R

Envidn con mancuernas
10. Extensores cuddriceps en maquina
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Figura 18. Circuito de ejercicios de musculacion.
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La dindmica de trabajo en cada ejercicio consistié en realizar el maximo nimero
de repeticiones durante 20 s, maximizando la carga de trabajo, con 40 s de
recuperaciéon entre ejercicios. lLa carga de trabajo minima correspondio,
aproximadamente, con el 60-70% de la fuerza dindmica maxima o repeticion maxima
(1RM), y el esfuerzo realizado fue de caracter anaerébico-aerdbico.

Para establecer la magnitud minima de la carga a desplazar para cada sujeto,
una semana antes de la primera sesidn de ejercicio, se llevé a cabo una sesidn inicial
de preparacion con los sujetos para ajustar la carga individualmente, determinando la
minima carga a desplazar (kg) en cada ejercicio, en funcidn de dos pardmetros: a)
Valores de esfuerzo percibido en la escala OMNI-RES entre 6 y 7 (Robertson et al.,
2003), y (b) 10 repeticiones. Los datos de cada sujeto quedaron reflejados en hojas de
registro para tenerlos como referencia durante la fase experimental.
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Figura 19. Escala de percepcién del esfuerzo OMNI-RES.
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2. Procedimientos y evaluaciones

2.1. Extraccion y preparacion de muestras sanguineas y de orina

Como se ha comentado anteriormente, en el apartado referido al disefio
experimental, se obtuvo un total de 5 muestras sanguineas y de orina de cada sujeto
para su analisis y estudio. La primera (T1) se obtuvo al inicio de la fase experimental; la
segunda (T2) tras finalizar el periodo de suplementacion; la tercera muestra (T3) se
extrajo tras la primera sesiéon de ejercicio intenso (E1); la cuarta (T4) tras 24 h de
descanso vy, la quinta (T5) tras la realizacion de la segunda sesion (E2).

Las muestras de sangre de los participantes fueron obtenidas por medio de
catéter venoso por personal sanitario cualificado, realizandose la venopuncidon en una
vena localizada en la parte interior del codo. Cada muestra sanguinea se depositd en 3
tubos, dos tubos heparinizados, uno de 7 ml para obtener plasma y eritrocito
(membrana y citosol) y otro de 3 ml para obtener el hemograma, y otro no
heparinizado de 3 ml para obtener el suero.

Las muestras para obtener el suero permanecieron a temperatura ambiente
durante 30 minutos para que la sangre coagulase y precipitase el coagulo v,
posteriormente, fueron centrifugadas a 1. 750 g durante 10 min a 48 °C en una
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centrifugadora GS-6R refrigerada Beckman (Beckman, Fullerton, CA, EE.UU.) para
retirar el sobre nadante, el suero, que fue utilizado para la bioquimica.

Las muestras sanguineas para obtener el plasma se centrifugaron
inmediatamente, a 1. 750 g durante 10 min a 48 °C en una centrifugadora GS-6R
refrigerada Beckman (Beckman, Fullerton, CA, EE.UU.), para separar el plasma de los
sedimentos de células rojas de la sangre y se congelaron seguidamente a -80 °C hasta
su analisis.

Las fracciones citosdlicas y de membrana de eritrocitos se prepararon por
centrifugacion diferencial con hemolisis hipoténica y sucesivas centrifugaciones
diferenciales de acuerdo con el método de Hanahan & Ekholm (1974). Las fracciones
finales se dividieron en partes alicuotas, se congelaron con nitrégeno liquido, y se
almacenaron hasta su analisis a -80 °C.

Las muestras de orina fueron depositadas por los propios participantes en
recipientes esterilizados de recoleccién de muestras de orina justo antes de iniciar el
calentamiento y tras finalizar las sesiones de ejercicio fisico intenso e,
inmediatamente, se alicuotaron en tubos de menor tamafio para su almacenamiento a
-80 °C hasta su analisis.

2.2. Determinacion de los marcadores bioquimicos de estrés
oxidativo

2.2.1. Daiio oxidativo en plasma

2.2.1.1. 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OHdG)

La determinacién de 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OHdG) en plasma fue
realizada mediante un kit comercial de ensayo competitivo de inmunoabsorcién
enzimatica (ELISA) in vitro (Ref. N2 3091974) (Japan Institute For the Control of Aging,
Shizuoka, Japan), siguiendo las instrucciones del fabricante para la determinacién
cuantitativa del aducto oxidativo de 8-OHdG en plasma.
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Procedimiento

Primeramente, todas las muestras y reactivos fueron expuestos a temperatura
ambiente (20-25 °C) antes de iniciar el procedimiento. A continuacién, se exponen los
distintos pasos llevados a cabo para la determinacion:

A) Se reconstituyo el Anticuerpo Primario con la Solucién Anticuerpo Primaria.

B) Se agregaron 50 ul de muestra por pocillo, como se muestra en la siguiente figura
(Figura 20).

Figura 20. Disposicidn para la carga de la muestra en triplicados.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A Blank (% 3) x | x [ x x | x | x x | x T x
B Standard 0.5 ng/mL Sample-1 Sample-7 Sample-13
(s Standard 2 ng/mL Sample-2 Sample-8 Sample-14
D Standard 8 ng/mL Sample-3 Sample-9 Sample-15
E Standard 20 ng/mL Sample-4 Sample-10 Sample-16
F Standard 80 ng/mL Sample-5 Sample-11 Sample-17
G Standard 200ng/mL Sample-6 Sample-12 Sample-18
H | x | x | x x | x | x x | x | x x | x ] X

C) Se afiadieron 50 ul de anticuerpo primario reconstituido. Se agitod la placa de lado a
lado y se mezcld completamente.

D) Se mezclé 1 volumen de Solucidon de lavado (5x) con 4 volimenes de agua destilada.

E) Se vertio el contenido de los pozos en el fregadero. Se pipetearon 250 uL de
solucién de lavado en cada pocillo. Después se lavo la placa agitandola de lado a lado,
se desechd la solucién de lavado y se limpid la placa con una toalla de papel limpia
para eliminar cualquier resto de tampdn de lavado, procedimiento que se repitié dos
veces mas.

F) Se reconstituyd el Anticuerpo Secundario con la Solucion de Anticuerpos
Secundarios.

G) Se afadieron 100 ul de anticuerpo secundario reconstituido por pocillo. Se agité la
placa de lado a lado y se mezclé completamente. Se cubrié la placa con una tira
adhesiva, y se incubd a 37 °C durante 1 hora.

H) Al final del periodo de incubacidn, se repitié el lavado como se ha indicado en el
paso E.

I) Se prepard la solucién de sustrato agregando 1 volumen de Solucion cromdtica a 100
volumenes de Solucion Diluida. Se afiadieron 100 pl de solucidn de sustrato por pocillo.
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Se agitd la placa de lado a lado y se mezclé completamente y se incub6 a temperatura
ambiente en oscuridad durante 15 minutos.

J) Se afiadieron 100 pl de la Solucién de Terminacion de Reaccion. Se agit6 la placa de
lado a lado y se mezclé completamente.

K) Se midié la absorbancia a 450 nm usando un lector de placas (Sinergy HT, Bio-Tek,
Vermont, USA) y se utilizé una curva estandar para determinar la cantidad de 8-OHdG
presente en las muestras (Figura 21). Finalmente, se utilizaron los valores de
absorbancia obtenidos en las muestras para determinar las concentraciones.

Figura 21. Curva estandar tipica en todo el rango del ensayo a la respuesta de absorbancia a la
concentracion de 8-OHdG en ng/ml.
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2.2.1.2. Peroxidos de lipidos

La concentracidon de peréxidos de lipidos en plasma se midié mediante un kit
comercial (Ref. BI-5007 OXYSTAT) (Biomedica Medizinprodukte GmbH & Co KG, Viena,
Austria) siguiendo las instrucciones del fabricante.

La concentracién de perdxido se determind por la reaccion de los perdxidos
bioldgicos con la peroxidasa y posterior reaccion de color utilizando tetrametil-
bencidina (TMB) como substrato.
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Procedimiento
Preparacion de los reactivos y de las muestras

» Se disolvié un calibrador y cada control en 250 pl de solucidn D, se dejo reposar
durante 5 minutos a temperatura ambiente (18-262C) y se mezclé bien.

» Se prepard la mezcla de reaccion-ABC inmediatamente antes de su utilizacion
en el ensayo, a partir de la siguiente mezcla: 5 ml solucién A + 100 pl soluciéon B
+ 5 pl de solucién C.

Protocolo de ensayo

Todas las muestras y reactivos fueron expuestos a temperatura ambiente (20-
25 °C) antes de iniciar el protocolo.

A) Se marcé la posicién de CAL/SAMPLE (Calibrador/muestra) en la hoja del esquema
de la placa.

B) Se sacaron las tiras de micropocillos de la bolsa de pldastico, y se rotularon
adecuadamente.

C) Se afadieron 10 pl de CAL/SAMPLE (Calibrador/muestra) en los respectivos pocillos.
D) Se afiadieron 100 pl de SOLA (Solucién A, tampdn de ensayo) a cada pocillo.

E) Cuantificacién 1: Se determind la absorbancia con un lector de ELISA a 450 nm. Se

afiadieron 100 ul de la mezcla de reaccidn ABC a todos los pocillos, reactivos vy
preparacion de la muestra.

F) Se incubaron 15 minutos a 37 °C.

G) Se afiadieron 50 pl de STOP (Solucién de Parada) a cada pocillo, siguiendo el mismo
orden que la solucién con la mezcla de los reactivos.

H) Cuantificacién 2: Se determind la absorbancia a 450 nm usando un lector de placas
(Sinergy HT, Bio-Tek, Vermont, USA).

I) Calculo de los resultados:

» Para cada CTRL/CAL/SAMPLE (Control/Calibrador/Muestra) se restaron los
valores de la densidad o6ptica (DO) de la cuantificacion 1 a los valores de la
densidad 6ptica de la cuantificacion 2.

» Utilizando el CAL (calibrador), se realizé una calibracidén con un Unico punto. El
valor de la DO es proporcional a su concentracién, indicada en la etiqueta del
vial.
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» Las concentraciones de los controles y de las muestras se calcularon de acuerdo

con la siguiente férmula:

ACQD muestra

X [ mol / 1]calibrador

[ mol /1] muestra

2.2.1.3. LDL-oxidada

AQD calibrador

La concentracion de Ox-LDL en plasma se midié mediante un kit comercial para

determinacién cuantitativa in vitro (Ref.

10-1143-01 Mercodia Oxidized LDL ELISA)

(Mercodia AB, Uppsala, Suecia) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se trata de un inmunoensayo de fase sélida de dos emplazamientos basado en

la técnica de sandwich directa en la que se dirigen dos anticuerpos monoclonales

contra determinantes antigénicos separados de la molécula de apolipoproleina B-

oxidada.

Resumen del ensayo

Todas las muestras y reactivos fueron expuestos a temperatura ambiente (20-

25 °C) antes de iniciar el procedimiento que figura a continuacion:

Se anadieron calibradores, controles y
muestras a cada pocillo

25 uL

Se afiadidé Assay Buffer

100 pL

Se incubd

2 horas a temperatura ambiente en un
agitador de placas, 700-900 rpm

Se lavé con solucidn de wash buffer 1X

700 pL, 6 veces

Se afiadié solucién de la enzyme conjugate 1X

100 pL

Se incubd

1 hora a temperatura ambiente en un
agitador de placas, 700-900 rpm

Se lavé con solucidén de wash buffer 1X

700 pL, 6 veces

Se afiadi6 Substrate TMB

200 pul

Se incubd

15 min a temperatura ambiente

Se afiadié Stop Solution

50 pL vy se agitd durante 5 segundos para
asegurar el mezclado

Lectura de densidad dptica a 450 nm (tras 30
min)

Calculo de resultados computarizado:

Se realizo la reduccidn de datos
informatizados de la absorbancia para los
calibradores, sin calibrador O, frente a la

concentracién utilizando una regresién Spline
cubica y se multiplicé la concentracidn de las
muestras por el factor de dilucién.
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2.2.1.4. Proteinas Carbonilo

La concentracién de proteinas carbonilo (PC) en plasma se midid mediante un
kit comercial (Ref. STA-310 OxiSelect™ Protein Carbonyl ELISA Kit) (Cell Biolabs, Inc.,
San Diego, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se trata de un inmunoensayo enzimatico desarrollado para la rapida deteccion
y cuantificacion de las proteinas carbonilo. La concentracién de las proteinas carbonilo
se determina comparando su absorbancia con la de una curva estandar
reducida/oxidada conocida.

Procedimiento
Preparacion de las muestras

» Se realizé un ensayo de proteinas de albumina sérica bovina (BSA) en todas las
muestras para determinar la concentracién de proteina.

» Se diluyd cada muestra de proteina a 10 pg/ml en 1X con solucion salina
amortiguada con fosfatos (PBS) antes de usarlo en el ensayo.

Protocolo de ensayo

A) Se anadieron 100 pl de 10 pg/ml de muestras de proteina a la placa de 96 pocillos y
se incubd a 37 °C durante 2 horas.

B) Se lavaron los pocillos 3 veces con 250 ul de PBS 1X por pocillo. Después del ultimo
lavado, se vaciaron los pozos y se taparon con tiras sobre una toalla de papel para
eliminar el exceso de solucion de lavado.

C) Se afiadieron 100 ul de la solucién de trabajo DNPH y se incubd durante 45 minutos
a temperatura ambiente en la oscuridad.

D) Se lavaron los pocillos con 250 pl de 1X PBS/Etanol (1:1, v/v) con incubacién en un
agitador orbital durante 5 minutos, repitiendo el proceso 5 veces, aspirando entre
cada uno. Tras el ultimo lavado, se vaciaron los pozos y se taparon con tiras sobre una
toalla de papel para eliminar el exceso de solucion de lavado. Se lavd 2 veces con 250
ul de 1X PBS.

E) Se afiadieron 200 pul de solucién de bloqueo por pocillo y se incubd durante 2 horas
a temperatura ambiente en un agitador orbital.
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F) Se lavd 3 veces con 250 pl de tampon de lavado 1X con aspiracion completa entre
cada lavado. Después del ultimo lavado, se vaciaron los pozos y se taparon con tiras
sobre una toalla de papel para eliminar el exceso de solucién de lavado.

G) Se aiiadieron 100 pl del anticuerpo anti-DNP diluido en cada pocillo y se incubd
durante 1 hora a temperatura ambiente en un agitador orbital.

H) Se anadieron 100 pl del anticuerpo secundario conjugado HRP diluido en cada
pocillo y se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente en un agitador orbital. Se
lavaron los pocillos 5 veces.

[) Se calenté la solucion de substrato a temperatura ambiente y se afiadieron 100 pl de
solucion de substrato a cada pocillo, incluyendo los pocillos en blanco. Se incubd a
temperatura ambiente en un agitador orbital durante 20 minutos.

J) Se detuvo la reaccidon enzimatica afiadiendo 100 pL de solucion de parada a cada
pocillo y se evaluaron los resultados inmediatamente.

K) Se leyd la absorbancia de cada pocillo en un lector de placas utilizando 450 nm
como longitud de onda primaria. Utilizando el estandar de BSA totalmente reducido
como blanco de absorbancia.

L) Se midié la absorbancia a 450 nm usando un lector de placas (Sinergy HT, Bio-Tek,
Vermont, USA) y se utilizd una curva estdndar para determinar la cantidad de 8-OHdG
presente en las muestras (Figura 22). Finalmente, se utilizaron los valores de
absorbancia obtenidos en las muestras para determinar las concentraciones.

Figura 22. Curva estandar tipica en todo el rango del ensayo a la respuesta de absorbancia a la
concentracion de proteinas carbonilo en nmol/mg.
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2.2.2. Daio oxidativo de membrana de eritrocitos

2.2.2.1. Peroxidos de lipidos

La concentracién de peroxidos de lipidos de membrana de eritrocitos se midié
mediante un kit comercial (Ref: 23280) (Thermo Scientific; Pierce Biotechnology,
Rockford, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se ha utilizado la formulacidn acuosa-compatible que incluye sorbitol, ya que
proporciona un aumento de sensibilidad en la medicién. En este ensayo, los
hidroperdxidos convierten el Fe** en Fe** a un pH &cido. Los perdxidos reaccionan
primero con sorbitol, convirtiéndolo a radical peroxilo, el cual inicia la reaccidon
oxidando el Fe®" a Fe**. En la solucién de acido sulfurico, los complejos Fe>* tifien con el
xilenol naranja, dando como resultado un producto de coloracion purpura.

Procedimiento

La preparacion de las muestras, reactivos y estandares, se realizo siguiendo las
instrucciones para el procedimiento acuoso que se detallan a continuacién:

A) Se afiadieron 10 volumenes (200 pl) de reactivo a 1 volumen de muestra (20 pl) en
una microplaca a cada pocillo.

B) Las reacciones se mezclaron e incubaron durante 20 minutos a temperatura
ambiente.

C) Se midid la absorbancia a 560 nm usando un lector de placas (Sinergy HT, Bio-Tek,
Vermont, USA).

D) Finalmente, se calculé la concentracion de perdxidos en la muestra teniendo como
referencia la curva estandar de la respuesta de absorbancia a la concentraciéon de
peroxidos de hidrégeno (Figura 23).
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Figura 23. Curva estandar tipica en todo el rango del ensayo a la respuesta de absorbancia a la
concentracion de peroéxidos de hidrégeno en umol/I.
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2.2.2.2. Proteinas carbonilo (PC)

La concentracién de proteinas carbonilo (PC) en membrana de eritrocitos se
midié mediante un kit comercial siguiendo las instrucciones del fabricante, realizando
el mismo procedimiento que el descrito en el apartado 2.2.1.4. Proteinas Carbonilo.

2.2.3. Daiio oxidativo en orina

2.2.3.1. Isoprostanos

La concentracién de isoprostanos en orina se midié usando un kit comercial
(Ref. EA85) (Oxford Biomedical Research, Oxford, England). Este kit es un
inmunoensayo enzimatico competitivo (ELISA) para determinar los niveles de
isoprostanos 15-F2t (el isoprostano mejor caracterizado) en muestras de orina.

Procedimiento

A) Se afiadieron 100 pl de muestra de orina a cada pocillo y se mezcld con el Tampodn
de Dilucién Mejorado (1:4).
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B) Se afiadieron 100 ul de HRP conjugado diluido de 15-F2t a cada pocillo, omitiendo el
Reactivo en blanco. Se afiadieron 100 pl de Tampdn de Dilucidn Mejorado en lugar del
Conjugado en el Espacio de Reactivo se incubar la placa durante 2 horas a temperatura
ambiente.

C) Se lavaron los pozos.

D) Se afiadieron 200 pl de Sustrato TMB a cada pocillo y se incubd durante,
aproximadamente, 30 min hasta que se observd un matiz azul apreciable, y se incubé
durante 40 min.

E) Se aifadieron 50 ul de acido sulfdrico 3 M a cada pocillo para detener la reaccion y el
color azul cambié a amarillo.

F) Se midio la absorbancia a 450 nm usando un lector de placas (Sinergy HT, Bio-Tek,
Vermont, USA) vy se procedio al calculo de los resultados, siendo la intensidad del color
proporcional a la cantidad de 15-F2t-HRP e inversamente proporcional a la cantidad de
15-F2t no conjugado en las muestras.

2.2.3.2. 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OHdG)

La concentracion de 8-OHdG en orina se midi6 mediante un kit comercial
siguiendo las instrucciones del fabricante, realizando el mismo procedimiento que el
descrito en el apartado 2.2.1.1. 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OHdG)

2.3. Determinacion de los marcadores bioquimicos de defensa
antioxidante

2.3.1. Capacidad antioxidativa plasmatica total (ORAC)

La capacidad antioxidativa plasmatica total mediante el método ORAC se midid
mediante un kit comercial (Ref. STA-345 OxiSelect™ Oxygen Radical Antioxidant
Capacity (ORAC) Activity Assay) (Cell Biolabs, Inc., San Diego, USA) siguiendo las
instrucciones del fabricante.
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Principio del ensayo

El ensayo mide la degradacion oxidativa de una molécula fluorescente
(fluoresceina) después de haber sido mezclada con generadores de radicales libres
(Figura 24).

Figura 24. Principio del ensayo para la determinacion de ORAC.
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Procedimiento
A) Se agregaron 25 pL de muestra a la placa de microtitulacion de 96 pocillos.

B) Se afiadieron 150 pL de la Solucidn de Fluoresceina 1X a cada pocillo, se mezcld bien
y se incubd durante 30 minutos a 37 °C.

C) Se agregaron 25 uL de la Solucion de Iniciador de radicales libres en cada pocillo
utilizando una pipeta multicanal.

D) Se mezclé bien la reaccién, pipeteando para asegurar la homogeneidad.

E) Se inicié inmediatamente la lectura de muestras con el lector de placas (Sinergy HT,
Bio-Tek, Vermont, USA) a 37 °C con una longitud de onda de excitacién de 480 nm y
una longitud de onda de emision de 520 nm. Se leyeron los pozos en incrementos
entre 1 y 5 minutos de un total de 60 minutos y se procedié al cdlculo de los
resultados.

104



CAPITULO Ill. MATERIAL Y METODOS

2.3.2. Antioxidantes liposolubles en plasma (Retinol, B-caroteno,
Tocoferol, Coenzima Q9 y Coenzima Q10)

Se determinaron los antioxidantes liposolubles en plasma: Retinol (Vitamina A),
B-caroteno, Tocoferol (Vitamina E), Coenzima Q9 y Coenzima Q10.

Las muestras de plasma se mezclaron con etanol en tubos de polipropileno y se
dejaron incubando en hielo durante 10 minutos; después se anadié hexano y se
dejaron de nuevo en hielo durante 5 minutos. Las proporciones utilizadas fueron las
siguientes: muestra/etanol/hexano (1:2,4:3,6 v/v).

Tras el periodo de incubacién, las muestras se centrifugaron a 2200 g durante
10 minutos a 4 °C. Se retiré la fase superior cuidadosamente y se pasé a un tubo
nuevo. Al tubo original se le adiciond otra vez hexano para realizar una segunda
extraccion. Las muestras se secaron finalmente en un Speed Vacum (a 45 °C durante
25-30 minutos).

Las muestras se re-suspendieron en una mezcla de Etanol: Isopropanol (90:10,
v/v) y fueron analizadas mediante un sistema UPLC-MS/MS, “Ultra performance liquid
chromatography-tandem mass spectrometry”. El equipo utilizado fue un UPLC Acquity
H-Class acoplado a un detector de triple cuadrupolo Xevo TQ-S (Waters Corporation,
Milford, USA) (Figura 25).

Figura 25. Equipo UPLC Acquity H-Class acoplado a un detector de triple cuadrupolo Xevo TQ-S.
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La separacion cromatografica fue llevada a cabo usando un gradiente isocratico
con fase movil de metanol al 0.1% (v/v) de acido férmico. Con un flujo de 600 pl /min,
la columna fue mantenida a 40 °Cy la inyeccidon de volumen fue de 10 pl. La columna
utilizada fue una Acquity UPLC BEH C18 1.7 um, 2.1 x 100 mm (Waters Corporation,
Milford, USA).

La espectrometria de masas, por su parte, operaba mediante ionizacién
guimica por presion atmosférica (APCl) en modo de ion positivo. Para incrementar la
sensibilidad y selectividad, multiples analisis de espectrometria de masas fueron
llevados a cabo en multiples reacciones de monitorizacién (MRM) y los pardmetros
MS/MS fueron optimizados individualmente utilizando soluciones estandar, de Sigma-
Aldrich (minimo 98% de pureza. Grado HPLC) y se prepard una disoluciéon madre de
1000 mg/L en metanol de cada uno de ellos.

Tras seleccionar los iones precursores, los iones producto fueron obtenidos de
la fragmentacion de estos precursores tras actuar el haz energético sobre la muestra.
Estos parametros fueron optimizados previamente para obtener la maxima
sensibilidad con la mayor cantidad de iones producidos. Es esta la razon por la cual el
triple cuadrupolo es tan sensible, sélo analiza aquello que es objeto de interés, sin
prestar atencion al resto de elementos presentes en la muestra. Del mismo modo, de
los dos iones, se selecciond el mas estable (cuantificacion) y el menos estable
(cualificacion). La funcion del de cualificacion es simplemente localizar el pico, es decir,
si estd presente esa transicion, cuantifica y, si no lo esta, no cuantifica.

Las transiciones de las moléculas seleccionadas son:
-Retinol: 269.287>92.924 (cuantificacion), 269.287>80.777 (cualificacion)
-B-Caroteno: 537.606>104.959 (cuantificacion), 537.606>94.928 (cualificacién)
-Tocoferol: 431.415>165.022 (cuantificacidn), 431.415>136.975 (cualificacion)
-Coenzima Q9: 795.713>197.094 (cuantificacién), 795.713>94.926 (cualificacion)
-Coenzima Q10: 863.777>197.036 (cuantificacién), 863.777>94.928 (cualificacién)

El tiempo de permanencia para cada transicion fue de 25 ms, con un retraso
entre medidas establecido de 3 ms.

Los parametros instrumentales fueron los siguientes:
-Voltaje de descarga de corona: 3.80 kV
-Temperatura de la fuente: 150 °C

-Temperatura de la sonda: 500 °C
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-Flujo de gas del cono: 150 L/h

-Flujo de gas de desolvatacion: 500 I/h

-Flujo de gas de colisién: 0.18 ml/min

-Flujo de gas del nebulizador: 7.0 bar

*Nitrégeno (>99.995%) fue usado como gas de desolvatacion y en el cono.
*Argdn (99.995%) fue usado como gas de colision.

Finalmente, la determinacion de datos fue realizada bajo condiciones de
tiempo segmentadas, basadas en la separacién cromatografica de los compuestos a
estudio, para maximizar la sensibilidad de la deteccion. El software empleado fue
MassLynx 4.1. (Waters Corporation, Milford, USA).

2.3.3. Antioxidantes liposolubles de membrana de eritrocitos (Vitamina
E y Coenzima Q10)

Se determinaron antioxidantes liposolubles de membrana de eritrocitos:
Vitamina E y Coenzima Q10.

Las muestras de membrana de eritrocitos se mezclaron con etanol en tubos de
polipropileno y se dejaron incubando en hielo durante 10 minutos, después se afadid
hexano y se dejaron de nuevo en hielo durante 5 minutos. Las proporciones utilizadas
fueron las siguientes: muestra/etanol/hexano (1:2,4:3,6 v/v). Tras el periodo de
incubacidn, las muestras se centrifugaron a 2200 g durante 10 minutos a 4 °C. Se retird
la fase superior cuidadosamente y se pasd a un tubo nuevo. Al tubo original se le
adicioné nuevamente hexano para realizar una segunda extraccion. Finalmente, las
muestras se secaron en un Speed Vacum (a 45 °C durante 25-30 minutos).

Las muestras se re-suspendieron en una mezcla de etanol: Isopropanol (90:10,
v/v) y fueron analizadas mediante un sistema UPLC-MS/MS, “Ultra performance liquid
chromatography-tandem mass spectrometry”.

El equipo utilizado fue un UPLC Acquity H-Class acoplado a un detector de
triple cuadrupolo Xevo TQ-S (Waters Corporation, Milford, USA) (Ver Imagen 25); las
determinaciones se realizaron siguiendo el mismo procedimiento descrito en el
apartado anterior.
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2.3.4. Enzimas citosolicas antioxidantes (CAT, SOD y GPx)

Para la determinacién de superéxido dismutasa (SOD) se utilizé un kit comercial
(Ref. KO28-H1) (Arbor Assays®, Ann Arbor, MI, USA) empleando la técnica descrita por
Fridovich (1975), con algunas modificaciones. En la microplaca se anadié la solucion
citocromo C, la xantina y el buffer de trabajo (v/v, 1: 1: 5,3). Se afiadieron cantidades
variables de xantina oxidasa para lograr la reduccion adecuada. El aumento de la
absorbancia se midié a 550 nm durante 1 min a 25 °C. El espectro resultante se utilizé
como estandar. Las siguientes determinaciones se llevaron a cabo con la muestra: en
cada pocillo se afiadio el volumen adecuado de la solucién de citocromo C, la xantina,
el buffer de trabajo y el volumen adecuado de muestra. A continuacidn, se afiadid la
cantidad adecuada de xantina oxidada, que fue previamente determinada. Finalmente,
se midié el aumento de absorbancia a 550 nm durante 1 min a 25 °C (temperatura
ambiente). Los resultados se expresan como unidades de actividad por 1 mg de
proteina (U/mg).

Para la determinacion de la catalasa (CAT) se utilizd un kit comercial (Ref. KO33-
H1) (Arbor Assays®, Ann Arbor, MIl, USA) empleando la técnica descrita por (Aebi,
1984). Se realizaron diluciones de las muestras de citosol para 1 mg de proteina/ml.
Para ello, previamente se determind la concentraciéon de proteina mediante un kit
comercial: Proteinas Totales (Ref: SP1001291) (SPINREACT, S.A./S.A.U., Girona,
Espana). Para la dilucidon de la muestra se utilizé un buffer de trabajo (tampdn fosfato
50 mM (KH2PO4), ajustado a pH 7 con Na2HPO4) con Triton X-100. En primer lugar, se
afadié el tampdn de trabajo en cada pocillo de la microplaca, seguidamente se anadié
la cantidad adecuada de muestra y, por ultimo, se afadié la solucion de perdxido de 30
mM (H,0,). Finalmente, se midid la absorbancia a 240 nm durante 1 min a 25 °C.

Por ultimo, para la determinacién glutation peroxidasa (GPx) se utilizé un kit
comercial (Ref. 7512-100-K) (Trevigen®, Gaithersburg, MD, USA) realizando la técnica
descrita por Leopold Flché y Wolfgang A. Gunsther en 1975, con algunas
modificaciones. Se realizaron diluciones de las muestras de citosol para 3 mg de
proteina/ml. Para ello, previamente se determind la concentracion de proteina
mediante un kit comercial: Proteinas Totales (Ref: SP1001291) (SPINREACT, S.A./S.A.U.,
Girona, Espafia). Para la dilucién de la muestra se utilizo el siguiente buffer de trabajo:
tampon  Tris-HCI 50 mM ajustado a pH 7, al que se le adicioné EDTA
(Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt dehydrate. SIGMA) 2,5 mM. En la placa,
se agrego el buffer de trabajo en cada pocillo, y seguidamente se afiadid la cantidad
adecuada de la muestra. Se prepard la solucion reactiva: 0,02 g de GSH (Reduced
gluthatione. SIGMA) + NADPH 0,011 g (NADPH Tetrasodium salt. CALBIOCHEM) diluido
en 20 ml de buffer de trabajo. Se tomaron 10 ml de la solucidn reactiva a la que se le
afiadieron 26,7 ul de glutation reductasa (Roche). Se agitd la placa durante 30 sy se
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afadié la cantidad adecuada de la solucidn reactiva a cada pocillo (75 ul); por ultimo,
se anadié el TertButil H,0; (25 ul) y se midié la absorbancia a 340 nm durante 1 min a
25 °C.

2.4. Determinacion de los marcadores bioquimicos de daio
muscular

2.4.1. Lactato (Lac)

La concentracion de lactato (Lac) en suero heparinizado se midié mediante un
kit comercial (Ref. 1001330) (SPINREACT, S.A./S.A.U., Girona, Espafia) siguiendo las
instrucciones del fabricante.

El lactato es oxidado por la lactato oxidasa (LO) a piruvato y perdxido de
hidrogeno (H,0,), el cual, en presencia de peroxidasa (POD), 4aminofenazona (4-AF) y
4-clorofenol forma un compuesto rojo de quinona:

L-lactato + O2 + HZO LO Piruvato + H202

2H,0, + 4-AF + 4-Clorofenol — 22, Quinona + H0

La intensidad del color formado es proporcional a la concentracién de lactato
presente en la muestra ensayada.

Procedimiento

A) Condiciones del ensayo:

LONGItU A€ ONAA: weoviceicee ettt st et eer et s 505 nm (490-550)
CUDBTA: it et st e e st st seese e e e e e e naenaes 1 cm paso de luz
TEMPEIATUIA: oottt sttt st e v e e et s s et ereetesees s erees ses 37°C/15-25°C

B) Se ajusto el espectrofotdmetro a cero frente a agua destilada.

C) Se pipeted en una cubeta:
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Blanco Patron Muestra
RT (mL) 1,0 1,0 1,0
Patron(ul) - 10 -
Muestra (ul) — - 10

D) Se mezcld e incubd 5 minutos a 37 °C.
E) Se leyé la absorbancia (A) del Patrén y la muestra, frente al Blanco de reactivo.

F) Calculos:

(A)Muestra

—— X 10 (Conc. Patrén) = mg/dL de lactato en la muestra
(A)Patron

Factor de conversion: mg/dL x 0,1123= mmol/L.

2.4.2. Oxido Nitrico (NO)

La concentracién de NO en plasma se midié mediante un kit comercial (Ref.
K023-H1) (Arbor Assays®, Ann Arbor, MI, USA) siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Principio del método y procedimiento

Se midié cuantitativamente el nitrato y el nitrito presentes en plasma. El
contenido de éxido nitrico se deriva de la suma de nitrato (-NOs) y nitrito (-NO;). Se
proporcionan estandares de nitrato y nitrito para generar curvas estandar para el
ensayo, y todas las muestras deben leerse teniendo como referencia una curva
estandar. Para la deteccidén de nitrito, las muestras se mezclaron con los reactivos de
color Ay By se incubaron a temperatura ambiente durante 5 minutos. El producto
coloreado se leyé a 570 nm. La concentracién de nitrito en la muestra se calculo,
después de hacer una correccion adecuada para cualquier dilucién de la muestra.

El contenido total de oxido nitrico se midid después de que la muestra se
incubara con nitrato reductasa y NADH. La reductasa en combinaciéon con NADH
reduce nitrato a nitrito. Después de una incubacién de 20 minutos a temperatura
ambiente, se anadieron los Reactivos Colorantes A y B y se incubd a temperatura
ambiente durante 5 minutos. El producto coloreado se leyd y se calculd siguiendo la
determinacién de nitrato anterior. Las concentraciones totales de NO se calcularon a
partir de los datos obtenidos de la curva estandar del nitrito y nitrato (Total Nitric
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Oxide Protocol) utilizando la rutina de ajuste de la curva suministrada con el lector de
placas.

2.4.3. Isoforma de la creatina quinasa asociada al musculo esquelético
(CK-MM)

La concentracion de CK-MM en plasma se midié mediante un kit comercial (Ref.
SEAO09Hu Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit For Creatine Kinase, Muscle CKM)
(Cloud-Clone Corp., Houston, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante.

El kit es un inmunoensayo enzimatico en sandwich para la medicion
cuantitativa in vitro de CK-MM en plasma. La placa de microvaloracion proporcionada
en este kit ha sido previamente recubierta con un anticuerpo especifico para CK-MM.
Los patrones o muestras se afiadieron a los pocillos de placa de microtitulacion
adecuados con anticuerpos conjugados con abiotina anticodificantes de CK-MM. A
continuacion, se afiadid avidina conjugada a peroxidasa del rabano (HRP) a cada pocillo
de microplaca y se incubd. Después de afiadir la solucién de sustrato TMB, solo los
pocillos que contienen CK-MM, anticuerpo conjugado con biotina y avidina conjugada
con enzima exhibieron un cambio de color. La reaccidn enzima-sustrato se termina por
la adicion de una solucién de acido sulfurico y el cambio de color se mide
espectrofotométricamente a una longitud de onda de 450 nm. La concentracion de CK-
MM en las muestras se determind comparando la concentracion de los valores de
densidad 6ptica estandar media nula con la curva estandar.

2.4.4. TNNI1 y TNNI2

La concentracion de TNNI1 se determindé mediante un kit comercial (Ref.
SED229Hu Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit For Troponin | Type 1, Slow
Skeletal) (Cloud-Clone Corp., Houston, USA), y la concentracién de TNNI2 se midio
mediante un kit comercial (Ref. E93230Hu Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit
For Troponin | Type 2, Fast Skeletal) (Cloud-Clone Corp., Houston, USA) siguiendo las
instrucciones del fabricante en ambos.

El principio del método en ambos kits es un inmunoensayo enzimatico en
sandwich para la medicién cuantitativa in vitro de TNNI1 y TNNI2 en plasma,
respectivamente.
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La placa de microvaloracién proporcionada en ambos kits fue previamente
recubierta con un anticuerpo especifico de TNNI1 y/o TNNI2, respectivamente. A
continuacion, se anadieron las muestras a los pocillos de placa de microtitulacién
apropiados con un anticuerpo conjugado con biotina especifico de TNNI1 y/o TNNI2.
Posteriormente se anadié avidina conjugada a peroxidasa de rabano (HRP) a cada
pocillo de microplaca y se incubd. Después de afiadir la solucion de sustrato TMB, sélo
los pocillos que contenian TNNI1 y/o TNNI2, anticuerpo conjugado con biotina y
avidina conjugada con enzima exhibieron un cambio de color. La reaccién enzima-
sustrato se termind por la adicién de una solucion de acido sulfirico y el cambio de
color se midid espectrofotométricamente a una longitud de onda de 450 nm. La
concentraciéon de TNNI1 y/o TNNI2 en las muestras se determiné comparando la
concentracion de los valores de densidad Optica estandar media nula con la curva
estandar.

2.4.5. Mioglobina (MB)

La concentracion de MB en suero se midid mediante un kit comercial (Ref.
11170 Enzyme Immunoassay for the Quantitative Determination of Myoglobin
Concentration in Human Serum) (Oxis International Inc., Foster City, CA, USA)
siguiendo las instrucciones del fabricante.

El kit se basa en el principio de un ensayo de inmunoabsorcidon enzimatica en
fase solida. El sistema de ensayo utiliza un anticuerpo monoclonal unico dirigido contra
un determinante antigénico distinto en la molécula de mioglobina. El anticuerpo anti-
mioglobina monoclonal de ratén es utilizado para la inmovilizacién en fase sélida (en
los pocillos de microtitulacion). Un anticuerpo anti-mioglobina de cabra esta en la
solucién conjugada anticuerpo-enzima (peroxidasa de rabano). La muestra de ensayo
se dejo reaccionar simultdneamente con los dos anticuerpos, dando como resultado
que las moléculas de mioglobina estén intercaladas entre la fase sdlida y los
anticuerpos enriquecidos en enzimas. Después de una incubacion de 45 minutos a
temperatura ambiente, los pocillos se lavaron con agua para eliminar los anticuerpos
marcados no unidos. Se afiadid un reactivo TMB (tetrametilbencidina) y se incubd
durante 20 minutos, dando como resultado el desarrollo de un color azul. El desarrollo
del color se detiene con la adicidén de Stop Solution cambiando el color a amarillo. La
concentracion de mioglobina es directamente proporcional a la intensidad de color de
la muestra de ensayo y la absorbancia se midid espectrofotométricamente a 450 nm.

Finalmente, los valores medios de absorbancia obtenidos para cada muestra se
utilizaron para determinar la concentracion correspondiente de mioglobina en ng/ml a
partir de la curva estandar.
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2.5. Evaluacion de parametros de rendimiento

2.5.1. Carga, numero de repeticiones y percepcion del esfuerzo

Durante las sesiones de ejercicio intenso (E1 y E2), se dispuso de personal
encargado de anotar en hojas de registro los siguientes parametros: carga (kg de peso
desplazado), nimero de repeticiones y valores de esfuerzo percibido en la escala
OMNI-RES (Robertson et al., 2003) (Ver Figura 19) de cada sujeto.

Dicho personal se encargo, igualmente, de colocar la carga minima de trabajo
en cada estacion para cada sujeto durante la fase de recuperacién entre ejercicios,
utilizando los datos registrados en la sesion inicial de preparacion, aunque los sujetos,
antes de iniciar la fase de trabajo, pudieron incrementar la carga de trabajo (peso
desplazado), opcionalmente, a partir de los valores de referencia; para ello, el personal
encargado ajustd y anotd los incrementos de la carga en aquellos casos donde se
produjo, contabilizd el nimero de repeticiones realizadas en cada ejercicio, y preguntd
a los sujetos, al finalizar la fase de trabajo en cada ejercicio, los valores de esfuerzo
percibido por éstos en la escala OMNI-RES (Robertson et al., 2003).

Para su posterior analisis, s6lo se valoraran los valores promedio de cada
parametro en cada una de las series (S1 y S2) de cada sesidn de ejercicio intenso (E1y
E2): E1S1, E1S2, E2S1 y E2S2.

2.5.2. Fuerza muscular en press banca (Maquina Smith)

Durante la realizaciéon de cada sesion de ejercicio intenso, en las estaciones
numero 2 y 6 del circuito (Ver Figura 18), se evaluaron la Fuerza Maxima (N), la
Potencia (W) y la Velocidad de Potencia Maxima (m/s) desarrolladas en el ejercicio de
press banca en maquina Smith (Gervasport, Madrid, Spain) (Figura 26).
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Figura 26. Press banca en Maquina Smith.

Para ello, se utilizé un dispositivo de desplazamiento lineal (T-Force System,
Ergotech, Murcia, Spain) acoplado a un ordenador portatil (Figura 27). El sistema
consta de una parte electromecdnica (hardware: sensor e interface) y un software, con
un cable fijado a la barra, que se movia verticalmente segun la direccién de
desplazamiento, informando de la posicién en cada milisegundo (1000 Hz) por medio
de una tableta que registra la informacién, y que es procesada en el software,
obteniéndose asi, informaciéon sobre la fase concéntrica del ejercicio en cada
repeticion.

Figura 27. Dispositivo de desplazamiento lineal utilizado (T-Force System, Ergotech).

Para su posterior andlisis, se valoraran los valores promedio de cada parametro
en cada una de las estaciones donde se realizé press banca en maquina Smith (N2 y
N6), en cada serie (S1 y S2) de ambas sesiones de ejercicio intenso (E1 y E2): EISIN2,
E1SIN6, E1S2N2, E1S2N6, E2S1IN2, E2SIN6, E2S2N2 y E2S2N6.
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2.6. Método estadistico

Los resultados se muestran como la Media aritmética + Desviacion tipica o
estandar (DS). Para el andlisis estadistico de los resultados, previamente, todas las
variables fueron comprobadas para ver si seguian los criterios de normalidad y
homogeneidad de la varianza mediante el test de Kolmogorov-Smirnoff y Levene,
respectivamente.

Para comparar las caracteristicas generales de los sujetos en ambos grupos
experimentales, se utilizé la prueba t de Student no emparejada. Para evaluar el efecto
de la suplementacién y la evolucion en el tiempo de cada variable estudiada, en cada
grupo experimental, se ha realizado un modelo lineal general de varianza para
medidas repetidas con un ajuste mediante el test de Bonferroni. La prueba de
Bonferroni nos permitié conocer las diferencias dentro de un mismo grupo
experimental y entre grupos, para asi valorar el efecto del tiempo y de la
suplementacién en cada grupo y en cada periodo, de una manera muy robusta en
términos de potencia.

En todos los casos se ha tomado p<0.05 como significativo. Para el andlisis de
los datos se ha utilizado el paquete estadistico SPSS version 20.0 (IBM SPSS Statistics
para Windows, 20.0.0. SPSS INC., Chicago, IL, USA).
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CAPITULO IV. RESULTADOS

1. Descripcion de la poblacion

1.1. Caracteristicas basales

La Tabla VIII muestra las caracteristicas generales basales de los sujetos de
ambos grupos experimentales: Grupo Ubiquinol y Grupo Placebo. Como se puede
apreciar en la citada tabla, la poblacién estudiada no muestra diferencias significativas
entre los dos grupos objeto de estudio respecto a las variables edad, talla, peso,
presion arterial sistolica (SBP), presion arterial diastélica (DBP) y frecuencia cardiaca
basal (FC), observandose, por tanto, homogeneidad en los mismos.

Tabla VIII. Caracteristicas basales de los sujetos experimentales.

Edad (a) Talla(cm) Peso(kg) SBP(mmHg) DBP(mmHg) FC (ppm)

Ubiquinol 3394+87 1754+50 76.8+89 137.03+13.35 81.42+9.48  57.38+10.35

Placebo 3837+77 1744176 74.8+9.8 134.11+13.16  79.08 + 11.40 57.14 £9.22

Los datos son Medias + DS. *Diferencias estadisticamente significativas entre grupos (p<0.05).

1.2. Valoracién nutricional y de actividad fisica

El analisis nutricional de la ingesta dietética de cuatro dias no revelé diferencias
significativas entre grupos con respecto a la ingesta de macro y micronutrientes (Tabla
IX), observandose homogeneidad en ambos grupos experimentales.

Respecto a los resultados obtenidos en el cuestionario de actividad fisica (IPAQ-
SF) tampoco se observaron diferencias significativas entre ambos grupos (Tabla X).
Partiendo de los resultados obtenidos en el cuestionario, los sujetos de ambos grupos
experimentales fueron catalogados como “Health Enhancing Physical Activity” (HEPA
Active): CATEGORIA 3, el umbral de medida mas alto de actividad fisica total del
cuestionario.
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Tabla IX. Resultados del andlisis nutricional de macro y micronutrientes.

Ubiquinol Placebo
Aporte calérico (kcal/dia) 2959.9 + 568.1 2843.7 +485.2
Ingesta proteica (g/dia) 132.9+28.5 128.6+32.2
Ingesta de grasas (g/dia) 106.2 £ 22.0 102.5+22.7
Ingesta de carbohidratos (g/dia) 368.2 £ 97.7 351.6 £ 75.0
Ingesta de colesterol (mg/dia) 295.1 + 86.6 277.2+£111.2
Ingesta de fibra (g/dia) 27.8+9.5 27.6+£10.9
Vitamina C (mg/dia) 165.0 £ 71.8 144.4 £54.1
Retinol (pg/dia) 1253.4 +483.2 1101.6 +402.2
Vitamina E (mg/dia) 13.7+5.2 12.8+5.9

Los datos son Medias * DS. *Diferencias estadisticamente significativas entre grupos (p<0.05).

Tabla X. Resultados del Cuestionario Internacional de Actividad Fisica-Version Corta (IPAQ-SF).

Ubiquinol Placebo
Actividad fisica vigorosa (dias/semana) 35+15 33+13
Actividad fisica vigorosa (min/dia) 100.8+47.0 98.0+43.2
Actividad fisica moderada (dias/semana) 3.6+1.8 32+1.7
Actividad fisica moderada (min/dia) 88.6 £50.1 75.0+33.3
Caminatas (dias/semana) 43+1.3 40+1.5
Caminatas (min/dia) 66.4+449 52.7+28.4
Tiempo sentado (min/dia) 193.6 £ 83.2 190.2+77.5

Los datos son Medias + DS. *Diferencias estadisticamente significativas entre grupos (p<0.05).

1.3. Anadlisis de impedancia bioeléctrica

El analisis de impedancia bioeléctrica no reveld diferencias significativas entre
grupos respecto a las variables analizadas: IMC, metabolismo basal, % masa grasa,
masa grasa, masa magra y agua (Tabla Xl), observandose, nuevamente, homogeneidad
en los mismos.
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Tabla XI. Resultados Andlisis de Impedancia Bioeléctrica.

Ubiquinol Placebo
IMC 25.0+2.6 25.0+2.9
Metabolismo Basal (kcal) 1741.75 + 151.41 1777.75 +214.23

Impedancia (Q) 471.31 +47.44 483.94 +42.56

% Masa grasa 18.10 £ 3.61 17.81+4.61

Masa grasa (kg) 13.74 £+ 3.64 14.16 + 6.21

Masa magra (kg) 61.63 +6.11 62.64 + 7.87

Agua (kg) 45.09 + 4.47 45.87 £5.75

Los datos son Medias + DS. *Diferencias estadisticamente significativas entre grupos (p<0.05).

2. Marcadores bioquimicos de estrés oxidativo

2.1. Daio oxidativo en plasma

2.1.1. 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OHdG)

El siguiente grafico (Figura 28) muestra la concentracion de 8-OHdG en ambos

grupos (placebo y ubiquinol) en cada toma de muestra: T1 (Estado inicial), T2 (Estado

tras suplementacién), T3 (Estado tras primera sesion de ejercicio intenso: E1), T4

(Estado tras 24 h de descanso) y T5 (Estado tras segunda sesidn de ejercicio intenso:

E2).

En ambos grupos, la menor concentracion de 8-OHdG se obtuvo en T3, tras la

primera sesion de ejercicio intenso (E1), siendo los valores obtenidos en T3

significativamente menores (p<0.05) a los obtenidos en T1 y T2 en cada grupo. Entre

grupos se observa un menor valor en el grupo suplementado en la toma T5, tras la

segunda sesion de ejercicio (E2), con diferencias estadisticamente significativas

(p<0.05) en relacion a los valores encontrados en el grupo no suplementado.
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Figura 28. Grafico concentracién de 8-OHdG en plasma (ng/ml) en cada toma de muestra.
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Los resultados se expresan como Media + Desviacion tipica (DS). La aparicion de letras no coincidentes
en cada grupo indica la existencia de diferencias estadisticamente significativas intragrupo (p<0.05)
(Placebo: A, B, C, D, E; Ubiquinol: a, b, c, d, e). * Indica la existencia de diferencias significativas

intergrupos (p<0.05).

2.1.2. Peroxidos de lipidos

El siguiente gréfico (Figura 29) muestra la concentracion de perdxidos de lipidos
en ambos grupos (placebo y ubiquinol) en cada toma de muestra: T1 (Estado inicial),
T2 (Estado tras suplementacién), T3 (Estado tras primera sesidén de ejercicio intenso:
E1), T4 (Estado tras 24 h de descanso) y T5 (Estado tras segunda sesién de ejercicio
intenso: E2).

Respecto a la evolucidon intragrupo, en ambos grupos experimentales aparece
un incremento significativo (p<0.05) en los valores registrados en T3 y T5, tras la
realizacion de ambas sesiones de ejercicio (E1 y E2); y en T4, con respecto a T1 en los
dos, y respecto a T2 sdlo en el grupo placebo, mientras que en el grupo suplementado
con ubiquinol no hubo diferencias significativas entre T4y T2.

Entre ambos grupos experimentales, la Unica diferencia significativa observada
(p<0.05) ha sido en la muestra T4, tras el periodo de descanso de 24 h, con un valor
mas bajo registrado en el grupo suplementado con ubiquinol.
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Figura 29. Grafico concentracion de perdxidos de lipidos en plasma (uM) en cada toma de muestra.
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Los resultados se expresan como Media + Desviacion tipica (DS). La aparicion de letras no coincidentes
en cada grupo indica la existencia de diferencias estadisticamente significativas intragrupo (p<0.05)
(Placebo: A, B, C, D, E; Ubiquinol: a, b, c, d, e). * Indica la existencia de diferencias significativas
intergrupos (p<0.05).

2.1.3. LDL-oxidada

La Figura 30 expone el grafico de los valores de Ox-LDL registrados en ambos
grupos (placebo y ubiquinol) en cada toma de muestra.

En el grupo placebo, los valores obtenidos en T4 y T5 son significativamente
mayores (p<0.05) a los obtenidos en T1, T2 y T3. Ademas, en este grupo se observa un
mayor valor (p<0.05) en T3 respecto a T1 (valores basales). Sin embargo, en el grupo
ubiquinol, la tendencia difiere, registrandose, Unicamente, un incremento significativo
(p<0.05) en T5 respecto a T1.

Entre ambos grupos experimentales, los valores obtenidos en el grupo de
intervencion (ubiquinol) son significativamente menores (p<0.05) en T4, tras el periodo
de descanso de 24 h.

123



CAPITULO IV. RESULTADOS

Figura 30. Grafico concentracién de LDL-oxidada en plasma (U/l) en cada toma de muestra.
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Los resultados se expresan como Media + Desviacion tipica (DS). La aparicion de letras no coincidentes
en cada grupo indica la existencia de diferencias estadisticamente significativas intragrupo (p<0.05)
(Placebo: A, B, C, D, E; Ubiquinol: a, b, c, d, e). * Indica la existencia de diferencias significativas

intergrupos (p<0.05).

2.1.4. Proteinas Carbonilo

El siguiente grafico (Figura 31) presenta los valores de PC obtenidos en cada
toma de muestra en ambos grupos experimentales (placebo y ubiquinol).

En ambos grupos experimentales se observé una tendencia similar, con un
aumento significativo (p<0.05) del contenido de grupos carbonilo en las muestras T4 y
T5 con respecto a las tomas T1 y T2. Entre ambos grupos experimentales, no se
observaron diferencias significativas en ningin punto.

124



CAPITULO IV. RESULTADOS

Figura 31. Grafico concentracién de Proteinas Carbonilo en plasma (nmol/mg) en cada toma de muestra.
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Los resultados se expresan como Media + Desviacion tipica (DS). La aparicion de letras no coincidentes
en cada grupo indica la existencia de diferencias estadisticamente significativas intragrupo (p<0.05)
(Placebo: A, B, C, D, E; Ubiquinol: a, b, c, d, e). * Indica la existencia de diferencias significativas

intergrupos (p<0.05).

2.2. Dano oxidativo en membrana de eritrocitos

2.2.1. Peroxidos de lipidos

La Figura 32 muestra el grafico de los valores de perdxidos de lipidos en
membrana de eritrocitos registrados en ambos grupos experimentales (placebo vy
ubiquinol) en cada toma de muestra.

Entre ambos grupos experimentales no se observaron diferencias significativas,
y en los dos grupos se registré un mayor contenido de peréxidos en las tomas T4 y T5,
siendo estos valores significativamente mayores (p<0.05) respecto al resto de tomas
(T1, T2 y T3). En el grupo placebo se observa un aumento estadisticamente
significativo (p<0.05) en T4 respecto a T5, mientras que en el grupo ubiquinol no se
produjo este aumento.
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Figura 32. Grafico concentracion de perdxidos de lipidos en membrana de eritrocitos (uUM) en cada toma
de muestra.
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Los resultados se expresan como Media + Desviacion tipica (DS). La aparicion de letras no coincidentes
en cada grupo indica la existencia de diferencias estadisticamente significativas intragrupo (p<0.05)
(Placebo: A, B, C, D, E; Ubiquinol: a, b, c, d, e). * Indica la existencia de diferencias significativas
intergrupos (p<0.05).

2.2.2. Proteinas carbonilo (PC)

El siguiente grafico (Figura 33) expone los valores de PC en membrana de
eritrocitos obtenidos en cada toma de muestra en ambos grupos experimentales
(placebo y ubiquinol).

En el grupo suplementado con ubiquinol, los valores obtenidos en T4 son
significativamente mayores (p<0.05) a los registrados en T1, T2 y T3, mientras que los
registros en T5 solo son mayores (p<0.05) respecto a T2. En el grupo placebo, en
cambio, se observaron incrementos significativos (p<0.05) en las tomas T4 y T5
(valores mas altos) respecto a los valores encontrados en las tomas T1, T2 y T3.

Entre ambos grupos experimentales, sdlo se observaron diferencias
significativas (p<0.05) en T5, tras la realizacién de la segunda sesion de ejercicio
intenso (E2), siendo menores los valores registrados en el grupo suplementado con
ubiquinol.
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Figura 33. Grafico concentracidn de proteinas carbonilo en membrana de eritrocitos (nmol/mg) en cada

toma de muestra.
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Los resultados se expresan como Media + Desviacion tipica (DS). La aparicion de letras no coincidentes
en cada grupo indica la existencia de diferencias estadisticamente significativas intragrupo (p<0.05)
(Placebo: A, B, C, D, E; Ubiquinol: a, b, c, d, e). * Indica la existencia de diferencias significativas

intergrupos (p<0.05).

2.3. Dano oxidativo en orina

2.3.1. 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OHdG)

El siguiente grafico (Figura 34) muestra la concentracion de 8-OHdG en orina en
ambos grupos (placebo y ubiquinol) en cada toma de muestra.

En el grupo de intervenciéon (ubiquinol) no se observaron diferencias
significativas entre las distintas tomas de muestra. En cambio, en el grupo control
(placebo), los valores mas altos se registraron en T4, tras el periodo de 24 h de
descanso, siendo significativo (p<0.05) este incremento respecto a T3 y T5.

Entre ambos grupos experimentales, se registré una disminucion significativa
(p<0.05) en el grupo ubiquinol en T4, no observandose diferencias entre ambos grupos

en el resto de tomas de muestra.
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Figura 34. Grafico concentracién de 8-OHdG en orina (ng/ml) en cada toma de muestra.
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Los resultados se expresan como Media + Desviacion tipica (DS). La aparicion de letras no coincidentes
en cada grupo indica la existencia de diferencias estadisticamente significativas intragrupo (p<0.05)
(Placebo: A, B, C, D, E; Ubiquinol: a, b, c, d, e). * Indica la existencia de diferencias significativas

intergrupos (p<0.05).

2.3.2. Isoprostanos

La Figura 35 muestra el grafico de los valores de isoprostanos (15-F2t) en orina
registrados en ambos grupos experimentales (placebo y ubiquinol) en cada toma de
muestra.

En el grupo ubiquinol, se observd un incremento significativo (p<0.05) en T5,
tras la realizacién de E2, respecto al resto de tomas (T1, T2, T3 y T4). En el grupo
control (placebo), las mayores concentraciones de isoprostanos fueron registradas tras
la realizacién de cada una de las sesiones de ejercicio intenso, E1 y E2, T3 y T5
respectivamente, que fueron valores significativamente mayores (p<0.05) a los
obtenidos en el resto de tomas (T1, T2 y T4); ademas, los valores obtenidos en T4 son,
igualmente, significativamente mayores (p<0.05) a los obtenidos en T1.

En cuanto a las diferencias entre grupos, en el grupo ubiquinol se registraron
disminuciones significativas (p<0.05) respecto al placebo en T2, tras el periodo de
suplementacién, y en T3 y T4, tras E1 y después del periodo de 24 h de descanso
respectivamente.
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Figura 35. Grafico concentracién de Isoprostanos (15-F2t) en orina (ng/ml) en cada toma de muestra.
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Los resultados se expresan como Media + Desviacion tipica (DS). La aparicion de letras no coincidentes
en cada grupo indica la existencia de diferencias estadisticamente significativas intragrupo (p<0.05)
(Placebo: A, B, C, D, E; Ubiquinol: a, b, c, d, e). * Indica la existencia de diferencias significativas
intergrupos (p<0.05).

3. Marcadores bioquimicos de defensa antioxidante

3.1. Capacidad antioxidativa plasmatica total (ORAC)

El siguiente grafico (Figura 36) muestra la capacidad antioxidativa plasmatica
total mediante el método ORAC en ambos grupos experimentales (placebo y
ubiquinol) en cada toma de muestra.

En el grupo placebo, se observd una capacidad antioxidante maxima en T3,
después de realizar la primera sesidon de ejercicio (E1), con diferencias significativas
(p<0.05) respecto al resto de tomas (T1, T2, T4 y T5). En el grupo suplementado
(ubiguinol), se observé una mayor capacidad antioxidante (p<0.05) en las muestras T2,
T3 y T4, en comparacion con T1 (estado inicial).

Respecto al andlisis comparativo entre grupos experimentales, en ambos
grupos se obtuvieron valores promedio muy similares en T1, sin embargo, se observd
un incremento significativo (p<0.05) en el grupo suplementado (ubiquinol) en

129



CAPITULO IV. RESULTADOS

comparacion con el grupo control (placebo) en T2, tras el periodo de suplementacion,
y en T4, tras el periodo de descanso de 24 h.

Figura 36. Grafico capacidad de absorcién de radicales de oxigeno (ORAC) (mmoles de Trolox
equivalentes/l) en cada toma de muestra en plasma.
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Los resultados se expresan como Media + Desviacion tipica (DS). La aparicion de letras no coincidentes
en cada grupo indica la existencia de diferencias estadisticamente significativas intragrupo (p<0.05)
(Placebo: A, B, C, D, E; Ubiquinol: a, b, c, d, e). * Indica la existencia de diferencias significativas
intergrupos (p<0.05).

3.2. Antioxidantes liposolubles en plasma (Retinol, B-caroteno,
Tocoferol, Coenzima Q9 y Coenzima Q10)

En cuanto a los valores referentes a vitaminas antioxidantes liposolubles en
plasma (Tabla Xll), no se obtuvieron diferencias significativas entre ambos grupos en
los resultados obtenidos en Retinol y B-caroteno en las distintas tomas de muestra.

Atendiendo a los valores de Retinol obtenidos en cada grupo, en el grupo
ubiquinol no se apreciaron diferencias intragrupo entre las distintas tomas de muestra,
sin embargo, en el grupo control (placebo) se registré un incremento significativo
(p<0.05) en T3, tras la realizacién de E1, respecto al resto de tomas (T1, T2, T4y T5).

En referencia a los valores de B-caroteno, en el grupo placebo se detecté un
incremento significativo (p<0.05) en T4, tras el descanso de 24 h, respecto a los valores
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de T1y T2, y en T5 respecto a T2, mientras que en el grupo ubiquinol sélo se aprecid
un incremento significativo (p<0.05) en T5, tras la realizacién de la segunda sesion de
ejercicio intenso (E2), en relacién a los resultados obtenidos en T2.

Tabla XIl. Efecto del ejercicio y la suplementacién con ubiquinol sobre antioxidantes liposolubles en

plasma.

T1 T2 T3 T4 T5
Retinol (pg/ml)
Placebo 1.2+02" 1.1+03"* 13+04% 1.1+03* 1.1+05"
Ubiquinol 1.2+0.3° 12+03% 12+03° 1.1+03° 1.1+03°
B-caroteno (pg/ml)
Placebo 0.6 +0.3%¢ 05+02" 0.6+04" 07+03% 07+04°®
Ubiquinol 05+0.4% 05+03? 06+03%® 06+03® 0.7+04°
Tocoferol (ug/ml)
Placebo 11.6+2.7% 107+2.6" 115+35* 105+3.7" 86+2.0°
Ubiquinol 11.6+4.0%® 12.7+3.7% 11.3+3.8% 113+3.7%® 100+3.2"
Coenzima Q9 (ng/ml)
Placebo 26.5+149" 253+199" 239+138"33.6+17.6° 33.0+33.7"®
Ubiquinol 28.1+19.3°% 37.4+27.4% 31.0+19.8° 46.8+34.1° 36.1+23.3%
Coenzima Q10 (ug/ml)
Placebo 09+0.2" 09+04" 09+04" 11+04°% 09+04"
Ubiquinol 0.9+0.3° 45+20° 4.0+13° 35+16° 29+11%

Los resultados se expresan como Media + Desviacidn tipica (DS). La aparicion de letras no coincidentes
en cada grupo indica la existencia de diferencias estadisticamente significativas intragrupo (p<0.05)
(Placebo: A, B, C, D, E; Ubiquinol: a, b, ¢, d, e). * Indica la existencia de diferencias significativas
intergrupos (p<0.05).

Con respecto a los resultados obtenidos en Tocoferol, en el grupo ubiquinol se
registré un incremento significativo (p<0.05) en T2, tras el periodo de suplementacion,
en comparacién con los valores obtenidos en T5, tras la realizacién de E2; mientras
gue en el grupo placebo se obtuvo una disminucion significativa (p<0.05) en T5, tras
E2, respecto a los resultados obtenidos en el resto de tomas de muestra (T1, T2, T3y
T4). Entre ambos grupos, el grupo Ubiquinol registrd incrementos significativos
(p<0.05) en T2, tras el periodo de suplementacion, y T5, tras completar la segunda
sesidn de ejercicio intenso (E2), en comparacién con el grupo Placebo.

Atendiendo a los valores obtenidos en CoQ9, el valor mas alto en el grupo
placebo se obtuvo en T4, tras el periodo de descanso de 24 h, el cual resulté
estadisticamente significativo (p<0.05) respecto a los valores registrados en T3, tras la
realizacion de la primera sesion de ejercicio intenso (E1). En el grupo suplementado
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con Ubiquinol, los valores mas altos se obtuvieron, igualmente, en T4, tras el descanso,
siendo este incremento significativo en comparacién con los resultados de T1 y T3. Al
comparar los resultados entre ambos grupos, se registraron incrementos significativos
(p<0.05) en el grupo ubiquinol tanto en T2, tras finalizar el periodo de suplementacidn,
como en T4, tras el descanso de 24 h.

Finalmente, en cuanto a los valores referentes a CoQ10 en plasma, en el grupo
placebo se registré un incremento significativo (p<0.05) en T4 respecto a los valores en
T1, T2 y T3, mientras que en el grupo ubiquinol, el valor mas alto corresponde a T2,
tras el periodo de suplementacion de 2 semanas, el cual es estadisticamente
significativo respecto a T1, T4 y T5. Por otro lado, en el grupo ubiquinol, el valor mas
bajo fue registrado en T1, el cual resulto significativo al ser comparado con el resto de
tomas (T2, T3, T4 y T5). Entre ambos grupos experimentales, como era de esperar, se
registraron incrementos significativos (p<0.05) en el grupo ubiquinol respecto al
placeboen T2, T3, T4y T5.

3.3. Antioxidantes liposolubles de membrana de eritrocitos
(Vitamina E y Coenzima Q10)

En referencia a los resultados obtenidos en antioxidantes liposolubles de
membrana de eritrocitos (Tabla XIIl), en Vitamina E, la evolucion de ambos grupos
experimentales es similar, en el grupo ubiquinol se registré un incremento significativo
(p<0.05) en T3 y T4 respecto a T2, mientras que en el grupo placebo, igualmente, se
registré un incremento significativo (p<0.05) en T3 y T4 respecto a T2 y, ademas, T5,
sin embargo, al comparar los resultados entre ambos grupos, se registré un
incremento significativo (p<0.05) en el grupo ubiquinol en T5, tras completar la
segunda sesion de ejercicio intenso (E2).

Atendiendo a los valores registrados en CoQ10, en el grupo placebo se obtuvo
un incremento significativo (p<0.05) en T3 respecto a T1, T2 y T5, y en T4 respecto a
T5, sin embargo, la evolucion en el grupo ubiquinol fue distinta, registrandose
incrementos significativos (p<0.05) en T2 respecto a T1, en T3 respectoa T1, T2y T5, vy
en T5 respecto a T1. Como era de esperar, al comparar los resultados entre ambos
grupos, se registraron incrementos significativos (p<0.05) en el grupo ubiquinol en T2,
T3, T4y T5.
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Tabla XllIl. Efecto del ejercicio y la suplementacidén con ubiquinol sobre antioxidantes liposolubles de
membrana de eritrocitos.

T1 T2 T3 T4 T5
Vitamina E (pg/ml)

Placebo 05+03"® 04+01" 06+02% 05+02°% 03%01°€
Ubiquinol 05+02%® 04+02° 06+03° 06+03° 05+02%
Coenzima Q10 (ug/ml)

Placebo 31.5+16.7"€29.9+11.0" 409+18.7°% 345+129" 276+9.8°¢
Ubiquinol 314+153% 41.7+156° 53.0+28.6° 43.0+17.8°°39.3+17.7"

Los resultados se expresan como Media + Desviacidn tipica (DS). La aparicion de letras no coincidentes
en cada grupo indica la existencia de diferencias estadisticamente significativas intragrupo (p<0.05)
(Placebo: A, B, C, D, E; Ubiquinol: a, b, ¢, d, e). * Indica la existencia de diferencias significativas
intergrupos (p<0.05).

3.4. Enzimas citosolicas antioxidantes (CAT, SOD y GPx)

El siguiente grafico (Figura 37) muestra la concentracién de catalasa (CAT) en
ambos grupos experimentales (placebo y ubiquinol) en cada toma de muestra.

En el grupo control (placebo), los valores mas altos se registraron en T3 y T4,
tras la realizacion de E1 y tras el descanso de 24 h respectivamente, cuyo incremento
es significativo (p<0.05) respecto a T1 y T5. En cambio, en el grupo de intervencién
(ubiquinol), los valores obtenidos en T2, T3, T4 y T5 son mayores (p<0.05) respecto a
los valores de T1. En el grupo control, después de finalizar la segunda sesion de
ejercicio (T5) se observo una disminucion (p<0.05) en la actividad de CAT respecto a T3
y T4, mientras que esta tendencia no se observo en el grupo suplementado.

Las diferencias entre los grupos se observaron en la toma T2, justo después de
finalizar la suplementacion, con un valor mas alto en el grupo suplementado (p<0.05).
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Figura 37. Grafico catalasa citosdlica (U/ml) en cada toma de muestra.
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Los resultados se expresan como Media + Desviacion tipica (DS). La aparicion de letras no coincidentes
en cada grupo indica la existencia de diferencias estadisticamente significativas intragrupo (p<0.05)
(Placebo: A, B, C, D, E; Ubiquinol: a, b, c, d, e). * Indica la existencia de diferencias significativas

intergrupos (p<0.05).

En ambos grupos se observé una tendencia similar para la actividad citosélica
de SOD, con una disminucién (p<0.05) de la actividad de esta enzima en la muestra T3,
aunqgue en el grupo ubiquinol no fue significativa respecto a T1 y T2, y un aumento
(p<0.05) en T5, justo después de la segunda sesiéon (E2); no obstante, no se
encontraron diferencias entre ambos grupos (Figura 38).

Figura 38. Grafico superdxido dismutasa citosélica (U/ml) en cada toma de muestra.
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Los resultados se expresan como Media + Desviacion tipica (DS). La aparicion de letras no coincidentes
en cada grupo indica la existencia de diferencias estadisticamente significativas intragrupo (p<0.05)
(Placebo: A, B, C, D, E; Ubiquinol: a, b, c, d, e). * Indica la existencia de diferencias significativas
intergrupos (p<0.05).
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Respecto a los resultados obtenidos en GPx (Figura 39), no se registraron
diferencias significativas en el grupo ubiquinol, sin embargo, en el grupo placebo los
valores de T3, T4 y T5 resultaron significativamente (p<0.05) menores respecto a T1.

Entre ambos grupos experimentales, no se registraron diferencias significativas
en ningun punto.

Figura 39. Grafico glutation peroxidasa (U/ml) en cada toma de muestra.
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Los resultados se expresan como Media + Desviacion tipica (DS). La aparicion de letras no coincidentes
en cada grupo indica la existencia de diferencias estadisticamente significativas intragrupo (p<0.05)
(Placebo: A, B, C, D, E; Ubiquinol: a, b, c, d, e). * Indica la existencia de diferencias significativas
intergrupos (p<0.05).

4. Marcadores bioquimicos de dafio muscular

4.1. Lactato (Lac)

La Figura 40 muestra el grafico de la concentracion de lactaco (Lac) en ambos
grupos experimentales (ubiquinol y placebo) en cada toma de muestra.

Ambas sesiones de ejercicio (E1 y E2) aumentaron los niveles de lactato en
ambos grupos (T3 y T5), aunque no se registraron diferencias significativas entre los
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dos grupos. La concentracion de lactato mas alta se obtuvo después de completar la
segunda sesiéon de ejercicio (T5) en ambos grupos, y resulté estadisticamente
significativa (p<0.05) en comparacién con las restantes tomas en cada grupo, al igual
gue el incremento (p<0.05) en T3 respecto a T1, T2 y T4.

Figura 40. Grafico lactato (mmol/l) en cada toma de muestra.
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Los resultados se expresan como Media + Desviacion tipica (DS). La aparicion de letras no coincidentes
en cada grupo indica la existencia de diferencias estadisticamente significativas intragrupo (p<0.05)
(Placebo: A, B, C, D, E; Ubiquinol: a, b, c, d, e). * Indica la existencia de diferencias significativas
intergrupos (p<0.05).

4.2. Oxido Nitrico (NO)

Con respecto al NO (Figura 41), se registraron mayores concentraciones
(p<0.05) después de la primera sesion de ejercicio (E1) en ambos grupos (T3) con
respecto a T1, y T2 en el grupo placebo. Sin embargo, en el grupo control (placebo), el
NO disminuyd progresivamente de esta muestra a las siguientes (T4 y T5), mostrando
una disminucion significativa (p<0.05) en T5 en comparacion con T3. En contraste, el
grupo suplementado (ubiquinol) mantuvo niveles elevados que exhibian diferencias
significativas (p<0.05) respecto al grupo placebo en T5, tras finalizar la segunda sesion
de ejercicio intenso (E2).
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Figura 41. Grafico dxido nitrico (NO) (M) en cada toma de muestra.
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Los resultados se expresan como Media + Desviacion tipica (DS). La aparicion de letras no coincidentes
en cada grupo indica la existencia de diferencias estadisticamente significativas intragrupo (p<0.05)
(Placebo: A, B, C, D, E; Ubiquinol: a, b, c, d, e). * Indica la existencia de diferencias significativas

intergrupos (p<0.05).

4.3. Isoforma de la creatina quinasa asociada al musculo
esquelético (CK-MM)

El siguiente grafico (Figura 42) muestra la concentracién de CK-MM en ambos
grupos experimentales (placebo y ubiquinol) en cada toma de muestra.

Las concentraciones mas altas de CK-MM en ambos grupos, se obtuvieron en
T5, siendo este aumento significativo (p<0.05) respecto a T1 (estado inicial) y T2 (tras
finalizar el periodo de suplementacion). Por otro lado, en ambos grupos, el incremento
registrado en T3, tras finalizar la primera sesion (E1), resultd ser significativo en
comparacion con T1; igualmente, en el grupo placebo se produjo un incremento en T4,
tras el descanso de 24 h, que resulté significativo (p<0.05) respecto a T1 y T2, mientras
gue en el grupo ubiquinol sélo fue significativo (p<0.05) respecto a T1.

Entre ambos grupos experimentales solamente se observé una disminucion
significativa (p<0.05) en el grupo ubiquinol en comparacion con el placebo en T5, tras
completar la segunda sesion de ejercicio (E2).
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Figura 42. Grafico CK-MM (ng/ml) en cada toma de muestra.
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Los resultados se expresan como Media + Desviacion tipica (DS). La aparicion de letras no coincidentes
en cada grupo indica la existencia de diferencias estadisticamente significativas intragrupo (p<0.05)
(Placebo: A, B, C, D, E; Ubiquinol: a, b, c, d, e). * Indica la existencia de diferencias significativas
intergrupos (p<0.05).

4.4. TNNI1y TNNI2

Los siguientes graficos (Figura 43 y 44) muestran la concentracion de TNNI1 y
TNNI2, respectivamente, en ambos grupos experimentales (placebo y ubiquinol) en
cada toma de muestra.

En referencia a los valores de TNNI1, la evolucién en cada grupo experimental
fue similar, registrandose los valores mas altos en T5 y T3, respectivamente, en ambos
grupos. Tras la realizacion de la segunda sesidén de esfuerzo (T5), en ambos grupos se
registré el mayor incremento, que fue significativo (p<0.05) con el resto de tomas (T1,
T2, T3 y T4), mientras que el incremento en T3 sélo fue estadisticamente significativo
(p<0.05) respecto aT1, T2 y T4, en ambos grupos.

Entre ambos grupos, en el grupo ubiquinol se observé una disminucién
significativa (p<0.05), en comparacion con el grupo Placebo, después del periodo de
suplementacion (T2).
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Figura 43. Grafico TNNI1 (pg/ml) en cada toma de muestra.
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Los resultados se expresan como Media + Desviacion tipica (DS). La aparicion de letras no coincidentes
en cada grupo indica la existencia de diferencias estadisticamente significativas intragrupo (p<0.05)
(Placebo: A, B, C, D, E; Ubiquinol: a, b, c, d, e). * Indica la existencia de diferencias significativas

intergrupos (p<0.05).

En cuanto a los valores de TNNI2, la evolucion en cada grupo difiere, ya que en
el grupo placebo, la concentracién mas alta tuvo lugar en T3, tras finalizar E1, cuyo
incremento fue significativo (p<0.05) respecto al resto de muestras (T1, T2, T4 y T5),
mientras que el incremento registrado en T5, tras finalizar E2, también fue significativo
(p<0.05) respecto a T1, T2 y T4. Sin embargo, en el grupo ubiquinol, la concentracién
mas alta se registro tras finalizar la segunda sesion de ejercicio (T5), cuyo incremento
fue significativo (p<0.05) en comparacién con el resto de tomas, excepto en T3, tras
finalizar E1.

Entre ambos grupos, se observd una disminucion significativa (p<0.05) en el
grupo ubiquinol, en comparacién con el placebo, en la toma T3, tras completar la
primera sesion de ejercicio intenso (E1).
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Figura 44. Grafico TNNI2 (pg/ml) en cada toma de muestra.
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Los resultados se expresan como Media + Desviacion tipica (DS). La aparicion de letras no coincidentes
en cada grupo indica la existencia de diferencias estadisticamente significativas intragrupo (p<0.05)
(Placebo: A, B, C, D, E; Ubiquinol: a, b, c, d, e). * Indica la existencia de diferencias significativas
intergrupos (p<0.05).

4.5. Mioglobina (MB)

Finalmente, la Figura 45 muestra el grafico de la concentracién de mioglobina
(MB) en ambos grupos experimentales (ubiquinol y placebo) en cada toma de muestra.

En cada grupo, la evolucién en la concentracién de MB fue similar, ya que en
ambos grupos se registré el mayor incremento en T3 y T5, tras finalizar ambas sesiones
de ejercicio (E1 y E2), siendo estadisticamente significativo (p<0.05) respectoa T1, T2y
T4. También se obtuvo un incremento significativo (p<0.05) en T4 en el grupo
ubiquinol, tras tras el periodo de descanso de 24 h, en comparacién con T2, mientras
gue en el grupo placebo no se produjo.

Al comparar ambos grupos experimentales, se observdé una disminucion
significativa (p<0.05) en el grupo ubiquinol, comparado con el placebo, en T5, tras
finalizar la segunda sesion de ejercicio (E2) y, ademads, en T2, después del periodo de
suplementacién.
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Figura 45. Grafico concentracién de mioglobina (ng/ml) en cada toma de muestra.
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Los resultados se expresan como Media + Desviacion tipica (DS). La aparicion de letras no coincidentes
en cada grupo indica la existencia de diferencias estadisticamente significativas intragrupo (p<0.05)
(Placebo: A, B, C, D, E; Ubiquinol: a, b, c, d, e). * Indica la existencia de diferencias significativas
intergrupos (p<0.05).

5. Parametros de rendimiento

5.1. Carga, numero de repeticiones y percepcion del esfuerzo

La siguiente figura (Figura 46) muestra el grafico de los resultados promedio en
carga desplazada (kg) de los 10 ejercicios realizados en cada una de las series (S1y S2)
de cada sesién de ejercicio fisico intenso (E1y E2).

Es necesario recordar en este punto que, en ambos grupos experimentales, la
carga minima inicial ajustada (60-70% de 1RM) en cada ejercicio del circuito, en base a
los valores de esfuerzo percibido en la escala OMNI-RES entre 6 y 7 (Robertson et al.,
2003) y 10 repeticiones, durante la sesion inicial de preparacién, fue la misma, pero
como se le proporciond a los sujetos la posibilidad de aumentar dicha carga minima,
por tanto, existen diferencias en relacion al peso desplazado (kg).

En el grupo suplementado (ubiquinol) no se registraron diferencias
significativas intragrupo en el transcurso de cada serie en ambas sesiones de ejercicio,
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sin embargo, en el grupo control (placebo), en ambas series de la segunda sesion de
ejercicio (E2S1 y E2S2) se registrd una disminucion de la carga, que resulto significativa
(p<0.05) respecto a los valores promedio de la primera serie de la primera sesién
(E1S1).

Comparando los valores promedio de ambos grupos, en el grupo ubiquinol se
observd un incremento de la carga (p<0.05) respecto al placebo en ambas series de la
segunda sesion (E2S1 y E2S2).

Figura 46. Grafico promedio carga desplazada (kg) en cada serie (51 y S2) de cada sesidn de ejercicio (E1
y E2).
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Los resultados se expresan como Media + Desviacion tipica (DS). La aparicion de letras no coincidentes
en cada grupo indica la existencia de diferencias estadisticamente significativas intragrupo (p<0.05)
(Placebo: A, B, C, D, E; Ubiquinol: a, b, c, d, e). * Indica la existencia de diferencias significativas

intergrupos (p<0.05).

Respecto a los valores promedio del nimero de repeticiones (Figura 47),
igualmente, en el grupo ubiquinol no se registraron diferencias significativas
intragrupo, mientras que en el grupo placebo hubo un incremento significativo
(p<0.05) en ambas series de la segunda sesién (E2S1 y E2S2) respecto a las de la
primera sesion (E1S1y E1S2).

Entre ambos grupos, se registré un incremento significativo (p<0.05) en el
grupo de intervencion (ubiquinol) respecto al grupo control (placebo) en ambas series
de la priera sesion de ejercicio (E1S1 y E1S2).
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Figura 47. Grafico promedio nimero de repeticiones en cada serie (51 y S2) de cada sesion de ejercicio
(E1y E2).
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Los resultados se expresan como Media + Desviacion tipica (DS). La aparicion de letras no coincidentes
en cada grupo indica la existencia de diferencias estadisticamente significativas intragrupo (p<0.05)
(Placebo: A, B, C, D, E; Ubiquinol: a, b, c, d, e). * Indica la existencia de diferencias significativas

intergrupos (p<0.05).

En cuanto a los valores promedio en la Escala OMNI-RES (Robertson et al.,
2003) de percepcion del esfuerzo (Figura 48), la tendencia en cada grupo experimental
fue similar, ya que en ambos grupos se registré un incremento significativo (p<0.05) en
la segunda serie (E1S2 y E2S2) respecto a la primera (E1S1y E2S1) de ambas sesiones.

Entre ambos grupos experimentales, sélo se registr6 una disminucion
significativa (p<0.05) en el grupo ubiquinol respecto al placebo en la primera serie de
la primera sesion (E1S1).

143



CAPITULO IV. RESULTADOS

Figura 48. Grafico promedio percepcion del esfuerzo Escala OMNI-RES (Robertson et al., 2003) en cada
serie (51 y S2) de cada sesidn de ejercicio (E1y E2).
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Los resultados se expresan como Media + Desviacion tipica (DS). La aparicion de letras no coincidentes
en cada grupo indica la existencia de diferencias estadisticamente significativas intragrupo (p<0.05)
(Placebo: A, B, C, D, E; Ubiquinol: a, b, c, d, e). * Indica la existencia de diferencias significativas
intergrupos (p<0.05).

5.2. Fuerza muscular en press banca (Maquina Smith)

En los ejercicios 2 y 6 de cada serie en ambas sesiones de ejercicio, se midio la
fuerza maxima, la potencia y la velocidad de potencia maxima para evaluar la fuerza
muscular desarrollada en el ejercicio de press de banca en maquina Smith.

Con respecto a los valores de fuerza maxima, se observé un incremento
significativo (p<0.05) en el grupo ubiquinol comparado con el placebo en la segunda
serie de ambos ejercicios en la primera sesion de ejercicio (E1S2N2 y E1S2N6) y en el
primer ejercicio en la primera serie de la segunda sesion (E2S1N2).

En cuanto a la evolucién de cada grupo, el registro mas bajo de fuerza maxima
en el grupo placebo tuvo lugar en el segundo ejercicio de press banca de la segunda
serie en la segunda sesion (E2S2N6), que resultdé estadisticamente significativo
(p<0.05) comparado con el primer ejercicio de la segunda serie en la primera sesién
(E1S2N2), mientras que en el grupo ubiquinol no se observaron diferencias
significativas intragrupo en ningun registro.
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Figura 49. Gréfico fuerza maxima (N) desarrollada en press banca en maquina Smith en cada ejercicio (2
y 6) de cada serie (S1y S2) en cada sesidn de ejercicio (E1y E2).
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Los resultados se expresan como Media + Desviacion tipica (DS). La aparicion de letras no coincidentes
en cada grupo indica la existencia de diferencias estadisticamente significativas intragrupo (p<0.05)
(Placebo: A, B, C, D, E; Ubiquinol: a, b, c, d, e). * Indica la existencia de diferencias significativas
intergrupos (p<0.05).

En relacion a los datos obtenidos en potencia (Figura 50), el grupo ubiquinol
registré incrementos significativos (p<0.05) respecto al grupo placebo en el segundo
ejercicio de press banca de ambas series en ambas sesiones (E1S1IN6, E2S2N6, E2S1IN6
y E2S2N6).

Atendiendo a la evolucién de cada grupo, en el grupo suplementado (ubiquinol)
se registré una disminucién significativa (p<0.05) en la potencia en ambos ejercicios de
la segunda serie en la segunda sesion (E2S2N2 y E2S2N6) respecto al segundo ejercicio
de la primera serie de la primera sesion (E1SIN6). En cambio, en el grupo control
(placebo), el registro mas bajo tuvo lugar en el segundo ejercicio de la segunda serie en
la segunda sesidon (E2S2N6), el cual resultd significativo (p<0.05) respecto a ambos
ejercicios de ambas series en la primera sesién (E1S1N2, E1ISIN6, E1S2N2 y E1S2N6) y
respecto a E2S1N2.
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Figura 50. Grafico potencia (W) desarrollada en press banca en maquina Smith en cada ejercicio (2 y 6)
de cada serie (S1y S2) en cada sesidn de ejercicio (E1y E2).
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Los resultados se expresan como Media + Desviacion tipica (DS). La aparicion de letras no coincidentes
en cada grupo indica la existencia de diferencias estadisticamente significativas intragrupo (p<0.05)
(Placebo: A, B, C, D, E; Ubiquinol: a, b, c, d, e). * Indica la existencia de diferencias significativas

intergrupos (p<0.05).

Finalmente, de acuerdo con los resultados obtenidos en velocidad de potencia
maxima (Figura 51), los mayores valores en ambos grupos se registraron en el primer
ejercicio de press banca en la primera serie de la primera sesion (E1SIN2) vy, ese
incremento resulto significativo (p<0.05) en los siguientes puntos: en el grupo placebo
respecto a (E1S2N6, E2S2N2 y E2S2N6) y en el grupo ubiquinol respecto a todos los
puntos excepto el primer ejercicio de la primera serie de la primera sesién (E2S1N2).
Cuando ambos grupos fueron comparados en este punto, se registré un incremento
significativo (p<0.05) en el grupo ubiquinol en comparacién con el placebo.

La evolucion en cada grupo fue similar durante la realizacién de las sesiones de
ejercicio intenso. Los valores mas bajos en ambos grupos se registraron en el segundo
press banca de la segunda serie en la segunda sesién (E2S2N6), y esta disminucion, en
el grupo ubiquinol, fue estadisticamente significativa (p<0.05) en comparacién con los
datos obtenidos en los registros restantes, excepto en E1S2N6, mientras que en el
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grupo placebo resulté estadisticamente significativa (p<0.05) respecto al resto de
registros, excepto en E2S2N2.

Igualmente, el segundo registro mas bajo en ambos grupos, tuvo lugar en el
segundo press banca de la segunda serie en la primera sesion (E1S2N6), el cual fue
significativo (p<0.05) en el grupo ubiquinol respecto a E1ISIN2, E2SIN2 vy, en el grupo
placebo respecto a todos los registros excepto en E2S1N6.

Figura 51. Gréfico velocidad de maxima potencia (m/s) desarrollada en press banca en maquina Smith
en cada ejercicio (2 y 6) de cada serie (S1y S2) en cada sesion de ejercicio (E1y E2).
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Los resultados se expresan como Media + Desviacion tipica (DS). La aparicion de letras no coincidentes
en cada grupo indica la existencia de diferencias estadisticamente significativas intragrupo (p<0.05)
(Placebo: A, B, C, D, E; Ubiquinol: a, b, c, d, e). * Indica la existencia de diferencias significativas
intergrupos (p<0.05).
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CAPITULO V. DISCUSION

1. Efecto de la suplementacion sobre marcadores
bioquimicos de estrés oxidativo y defensa antioxidante

En el presente estudio se ha evaluado el efecto de una suplementacion de corta
duracidn (2 semanas) con Ubiquinol (200 mg/dia) tras la realizacidon de un protocolo de
ejercicio fisico intenso que consistio en 2 sesiones idénticas con un periodo de
descanso de 24 h entre ambas. El estudio se ha realizado con una muestra de 100
sujetos fisicamente activos, varones pertenecientes al Cuerpo de Bomberos de la
Ciudad de Granada.

Como se ha comentado en apartados anteriores, el ejercicio fisico agudo
extenuante o no programado puede inducir a un aumento en la generacion de RONS
gue puede exceder la capacidad del sistema antioxidante y, por tanto, conducir a un
estado de estrés oxidativo, lo cual puede conllevar efectos perjudiciales para la salud
de las personas. Por otro lado, una proteccidn antioxidante insuficiente puede agravar
las consecuencias del estrés oxidativo provocado por este tipo de ejercicio. En este
contexto, se ha investigado ampliamente el uso de suplementos antioxidantes
exogenos para mantener el equilibrio oxidativo en estados de estrés durante el
ejercicio.

Existe evidencia cientifica que apoya la capacidad de los compuestos
antioxidantes para paliar el dafio oxidativo (Di Giacomo et al., 2009) e inflamatorio
(Elkington et al., 2015), aunque los resultados en este campo de investigacion son
contradictorios, y existe una cierta controversia respecto a su uso en el ambito del
ejercicio fisico. De hecho, actualmente se recomienda que, primeramente, en lugar de
recurrir al uso de suplementos, las personas fisicamente activas han de consumir una
dieta equilibrada rica en alimentos antioxidantes para asi atender a sus requerimientos
nutricionales y energéticos en el ejercicio (Margaritis & Rousseau, 2008; Powers et al.,
2011). Sin embargo, los atletas bien entrenados, o las personas fisicamente activas,
pueden presentar un riesgo aumentado de dafo oxidativo debido a una ingesta
dietética de antioxidantes insuficiente (Rousseau et al., 2004), ya que, durante el
ejercicio, la produccién excesiva de oxidantes en el musculo esquelético es controlada
mediante una respuesta sinérgica entre el sistema antioxidante enddgeno y las
vitaminas y minerales antioxidantes consumidos como parte de una dieta bien
equilibrada (Watson et al., 2005).

Asimismo, se ha apuntado que, a medida que los deportistas producen una
mayor cantidad de estrés oxidativo, ya sea durante episodios repetidos de ejercicio o
esporadicos de ejercicio extenuante, pueden requerir una mayor cantidad de
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antioxidantes exdgenos para asi mantener la salud y poder contrarrestar el dafio
oxidativo producido (Palazzetti et al. 2004).

Por otro lado, se ha apuntado que la mayoria de los suplementos antioxidantes
comunes no son toxicos, incluso a niveles relativamente altos de suplementacion, por
lo que no es probable que sean perjudiciales y, en teoria, presentan el potencial de ser
beneficiosos para el deportista (Powers et al., 2011).

Estos hallazgos apoyan la hipdétesis de que la suplementacion con antioxidantes
puede ayudar a los deportistas a tolerar mejor los periodos de entrenamiento o
competencias deportivas intensas, previniendo las consecuencias del dafio oxidativo
(Slattery et al., 2015); aunque, es preciso apuntar que el consumo de suplementos
antioxidantes necesita ser periodizado e individualizado para que pueda proveer un
refuerzo adicional durante estos periodos (Slattery et al., 2015).

Dada la importancia del estrés oxidativo, la inflamacién y el dafio muscular
asociados con el ejercicio extenuante y sus repercusiones sobre la salud, se han
evaluado los efectos de diferentes suplementos antioxidantes para paliar sus
consecuencias, configurandose la Coenzima Q10 (CoQ10) como una de las sustancias
empleadas para tal efecto (Burke et al., 2009; Belviranli & Okudan, 2015; Sarmiento et
al., 2016a). Esto es debido a que la CoQl10 posee propiedades relacionadas con la
actividad antioxidante y la bioenergética (Litarru & Tiano, 2007), ya que es un cofactor
esencial en la fosforilacion oxidativa mitocondrial y es necesaria para la producciéon de
ATP vy, debido a sus propiedades, los nutricionistas la han considerado como
suplemento dietético adecuado destinado para la mejora de la bioenergética celular,
contrarrestar el estrés oxidativo y ralentizar algunas patologias relacionadas con la
edad (Sarmiento et al., 2016a).

De hecho, en el ambito del ejercicio fisico, existe evidencia cientifica que
sugiere que la suplementacion con CoQ10 puede atenuar el estrés oxidativo (Zheng &
Moritani, 2008; Diaz-Castro et al., 2012), asi como la sefalizacién inflamatoria (Diaz-
Castro et al.,, 2012; Armanfar et al.,, 2015; Shimizu et al., 2015). Ademas, se ha
demostrado que el ubiquinol, la forma reducida de la CoQ10, posee mayor
biodisponibilidad y es mas eficaz, de forma mas rapida y con dosis mas bajas que la
tradicional CoQ10 oxidada o ubiquinona (lkematsu et al., 2006; Hosoe et al., 2007;
Langsjoen & Langsjoen, 2008), ya que se encuentra en su forma activa y no tiene que
ser convertida por el organismo, siendo posible que las mejoras ofrecidas por el
ubiquinol como suplemento respecto a la tradicional ubiquinona se traduzcan en
mayores prestaciones, razon por la cual ha sido objeto de estudio en el presente
proyecto de investigacién.
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Ademas, es necesario apuntar que la produccién cientifica respecto al estudio
de los efectos de la supementacion con CoQ10 sobre el estrés oxidativo y/o capacidad
antioxidante en el ejercicio no es muy profusa, especialmente en el drea del estrés
oxidativo vy, practicamente inexistente en referencia a la suplementacion con
ubiquinol, la forma reducida de esta molécula (Litarru & Tiano, 2010; Sarmiento et al.,
2016a).

En el presente estudio, los dos grupos experimentales establecidos (ubiquinol y
placebo) han mostrado homogeneidad tanto en las caracteristicas basales evaluadas
(edad, talla, peso, SBP, DBP y frecuencia cardiaca basal), como en la ingesta de macroy
micronutrientes, y en el andlisis de impedancia bioeléctrica (IMC, metabolismo basal,
% masa grasa, masa grasa, masa magra y agua), no observandose diferencias
significativas entre ambos en ninguna de las variables estudiadas.

Respecto a los resultados obtenidos en el cuestionario de actividad fisica (IPAQ-
SF) tampoco se observaron diferencias significativas entre ambos grupos vy, en base a
éstos, los sujetos de ambos grupos experimentales fueron catalogados como “Health
Enhancing Physical Activity” (HEPA Active): CATEGORIA 3, el umbral de medida de
actividad fisica total mas alto del cuestionario (Papathanasiou et al., 2010), lo cual
confirma que la poblacidén de estudio, tras el analisis de los resultados obtenidos en el
reconocimiento inicial llevado a cabo, estd compuesta por sujetos sanos entrenados.

Por otro lado, los resultados obtenidos en los marcadores bioquimicos de dafio
oxidativo en plasma (8-OHdG, perdxidos de lipidos, Ox-LDL y PC), en membrana de
eritrocitos (peroxidos de lipidos y PC) y en orina (8-OHdG e isoprostanos), revelan que
el protocolo de ejercicio fisico intenso llevado a cabo en el presente estudio ha
inducido dafio oxidativo en diversas macromoléculas, especialmente lipidos y ADN,
siendo estos hallazgos coincidentes con los obtenidos en informes previos, aunque
siempre influenciados por la intensidad y el volumen del ejercicio realizado (Hudson et
al., 2008; Diaz-Castro et al., 2012; Ballmann et al., 2014).

La 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OHdG) es un indicador sensible del dafio del
ADN como resultado del estrés oxidativo, y en el grupo suplementado con ubiquinol se
observé una reduccién en este marcador en plasma respecto al grupo placebo en T5,
tras la realizacion de la segunda sesidn de ejercicio fisico intenso. Igualmente, en orina
se registrd una disminucion de este parametro en el grupo ubiquinol respecto al
placebo en T4, tras el descanso de 24 h; ademds, en el grupo ubiquinol no se
observaron diferencias significativas entre las distintas tomas de muestra en orina,
mientras que en el grupo control se registré un aumento significativo en T4 respecto a
T3 y T5. Estos hallazgos son similares a los obtenidos en otros estudios donde se
empled ubiquinona como suplemento, realizados tanto en humanos como en animales
(Diaz-Castro et al., 2012; Okudan et al., 2012). Por tanto, estos resultados revelan la
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alta capacidad de la CoQl10 para reducir el estrés oxidativo durante el ejercicio
extenuante, en este caso mediante la proteccién del ADN.

La peroxidacion lipidica hace referencia a la degradacién oxidativa de los
lipidos, proceso a través del cual los radicales libres capturan electrones de los lipidos
en las membranas celulares. En el presente estudio, se registré un marcado aumento
en la concentracion de perdxidos de lipidos plasmaticos en ambos grupos
experimentales tras la realizacion de ambas sesiones de ejercicio intenso (T3 y T5
respectivamente), y en T4 con respecto a T1 en ambos grupos, y respecto a T2 sélo en
el grupo placebo, mientras que en el grupo suplementado con ubiquinol no hubo
diferencias significativas entre T4 y T2. Por otro lado, en el grupo suplementado con
ubiquinol se detectd una disminucion respecto al grupo placebo tras el periodo de
descanso (T4) entre ambas pruebas. Estos resultados estan de acuerdo con los que
informan que la CoQ10 posee un efecto protector contra una reduccidn excesiva de los
fosfolipidos de la membrana mitocondrial tras el ejercicio prolongado (Barbiroli et al.,
1998), lo cual puede ser debido a un incremento de CoQ10 en las membranas celulares
como consecuencia de la suplementacién, hecho que se ha observado en otros
estudios (Ochoa et al., 2005; Ochoa et al., 2007) y, por otro lado, debido a una menor
produccion de radicales libres durante el ejercicio en el grupo suplementado (Sohet et
al., 2009), presentando el grupo suplementado una resistencia mayor a la hemdlisis
inducida por los radicales libres.

En cuanto a la concentracién de perdxidos de lipidos de membrana de
eritrocitos, se detectd un aumento significativo en ambos grupos experimentales tras
el periodo de descanso (T4) y tras la segunda sesion de ejercicio (T5) en comparacién
con T1 (valores basales), T2 (tras el periodo de suplementacién) y T3 (tras la primera
sesion de ejercicio), lo cual indica que el protocolo de ejercicio llevado a cabo provoco
un dafio oxidativo en proteinas, especialmente tras la segunda sesion de ejercicio, al
igual que los resultados obtenidos en plasma, por el efecto acumulativo; sin embargo,
no se detectaron diferencias entre ambos grupos.

Otro de los indicadores comunmente empleados para determinar la oxidacion
de las proteinas en relacion con el ejercicio es la formacidén y acumulacion de proteinas
carbonilo (PC). En el presente estudio, al igual que en otros marcadores bioquimicos de
estrés oxidativo, se resgistré6 un aumento significativo en plasma en ambos grupos
experimentales tanto en T4 como en T5 respecto a T1 (valores basales) y T2 (valores
tras suplementacién). Existen varios estudios que han registrado un aumento
significativo en la concentraciéon de PC tras la realizacién de protocolos de ejercicio
aerdbico (Bloomer et al., 2007; Michailidis et al., 2007; Nikolaidis et al., 2007; Goldfarb
et al., 2007; Zalavras et al., 2015), siendo el incremento dependiente de la duracion del
ejercicio (Bloomer et al.,, 2007) y permaneciendo elevada su concentracién incluso
durante las 8 horas posteriores al ejercicio (Michailidis et al., 2007).
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Igualmente, en el grupo placebo se detecté un aumento significativo en
membrana de eritrocitos en T4 y T5 respecto a T1, T2 y T3; sin embargo, en el grupo
suplementado con ubiquinol se detectd un aumento significativo en T4 respecto a T1,
T2 y T3, y en T5 solamente respecto a T2. En la comparacion entre ambos grupos
experimentales, se detectd una disminucidn significativa en el grupo ubiquinol
respecto al placebo en T5, tras la segunda sesién de ejercicio intenso, aunque no se
registraron cambios en los valores plasmaticos entre ambos. Estos resultados apoyan,
nuevamente, un posible efecto protector de la suplementacidn con ubiquinol frente al
dafio oxidativo acumulativo inducido por el ejercicio.

El ejercicio fisico intenso o extenuante también puede inducir dafio oxidativo a
las lipoproteinas de baja densidad (Ox-LDL), aunque en el presente estudio, el dafio
producido por el ejercicio no ha sido igual en ambos grupos experimentales respecto a
este parametro; en el grupo suplementado con ubiquinol la oxidacion de LDL fue
menor, ya que en el grupo placebo, el dafio oxidativo producido en LDL aumentdé en T4
y T5 respecto al resto de tomas, y en T3 respecto a T1, mientras que en el grupo
ubiquinol solamente se observd un aumento tras completar la segunda sesion de
ejercicio (T5) respecto a T1 y, ademas, se registré una disminucion significativa en el
grupo ubiquinol en comparacién con el placebo en tras el periodo de descanso (T4).

Este efecto protector en la oxidacion de las lipoproteinas es importante si se
tienen en cuenta sus efectos negativos (Stancel et al., 2016). En este sentido, Del Pozo-
Cruz et al. (2014) encontraron una relacién positiva entre los niveles de coenzima Q10
en plasma, la actividad fisica en ancianos y la oxidacién de lipidos y LDL; sin embargo,
hasta el momento, este es el primer estudio que demuestra un efecto protector de la
administracion de ubiquinol como suplemento en lipoproteinas durante el ejercicio
fisico intenso en adultos sanos entrenados.

Por otro lado, la medicién de isoprostanos se configura como uno de los
biomarcadores mas reconocidos y fiables para el estudio del estrés oxidativo o
peroxidacién de lipidos in vivo, especialmente durante el ejercicio fisico (Nikolaidis et
al., 2011; Czerska et al., 2016). En este sentido, varios estudios han informado de un
aumento significativo de los niveles de isoprostanos después de la realizacién de un
ejercicio fisico extenuante en comparacion con los valores basales (Nikolaidis et al.,
2011; Diaz-Castro et al.,, 2012), hallazgos similares a los observados en el presente
estudio, el cual revela un efecto acumulativo en la agresién oxidativa debido al
protocolo de ejercicio intenso realizado. En el grupo placebo se registré un aumento
significativo en la concentracion de isoprostanos en orina tanto en T3, como en T4 y
T5. Dicho aumento en el grupo placebo es claro, sin embargo, en el grupo
suplementado con ubiquinol no se detectd un aumento significativo tras primera
sesion de ejercicio intenso (T3) ni tras el periodo de descanso de 24 h (T4) respecto a
los valores basales (T1) y los valores tras el periodo de suplementacion (T2). Este
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efecto en la produccién de isoprostanos se ha observado en estudios donde se ha
suministrado ubiquinona como suplemento (Diaz-Castro et al., 2012), aunque hasta
ahora, no se ha informado de dicho efecto en estudios donde se haya empleado
ubiquinol, la forma reducida de la CoQ10. Por tanto, este resultado pone de manifiesto
el efecto antioxidante del ubiquinol, que inhibe la expresion de la NAD(P)H oxidasa,
una de las principales fuentes de especies reactivas del oxigeno (Sohet el al., 2009),
gue capta productos de la peroxidacion lipidica durante las reacciones que tienen lugar
en la formacidon de radicales libres, ya sea de forma directa o mediando en la
regeneracion del tocoferol, la forma activa de la vitamina E, mediante la reduccién del
radical tocoferilo (Litarru & Tiano, 2010; Diaz-Castro et al., 2012).

Los resultados obtenidos en la concentracion de isoprostanos en orina en el
presente estudio apoyan que el protocolo de ejercicio fisico intenso llevado a cabo ha
inducido a dano oxidativo en diversas macromoléculas vy, la relacion entre los
marcadores bioquimicos estudiados, tanto en plasma como en membrana de
eritrocitos, y el contenido de isoprostanos, es cualitativa en lugar de cuantitativa, ya
gue en otros estudios se ha puesto de relieve la importancia de los isoprostanos,
configurandose como un indicador preferente de dafio oxidativo (Nikolaidis et al.,
2011). En el presente estudio, en lineas generales, el efecto de la suplementacion con
ubiquinol sobre estos biomarcadores de dafio oxidativo ha resultado ser positiva,
reflejando una disminucion en éstos, especialmente en T4 y T5, hecho importante
teniendo en cuenta que el estrés oxidativo asociado con el ejercicio intenso o
extenuante es acumulativo y, por lo tanto, es mds acusado en estos puntos.

En linea con los resultados obtenidos en el presente estudio, otras
investigaciones también han demostrado un efecto de la suplementacion con CoQ10
sobre el dafio oxidativo en situaciones de ejercicio vigoroso en sujetos sanos
(Sarmiento et al., 2016a). Cooke et al. (2008), informaron que una suplementacién
aguda con CoQ10 (200 mg), en sujetos entrenados y no entrenados, redujo
significativamente los niveles de TBARS en comparacién con el grupo placebo tras la
realizacion del Wingate test. Igualmente, Gil et al. (2011) demostraron que una
suplementacion con CoQ10 de 100 mg/dia durante 8 semanas disminuyd los indices de
estrés oxidativo inmediatamente después de episodios repetidos de ejercicio
supramaximo (Wingate test) en hombres sedentarios. Diaz-Castro et al. (2012), como
se ha indicado anteriormente, también informaron que una suplementacién con
CoQ10 resulto eficiente en la reduccion del grado de estrés oxidativo, registrando una
disminucion en la concentracién de hidroperoxidos de membrana (8-OHdG) e
isoprostanos, con una recuperacion de la defensa antioxidante, tras la realizaciéon de
una prueba de esfuerzo de alta intensidad en atletas aficionados, lo cual se asocié con
un mantenimiento de la integridad celular debido a la suplementacion.
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Por otra parte, Zheng & Moritani (2008), informaron que la CoQ10 mejora la
oxidaciéon de las grasas a través de un aumento de la actividad nerviosa autondmica
durante el ejercicio de baja intensidad. Estos autores apuntaron que una
suplementacién aguda (30 mg) con CoQ10 aumenta los niveles de 2,3-difosfoglicerato
(DPG) en eritrocitos, lo cual aumenta el suministro de oxigeno a los musculos y mejora
la sintesis de ATP. Asimismo, los resultados de este estudio sugirieron un efecto
positivo de la suplementacién con CoQ10 en situaciones de hiperlipidemia u obesidad,
debido a las mejoras que provoca en el proceso de lipdlisis.

En contraste, otros estudios no han registrado mejoras en biomarcadores de
estrés oxidativo en el ejercicio tras una suplementacién con CoQ10 (Braun et al., 1991;
Laaksonen et al., 1995b; Bonetti et al., 2000; Mizuno et al., 2008; Ostman et al., 2012).
En cuanto a los efectos de la suplementacion con ubiquinol, la forma reducida de la
CoQ10, el Unico estudio (Bloomer et al., 2012) que, hasta la fecha, ha evaluado sus
efectos sobre el estrés oxidativo inducido por el ejercicio en sujetos entrenados, no
notific6 mejoras debidas a la suplementacion, con la excepcién de individuos
seleccionados, aunque si registré un aumento de la CoQ10 total y reducida en sangre,
ademas del coeficiente CoQ10: colesterol. Los autores de este estudio sefialaron que
es posible que se observasen efectos mas robustos en una muestra de individuos
sedentarios y/o ancianos, asi como en sujetos con enfermedades diagnosticadas.
Ademas, los sujetos de este estudio presentaron un valor de referencia de CoQ10 total
de, aproximadamente, 1,0 ug-ml'l, gue es mas alto que los valores observados en
poblaciones tipicas (0,6 - 0,8 pg:ml™), hecho que pudo haber contribuido a una
respuesta mitigada de la suplementacion.

Finalmente, para una mejor comprension del mecanismo protector de la
suplementacién con ubiquinol frente al dafio oxidativo, en la presente investigacion se
estudid el efecto de ésta sobre el sistema de defensa antioxidante.

Los resultados obtenidos en la capacidad antioxidativa plasmatica total (ORAC),
indican un efecto debido a la suplementacién, ya que en el grupo ubiquinol se registré
un aumento respecto al grupo placebo tras finalizar el periodo de suplementacion (T2)
y tras el periodo de descanso (T4). El ensayo ORAC muestra la capacidad antioxidante
global para neutralizar los radicales peroxilo, en este sentido, los resultados obtenidos
estan en conformidad con los registrados en la concentracion de perdxidos de lipidos
en plasma, ya que en este pardmetro también se registrd una disminucién significativa
en el grupo ubiquinol respecto al grupo placebo en T4. Por tanto, estos resultados
apoyan que la suplementacién con ubiquinol ha mostrado ser eficaz para paliar el
dafno oxidativo a lipidos en el ejercicio.

Asimismo, la administracion de suplementos de CoQl0 presenta un claro
potencial sobre la capacidad antioxidativa total en plasma, que a su vez puede resultar
de su efecto sobre los antioxidantes liposolubles plasmaticos, particularmente
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tocoferol y CoQ. En relacion con el tocoferol, en el presente estudio se ha observado
que el ubiquinol evita la reduccidon de este antioxidante liposoluble tras la segunda
sesion de ejercicio intenso (T5) y, probablemente, este efecto sea debido a su
capacidad para regenerar tocoferol en su forma activa (Litarru & Tiano, 2010).

Se ha demostrado que la suplementacién oral con CoQ10 en diferentes dosis
conduce a una marcada elevacion de los niveles de CoQ10 en diversos tejidos como el
musculo esquelético, el higado, el corazon vy el rindn (Kwong et al., 2002; Kon et al.,
2007), asi como en el plasma humano (Zuliani et al.,, 1989; Kaikkonen et al., 1998;
Bonetti et al., 2000; Zhou et al., 2005; Kon et al., 2008; Mizuno et al., 2008; Bloomer et
al., 2012).

El aumento de los niveles plasmaticos de CoQ10 registrado en la presente
investigacion es similar al encontrado en otros estudios de suplementacion con
ubiquinol (Hosoe et al., 2007; Bloomer et al., 2012; Ochoa et al., 2013), aunque este es
el primer estudio que muestra un efecto de la suplementacion sobre la isoforma QJ9,
ya que se registré un aumento en el grupo suplementado respecto al placebo tanto al
final del periodo de suplementacién (T2) como tras el periodo de descanso entre
ambas sesiones de ejercicio (T4). Ademas, igualmente se obtuvo un incremento de
CoQ10 en eritrocitos de, aproximadamente, 1,4 veces durante el ejercicio extenuante.

Por dltimo, en cuanto a los efectos de la suplementacién sobre los
antioxidantes enzimaticos citosdlicos, sdlo se observé un efecto sobre la actividad de la
CAT y, en menor medida, en GPx. En otros estudios con la forma oxidada o ubiquinona,
también se observo un efecto similar en la actividad de la CAT, aunque no se informo
de ningun efecto sobre GPx (Diaz-Castro et al., 2012).

Con respecto al comportamiento del sistema antioxidante, se ha observado que
la CAT, la enzima encargada de la eliminacion del perdxido de hidrégeno, aumentd su
actividad en el grupo ubiquinol en comparacién con el grupo placebo tras el periodo
de suplementacién (T2), lo que indica un mayor potencial antioxidante inducido por la
suplementacién. Por otra parte, en el grupo placebo se registré un incremento en T3y
T4 respecto a T1 y T5, mientras que en el grupo ubiquinol, los valores obtenidos en T2,
T3, T4 y T5 fueron mayores respecto a T1; ademads, en el grupo placebo, después de
finalizar la segunda sesion de ejercicio (T5) se observé una disminucién en la actividad
de CAT respecto a T3 y T4, mientras que esta tendencia no se observo en el grupo
suplementado.

El aumento de la actividad de la CAT se ha asociado con una mayor resistencia
al dafio oxidativo (Diaz-Castro et al., 2012). También, se ha encontrado un aumento
similar en la actividad de la CAT después de una suplementacion con ubiquinona,
aunque en roedores y con una situacion diferente de generacién de estrés oxidativo
(Ochoa et al., 2005; Ochoa et al., 2007).
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Por otro lado, en el presente estudio, no se encontraron diferencias
significativas entre ambos grupos en GPx y SOD vy, estos resultados estan en
consonancia con los obtenidos en otros estudios, aunque realizados en modelos
animales y en diferentes situaciones de agresion oxidativa, donde la suplementacién
con CoQ10 mostrd un claro efecto sobre la actividad de la enzima CAT y casi ausencia
de efecto sobre la actividad de GPx (Ochoa et al., 2005; Ochoa et al., 2007). Sin
embargo, se han obtenido algunos resultados interesantes en el grupo suplementado,
aunqgue no concluyentes, ya que en ambos grupos se observd una tendencia similar
para la actividad citosélica de SOD, con una disminuciéon en T3 y un aumento en T5
respecto al resto de tomas, aunque en el grupo ubiquinol, la disminucidon en T3 no fue
significativa respecto a Tl y T2 vy, respecto a GPx no se registraron diferencias
significativas en el grupo ubiquinol, en cambio, en el grupo placebo los valores de T3,
T4 y T5 resultaron significativamente menores respecto a T1.

En otro estudio, Cooke et al. (2008) informaron que una suplementacién aguda
con CoQ10 (200 mg), en sujetos entrenados y no entrenados, dio como resultado un
incremento en la concentracion de CoQ10 muscular, registrando niveles séricos de
SOD significativamente mas bajos en el grupo suplementado comparado con el grupo
placebo después de la realizacion de una prueba de resistencia muscular isocinética.

En sintesis, los resultados obtenidos en la presente investigacion revelan la
gravedad vy el caracter acumulativo del dafio oxidativo inducido por el protocolo de
ejercicio intenso llevado a cabo. El grupo suplementado con ubiquinol registré una
reduccidon en la concentracién de isoprostanos en orina tras la primera sesion de
ejercicio y tras la recuperacion, en 8-OHdG en orina tras recuperacion y en plasma tras
la segunda sesién de ejercicio, en peroxidos de lipidos y PC en membrana de
eritrocitos tras la segunda sesion de ejercicio, por lo que estos resultados resaltan el
efecto antioxidante y protector de este compuesto durante el ejercicio. El suplemento
de ubiquinol también disminuyd la Ox-LDL, revelando un efecto protector en la
oxidacion de las lipoproteinas y, asimismo, un efecto positivo en la capacidad
antioxidante total en plasma, que a su vez puede resultar de su efecto sobre los
antioxidantes liposolubles plasmaticos, en particular tocoferol y CoQ10, mostrando,
ademas, un efecto positivo sobre la isoforma Q9 en plasma y CoQ10 en membrana
eritrocitaria. El ubiquinol también mostré un efecto sobre la actividad de la CAT tras la
suplementacion. Por lo tanto, este estudio proporciona evidencia de que el ubiquinol
es un compuesto seguro, que reduce de manera eficaz el dafio oxidativo y potencia el
sistema de defensa antioxidante, mejorando los procesos de recuperacién tras la
realizacion de un ejercicio extenuante en sujetos entrenados.
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2. Efecto de la suplementacion sobre marcadores
bioquimicos de daio muscular

Como se ha comentado en apartados anteriores, el ejercicio fisico extenuante
puede provocar dafio muscular como consecuencia de factores mecanicos y/o
metabolicos (Brancaccio et al., 2010; Koch et al., 2014). El estrés metabdlico a nivel
muscular durante el ejercicio es debido a la formacion de radicales libres y a la
sobrecarga del calcio (Ca®*) (Koch et al., 2014). Ademas, el incremento en el consumo
de oxigeno durante el ejercicio conlleva un aumento en la actividad de la cadena de
transporte de electrones, un incremento de semiquinona en la mitocondria y de
xantina oxidasa en las células endoteliales de los capilares (Su et al., 2010). Estas
consecuencias pueden conducir a un aumento de la produccion de radicales libres y al
consiguiente dafio en las membranas celulares e, igualmente, el musculo puede
experimentar un estado como de isquemia/reperfusion en la transicion del ejercicio a
la recuperacion (Tamaki et al., 1994), lo que podria acrecentar ain mas la produccion
de radicales libres (Jassem et al., 2002) y, consiguientemente, provocar un mayor dafo
en las células musculares.

En este contexto, se ha demostrado que la suplementacion oral con CoQ10 en
diferentes dosis conduce a una marcada elevacion de los niveles de CoQ10 en diversos
tejidos, asi como a una reduccion en el dafio muscular inducido por el ejercicio
(Shimomura et al., 1991; Okamoto et al., 1995; Kon et al., 2007; Kon et al., 2008). Por
tanto, a partir de estos resultados experimentales, la suplementacion con CoQ10
posee el potencial de reducir el dafio muscular inducido por el ejercicio. Sin embargo,
es necesario apuntar que, aunque la CoQ10 se comercializa como un suplemento
dietético con posibles efectos beneficiosos sobre el dafio muscular inducido por el
ejercicio para los sujetos que participan en todos los niveles, existe un numero
limitado de informes que hayan evaluado su efecto sobre estos parametros.

En el presente estudio, el aumento observado en los niveles de lactato en
ambos grupos experimentales tras completar ambas sesiones de ejercicio revela la
intensidad del ejercicio realizado. Estos hallazgos estan de acuerdo con los resultados
obtenidos en estudios previos que han informado de correlaciones positivas
significativas entre la concentracién mdaxima de lactato en sangre y el exceso de
consumo de oxigeno después del ejercicio intenso (Nummela & Rusko, 1995). En este
sentido, un estudio reciente sugiere que el efecto potencial del lactato sanguineo
sobre el exceso de consumo de oxigeno tras el ejercicio seria dependiente de la
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concentracion, lo que indica el grado de esfuerzo asociado con el ejercicio realizado
(de Aguiar et al., 2015).

Otro compuesto que aumenta durante la realizacién de ejercicio es el éxido
nitrico (NO) (Belardinelli et al., 2006). El ejercicio provoca un aumento en la tensién de
cizallamiento, lo que a su vez induce la expresion de la éxido nitrico sintasa endotelial
(eNOS) (Belardinelli et al., 2006). Este aumento también se ha observado en la
presente investigacion, obteniéndose valores mas altos después de la primera sesion
de ejercicio intenso (T3) en ambos grupos experimentales en comparacién con T1. Sin
embargo, en el grupo placebo el NO disminuyé progresivamente tanto en T4 como en
T5, mientras que en el grupo suplementado con ubiquinol los niveles de NO se
mantuvieron elevados, mostrando diferencias significativas entre el grupo placebo y
grupo ubiquinol en T5, tras completar la segunda sesion de ejercicio.

El aumento de NO durante el ejercicio presenta varios beneficios, incluyendo la
accion vasodilatadora, que ayuda tanto al rendimiento fisico como al suministro de
nutrientes en la recuperacion muscular, asi como la mejora en el suministro de
sustratos como la glucosa que, en conjunto facilitan el papel regulador del sistema
inmunitario (Maroun et al., 1995; Hayashi et al., 1997; Belardinelli et al., 2006).

Este estudio muestra por primera vez un efecto del ubiquinol sobre el NO
durante el ejercicio fisico intenso en sujetos adultos sanos entrenados. Uno de los
posibles mecanismos de accién seria la induccion de la éxido nitrico sintasa
(Belardinelli et al., 2006), o el efecto antioxidante proporcionado por Ila
suplementacidn con ubiquinol, ya que es conocido que el estrés oxidativo es una de las
causas de la inactivacion del NO, y el anién superdéxido es una de las principales
especies moleculares responsables de ello (Maroun et al., 1995; Belardinelli et al.,
2006), para evitar el estrés nitrosante (Diaz-Castro et al., 2012).

El dafio muscular en el ejercicio es frecuentemente caracterizado por un
incremento en los niveles de creatina quinasa (CK), mioglobina (MB) o troponina (TNI),
constituyéndose como los marcadores séricos mas utiles, y asiduamente empleados,
de dafio muscular (Brancaccio et al., 2010).

En la presente investigacion se ha evaluado el efecto de la suplementacion de
corta duracién con ubiquinol sobre el dafio muscular asociado a un ejercicio fisico
intenso, determinando las concentraciones de CK-MM, TNNI1, TNNI2 y MB.

En cuanto a los resultados obtenidos, ambas sesiones de ejercicio intenso (T3 y
T5) produjeron un notable aumento en MB y TNNI1 en ambos grupos experimentales
respecto a los valores basales (T1), lo que indica, nuevamente, la dureza del protocolo
de ejercicio realizado, cumpliéndose el objetivo de provocar dafio muscular en los
sujetos para asi poder evaluar los efectos de la suplementacion. Asimismo, también se
ha registrado un incremento significativo en CK-MM tras la recuperacién de la primera
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sesion (T4) y en T5 en ambos grupos experimentales respecto a T1, y T2 en el grupo
placebo y, ademas, en T5 en TNNI2 en ambos grupos respecto a T1, T2 y T4.

Respecto a los efectos de la suplementacion, es de destacar que el grupo
ubiquinol registré una disminucién significativa en comparacion con el grupo placebo
en los valores de MB tras el periodo de suplementacion (T2) y tras completar la
segunda sesion de ejercicio (T5). En adicidn, obtuvo una disminucién en la variable CK-
MM en T5, en TNNI1 tras la suplementacion (T2), y en TNNI2 tras finalizar la primera
sesion de ejercicio (T3). Ademas, en el grupo placebo se registré un incremento
significativo en T3 respecto a los valores basales (T1) en las variables CK-MM y TNNI2,
mientras que este incremento no se obtuvo en el grupo suplementado. Por tanto, en
base a los resultados obtenidos, se puede apreciar como la suplementacion con
ubiquinol ha resultado ser eficiente para paliar el dafo muscular provocado por un
ejercicio fisico intenso en sujetos entrenados.

Es necesario apuntar que los incrementos registrados en las variables séricas de
dafio muscular tras la realizacidon de ejercicio son generalmente mas bajos en sujetos
entrenados en comparacidon con sujetos no entrenados (Vincent & Vincent, 1997),
configurdndose el nivel de entrenamiento o condicién fisica, asi como la duracién e
intensidad del ejercicio y el nivel de actividad posterior, como factores determinantes
del dafio muscular tras la realizacion de ejercicio. Por ello, teniendo en cuenta el hecho
de que la muestra en el presente estudio esté constituida por sujetos entrenados,
puede que el efecto de la suplementacidn no haya sido tan acusado como si se hubiese
realizado en sujetos sedentarios.

Los resultados obtenidos en el presente estudio estdn de acuerdo con los
logrados en otros estudios (Kon et al., 2008; Diaz-Castro et al., 2012). Kon et al. (2008)
demostraron que una suplementacién con CoQ10 (300 mg/dia durante 2 semanas)
redujo el incremento en las concentraciones de creatina quinasa (CK) y mioglobina
(MB) inducido por el ejercicio realizado en un campus de entrenamiento que provocé
dafio muscular, en atletas de kendo, concluyendo que la suplementacion con CoQ10 es
util para reducir el daino muscular inducido por el ejercicio en atletas.

Por otro lado, Diaz-Castro et al. (2012) registraron una disminucién significativa
en el grupo tratado con CoQ10 en los niveles de creatinina en orina en comparacién
con el placebo tras la realizacién de una prueba intensa y, puesto que el ejercicio fisico
intenso provoca un aumento neto en el catabolismo de proteinas y un aumento en la
excrecidon de creatinina (Banfi et al., 2009), esta reduccién en los niveles de creatinina
podria asociarse, indirectamente, con un menor dafio muscular inducido por el
ejercicio debido a la suplementacion con CoQ10.

Sin embargo, los estudios que han evaluado los efectos de una suplementacion
con CoQ10 en humanos muestran una cierta inconsistencia en los resultados. Faff et
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al. (1997) determinaron que una suplementacion con CoQ10 (100 mg/dia durante 30
dias) no produjo cambios significativos en las concentraciones plasmaticas de CK y AST
en el grupo suplementado respecto al placebo tras la realizacién de 2 pruebas intensas
en cicloergdmetro. Igualmente, Kaikkonen et al. (1998) afirmaron que una
suplementacién con CoQ10 y D-a-tocoferol acetato no afectd a la concentraciéon
plasmatica de CK tras finalizar una carrera de maraton. Kon et al. (2008) senalaron
como posible causa de la diferencia en los resultados entre su estudio y el realizado
por Kaikkonen et al. (1998), la dosis de CoQ10 empleada, 300 mg/dia y 90 mg/dia
respectivamente, apuntando que existe la posibilidad de que el dafio muscular
inducido por el ejercicio no se haya visto reducido en el citado estudio debido a que la
ingesta de CoQ10 necesaria para aumentar las concentraciones de CoQ10 en el tejido
muscular ha de ser mayor.

En la misma linea, en un estudio posterior (Mizuno et al., 2008) no se informé
de cambios significativos en la concentracién de CK y AST tras la realizacién de una
prueba de esfuerzo en cicloergédmetro, después de una suplementaciéon con CoQ10
(100 6 300 mg durante 8 dias). Asimismo, Ostman et al. (2012) no encontraron
diferencias significativas en los niveles de CK en sujetos moderadamente entrenados
suplementados con CoQ10 (90 mg/dia durante 8 semanas) tras la realizacion de varios
test de esfuerzo.

Por ultimo, el Unico estudio (Kizaki et al., 2015) que ha evaluado los efectos de
una suplementacidon con ubiquinol (600 mg/dia durante 11 dias) sobre el dafio
muscular inducido por el ejercicio realizado durante un campus de entrenamiento
intensivo de kendo, determiné que las concentraciones plasmaticas de CK y MB, en
atletas jovenes, aumentaron significativamente durante el campus, aunque no se
registraron diferencias significativas entre los grupos ubiquinol y placebo. Los autores
apuntaron como una posible explicacién de la inconsistencia en los resultados
respecto al estudio realizado por Kon et al. (2008), el grado de intensidad del ejercicio
realizado durante el campus, que pudo no haber sido tan severo en comparacidon con
la citada investigacion; provocando un dafio muscular relativamente moderado.

Es neceserario apuntar en este apartado que los resultados de estas
investigaciones respecto a las variables de troponina y creatina quinasa, pueden diferir
de los obtenidos en el presente estudio, debido también a que en la presente
investigacion se han medido tanto la isoforma asociada al musculo esquelético de la
creatina quinasa (CK-MM) como la Troponina | de tipo 1y 2 del musculo esquelético, de
contraccion lenta y contraccion rapida respectivamente (TNNI1 y TNNI2); por lo que la
especificidad de estas variables, respecto al dafio producido en el musculo esquelético,
es mayor que en la CK o la TNl y TNT que usualmente se determinan en la mayoria de
las investigaciones, ya que estos parametros contienen, ademas, las isoformas del
tejido cerebral y cardiaco.
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Por tanto, a pesar de que la produccién cientifica respecto a los efectos de la
suplementacién con CoQ10 sobre el dafio muscular provocado por el ejercicio es
escasa, y los resultados muestran una cierta discrepancia, en base a los resultados
obtenidos en la presente investigacidn, parece ser que el ubiquinol posee el potencial
para reducir el dafio muscular. Sin embargo, es necesario apuntar que, como se ha
comentado en apartados anteriores, los marcadores sanguineos de dafio muscular no
necesariamente reflejan qué eventos ocurren localmente, de forma especifica dentro
del musculo durante el ejercicio; por ello, es necesaria una mayor investigacidén en este
campo, especialmente, mediante estudios detallados usando muestras de musculo
esquelético humano y/o animal en futuras investigaciones.

3. Efecto de la suplementacidn sobre el rendimiento fisico

Finalmente, uno de los objetivos de la presente investigacion ha sido evaluar si
la suplementacién con ubiquinol mejora el rendimiento fisico en sujetos sanos
entrenados, por medio del estudio de valores promedio registrados en un circuito de
musculacidon (carga o peso desplazado, nimero de repeticiones y percepcion del
esfuerzo), asi como la fuerza muscular desarrollada en el ejercicio de press banca en
maquina Smith (velocidad fuerza maxima, fuerza mdaxima y potencia), durante la
realizacion de un protocolo de ejercicio fisico intenso.

Durante el ejercicio, la carga de trabajo induce a una sensacion de esfuerzo que
aumenta gradualmente, pudiendo ser tan intensa que provoque una reduccién de la
carga de trabajo o, incluso, interrumpir el ejercicio. En este sentido, estd bien
documentado en la literatura cientifica que la inflamacidn local y sistémica, el estrés
oxidativo y el dafio muscular inducidos por el ejercicio extenuante, deterioran la
funcion del musculo esquelético (Davis et al., 2007) induciendo a un estado de fatiga y,
algunos autores han relacionado este efecto con déficits de rendimiento durante la
competencia ejercicio (Baldwin Lanier, 2003; Robson-Ansley et al., 2004).

En este contexto, como se ha expuesto en apartados anteriores, la
suplementacién con CoQ10 ha demostrado afectar a variables relacionadas con el
ejercicio, tanto en sujetos sanos como en condiciones patoldgicas y, este efecto parece
estar mediado por una mejora en la produccidn de energia, una reduccién del estrés
oxidativo, dafio muscular e inflamacion por su capacidad antioxidante, un mejor uso
del consumo de oxigeno en los musculos periféricos y, finalmente, una estimulacién de

164



CAPITULO V. DISCUSION

la actividad del sistema nervioso auténomo durante el ejercicio. No obstante, los
estudios que han investigado el potencial efecto ergogénico de la CoQ10 en sujetos
sanos han reportado resultados mixtos y, su efecto sobre el rendimiento fisico ha sido,
durante mucho tiempo, un tema que ha generado una cierta controversia.

Para evaluar el efecto de la suplementacion con ubiquinol sobre el rendimiento
fisico en la presente investigacion, se ha llevado a cabo un protocolo de ejercicio
intenso de caracter anaerdbico-aerdbico, cuya carga de trabajo minima correspondid,
aproximadamente, con el 60-70% de la fuerza dinamica o repeticion maxima (1RM).

Conforme a los resultados obtenidos en el presente estudio en relacién a
algunos de los parametros de rendimiento evaluados, se puede apreciar un efecto
debido a la suplementacidon con ubiquinol, ya que se han observado varias mejoras
interesantes en el grupo suplementado en comparacion con el placebo en alglin punto.
En el grupo suplementado con ubiquinol se observé un aumento significativo en el
promedio de la carga desplazada (kg) en ambas series (S1y S2) de la segunda sesion de
ejercicio (E2), mientras que, en cuanto al promedio en el nimero de repeticiones, se
observd un incremento significativo en ambas series de la primera sesidn de ejercicio
(E1). Por tanto, estos hallazgos muestran una cierta mejora en el rendimiento debida a
la suplementacion con ubiquinol, siendo interesante apuntar que, si bien la carga ha
aumentado en la segunda sesidn y no en la primera, lo contrario sucede respecto al n?
de repeticiones, lo cual pudo ser debido al efecto ergogénico producido por la
suplementaciodn, al incrementar la carga en la segunda sesioén, lo que, a su vez, provoco
qgue no se registrasen diferencias significativas entre grupos en el n2 de repeticiones.

Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos en otros estudios previos
gue han evaluado los efectos de una suplementacién con CoQ10 sobre el rendimiento
en el ejercicio. Cinquegrana et al. (1987) mostraron que una suplementacion con
CoQ10 produjo un aumento significativo en la carga de trabajo en una prueba aerdébica
maxima hasta el agotamiento (Test en cicloergométro: incrementos de 20 W cada 2
minutos, sobre una base de 50 W) en comparacién con el grupo control en sujetos
sedentarios. Igualmente, Ylikoski et al. (1997) demostraron que la suplementacion con
CoQ10 causé un aumento en el VO,max y en los umbrales aerdbico y anaerdbico en
esquiadores de fondo profesionales y, ademas, observaron una tendencia de mejora
en la eliminacion del acido lactico. Igualmente, Faff et al. (1997) determinaron que una
suplementacidon con CoQ10 provocé mejoras significativas en la capacidad anaerdbica
en soldados durante un protocolo de ejercicio supramdaximo en cicloergdmetro.

Por otro lado, los resultados registrados respecto a la fuerza muscular
desarrollada en el ejercicio de press banca en maquina Smith durante el circuito de
musculacién arrojan, igualmente, mejoras en el rendimiento muscular debidas a la
suplementacién con ubiquinol. En referencia a la fuerza maxima, el grupo ubiquinol
obtuvo un incremento significativo en comparacion con el grupo placebo en ambos
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ejercicios (2 y 6) de press banca en la primera serie (S1) de la primera sesion de
ejercicio (E1), asi como en el primer ejercicio (2) de la primera serie (S1) de la segunda
sesion de ejercicio (E2). En cuanto a los datos obtenidos en la potencia desarrollada, el
grupo suplementado con ubiquinol también registré6 un aumento respecto al grupo
placebo en el segundo ejercicio (6) en ambas series (S1 y S2) de ambas sesiones de
ejercicio (E1 y E2). Respecto a la velocidad de potencia maxima, el grupo
suplementado obtuvo mejoras respecto al placebo Unicamente en el primer ejercicio
(2) de la primera serie (S1) en la primera sesién de ejercicio (E1), no obstante se puede
apreciar una tendencia positiva, aunque no significativa, en el grupo ubiquinol en el
resto de puntos en ambas sesiones.

Estos hallazgos, igualmente, estan en linea con los obtenidos en otros estudios,
aunqgue el protocolo de ejercicio supramaximo empleado haya sido distinto. Por
ejemplo, Gokbel et al. (2010), informaron que una suplementacién con CoQ10 mejoré
la potencia media durante episodios repetidos de ejercicio supramaximo (Wingate
test) en sujetos sedentarios, concluyendo que la CoQl10 presenta la capacidad de
potenciar el rendimiento. También, Mizuno et al. (2008) informaron que una
suplementacién de corta duracion con CoQ10 produjo mejoras en el rendimiento fisico
durante una prueba de esfuerzo en cicloergdmetro supramaxima en sujetos sanos
(80% de la frecuencia cardiaca en el umbral anaerdbico; 4 h de duracion; velocidad
maxima de pedaleo sin carga durante 10 s a los 30 y 210 min desde el inicio) y, sus
conclusiones se debieron, principalmente, a que el grupo suplementado registré de
forma significativa una menor disminucién en la velocidad maxima en el minuto 210
respecto al 30 en comparacion con el placebo. En otro estudio, Cooke et al. (2008)
demostraron que tanto una suplementacién aguda (200 mg, 60 min antes del ejercicio)
como una suplementacion de corta duraciéon con CoQ10 (200 mg/dia durante 14 dias)
no afectaron de forma significativa al tiempo hasta el agotamiento durante el ejercicio
aerdbico, aunque si observaron una tendencia positiva en el grupo suplementado
durante 2 semanas.

Hasta la fecha, pocos son los estudios que han evaluado el efecto de una
suplementacién con ubiquinol sobre el rendimiento en el ejercicio en humanos
(Bloomer et al., 2012; Alf et al., 2013). Ambos estudios fueron realizados con sujetos
entrenados y los resultados difieren entre si. En el estudio realizado por Bloomer et al.
(2012) se proporciond una dosis suficiente (300 mg/dia durante 4 semanas) que
incremento significativamente los niveles plasmaticos de CoQ10 aunque, a pesar de
esta elevacidn, no se observé ningun beneficio significativo en el rendimiento para las
pruebas de ejercicio aerébico o anaerdbico; sin embargo, apuntaron que individuos
seleccionados parecieron responder a la suplementacién, en particular con respecto a
la prueba de cycle sprint test, ya que observaron que la relacion entre el porcentaje de
cambio en la CoQ10 total en sangre y el rendimiento respecto al trabajo total en el
cycle sprint test (R* = 0.6009) fue de moderado a fuerte, por lo que estos hallazgos
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proporcionan alguna indicacion de que los niveles mas altos de CoQ10 total en sangre
parecen estar relacionados con un mayor rendimiento en este test.

Por otra parte, Alf et al. (2013) demostraron que una suplementacién diaria de
300 mg de ubiquinol durante 6 semanas mejoré significativamente el rendimiento
medido como potencia maxima en +0,08 W/kg de peso corporal (+2,5%) en el grupo
suplementado respecto al placebo, siendo esta la Unica medida evaluada en un test en
cicloergdmetro a maxima potencia hasta alcanzar el umbral de lactato de 4 mmol vy,
ademads, también concluyeron que la adherencia a un régimen de entrenamiento
exigente, debido a que los sujetos evaluados fueron atletas olimpicos de élite en fase
de preparacién, dio como resultado una mejora en la potencia pico, aunque la
suplementacién con ubiquinol aumento significativamente la potencia pico en valores
absolutos en comparacién con el placebo.

Otro estudio que examind cdmo la capacidad de ejercicio y el sistema de
regulacién del estrés oxidativo se ven afectados por diferentes cantidades de ubiquinol
(300 mg versus 30 mg) a largo plazo en ratas (Maruoka et al., 2014) no observéd
diferencias significativas respecto al tiempo total empleado en tapiz rodante hasta el
agotamiento entre ambos grupos, sin embargo, detectaron una disminucién del 15,1%
en el cambio porcentual en la velocidad media desde el inicio hasta los 10 meses en el
grupo suplementado con 300 mg respecto al grupo suplementado con 30 mg, hecho
gue determind que los autores sugiriesen que el consumo de altas dosis de ubiquinol
inhibe las disminuciones porcentuales en el tiempo de carrera, existiendo una relacién
entre la dosificacién y el mantenimiento de los efectos fisiolégicos asociados con el
tiempo.

Por tanto, parece ser que no sdlo el metabolismo del musculo cardiaco
aumenta con la activacién mitocondrial (aumento del gasto cardiaco), sino que la
demanda de oxigeno de la musculatura activa también es compensada
adecuadamente por acciones como la disminucion de la resistencia vascular periférica
debida a la suplementacion (Maruoka et al.,, 2014). De hecho, Kizaki et al. (2014)
notificaron un efecto hipotensor en SBP tras una suplementacién con ubiquinol (600
mg/dia durante 11 dias) en atletas jovenes de kendo durante un campus intensivo de
entrenamiento, produciendo mejoras en la resistencia vascular periférica por
vasodilatacion, apuntando que este efecto debido a la suplementacion puede aparecer
a corto plazo sélo bajo circunstancias con cambios agudos en la sobreproduccion de
estrés oxidativo inducida por el ejercicio, como en el caso de la presente investigacion.
Anteriormente, los datos de un meta-andlisis donde 12 ensayos clinicos fueron
evaluados, ya indicaron que la CoQ10 presenta el potencial para reducir la SBP hasta
17 mmHg y la DBP hasta 10 mmHg en pacientes hipertensos sin efectos secundarios
significativos (Rosenfeldt et al., 2007).
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Desde otra perspectiva, otro estudio (Zheng & Moritani, 2008) informé de un
aumento en la actividad del sistema nervioso auténomo durante el ejercicio tras una
suplementacidon aguda con CoQl10, lo cual puede asociarse con una mejora en el
metabolismo energético durante el ejercicio, configurandose este hecho como una
posible explicacién para los resultados obtenidos en el presente estudio. Zuliani et al.
(1989) evaluaron los efectos de una suplementacion sobre los cambios metabdlicos
inducidos por el ejercicio prolongado en cicloergdémetro en sujetos no entrenados,
informando que el grupo CoQ10 registrd niveles plasmaticos de acidos grasos libres
significativamente mas bajos respecto al placebo tras el ejercicio, lo cual podria estar
relacionado con una mejora en la absorcion y oxidacién de éstos, lo que sugiere una
mayor eficiencia en el metabolismo de las grasas mediada por la suplementacion.

En la misma linea, en el estudio realizado por Diaz-Castro et al. (2012) no se
encontraron diferencias entre el grupo suplementado con CoQ10 vy el placebo respecto
a los niveles plasmaticos de colesterol y fosfolipidos; sin embargo, se registréo una
disminucion en los niveles de triglicéridos asociada con el ejercicio en ambos grupos,
siendo las concentraciones mas altas en el grupo suplementado con CoQl0 en
comparacion con el placebo vy, teniendo en cuenta que altos niveles de triglicéridos
durante el ejercicio mejoran la actividad del musculo esquelético y la capacidad de
ejercicio (Hawley, 2002), este hallazgo podria indicar un efecto ergogénico potencial de
la CoQ10.

Desde otro angulo, como se ha comentado anteiormente, la fatiga es un
concepto multifuncional y complejo que abarca aspectos psicoldgicos. Los cambios
fisicos y bioquimicos durante el ejercicio son efectos fisioldgicos, los cuales pueden ser
cuantificados de forma objetiva, sin embargo, la fatiga también es una entidad
psicologica, lo que representa, por anadidura, una concepcion de variable subjetiva y
mental (Ament & Verkerke, 2009). Por tanto, la fatiga inducida por el ejercicio fisico
agudo intenso o extenuante es un fendmeno complejo caracterizado por los multiples
sintomas, tanto de origen fisiolégico como psicoldégico, que pueden ocurrir
simultaneamente durante la competencia del ejercicio; es por ello que en el presente
estudio también se ha evaluado el comoponente psicoldgico de ésta, por medio de la
percepcion del esfuerzo a través de la escala OMNI-RES (Robertson et al., 2003).

Con respecto a la percepciéon del esfuerzo percibido en el presente estudio, en
ambos grupos se observd una mayor percepcion del esfuerzo en la segunda serie de
ambas sesiones de ejercicio y sélo se observaron diferencias significativas entre ambos
grupos en la primera serie (S1) de la primera sesién de ejercicio (E1), observandose un
efecto positivo debido a la suplementacidon en este punto. Este hallazgo difiere del
obtenido en el estudio realizado por Bloomer et al. (2012), donde también se empled
el ubiquinol como suplemento. No obstante, Mizuno et al. (2008) detectaron una
mejoria en el grupo suplementado con CoQ10 respecto al placebo en la sensacion de
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fatiga subjetiva después del ejercicio y en el periodo de recuperacion. Igualmente,
Porter et al. (1995) también informaron de un aumento en la percepcién de vigor en el
grupo CoQ10 en la condicién de reposo, e Ylikoski et al. (1997) informaron que el 70%
de los sujetos suplementados con CoQ10 expresaron efectos positivos debidos a la
suplementacién tanto durante el ejercicio como después de la recuperacién de la
fatiga.

Por lo tanto, este estudio proporciona evidencia cientifica de que el ubiquinol
es un compuesto seguro que produce mejoras en el rendimiento y funcionalidad
muscular en el ejercicio en sujetos sanos entrenados, debido a que la suplementacién
ha dado como resultado incrementos en variables como la carga (peso desplazado en
kg) y nUmero de repeticiones en un circuito de musculacién intenso, asi como mejoras
en la fuerza muscular, potencia y velocidad de potencia maxima en el ejercicio de press
banca en maquina Smith. Ademas, propociona mejoras en variables de componente
psicolégico como la percepcidn del esfuerzo realizado. El aumento observado en el
rendimiento en el ejercicio podria deberse a una combinacion de distintos factores
como una reduccidén del dafio oxidativo y muscular y/o una mayor proteccién
antioxidante (efectos ya demostrados en la presente investigacién) ademas de una
mejora en el metabolismo energético, mediados por un incremento en la
concentracién de CoQ10 en sangre y a nivel muscular, ya que, segun Alf et al. (2013)
una mayor actividad mitocondrial mejora la produccidon de ATP y una mayor presencia
de ubiquinol en las mitocondrias contribuye a una mayor sintesis de ATP.

No obstante, se necesitan investigaciones futuras para dilucidar los
mecanismos exactos por los que una suplementacién con ubiquinol produce mejoras
en el rendimiento fisico, para lo cual seria necesario realizar, como se ha comentado,
estudios detallados donde se extrajesen muestras de musculo esquelético humano y/o
animal para asi conocer los mecanismos que tienen lugar a nivel muscular. Ademas,
también seria necesario realizar estudios que involucrasen a un mayor nimero de
sujetos, asi como evaluar los efectos de distintos protocolos de suplementacidn (dosis
y tiempo), especialmente con ubiquinol, ya que se ha demostrado su mayor
biodisponibilidad respecto a la tradicional ubiquinona y el nimero de estudios que han
evaluado sus efectos hasta el momento es muy escaso.
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En funcidn de los resultados obtenidos en la presente investigacion, se pueden

extraer las conclusiones que se enumeran a continuacion:

1.

El protocolo de ejercicio fisico intenso llevado a cabo en el presente estudio ha
inducido a dafio oxidativo y muscular, revelando el caracter acumulativo de
éste tras finalizar la segunda sesién, de acuerdo con los resultados obtenidos
en las distintas variables de dafio oxidativo y muscular evaluadas.

La suplementacion con ubiquinol de dos semanas de duracién (200 mg/dia)
previa a la realizacion del protocolo de ejercicio intenso, ha mostrado un efecto
beneficioso sobre el dafio oxidativo inducido por el ejercicio en sujetos sanos
entrenados, ya que ha reducido la concentracion de 8-OHdG en plasma y orina,
PC en membrana de eritrocitos, peroxidos de lipidos y Ox-LDL en plasma, e
isoprostanos en orina en algun punto, demostrandose el efecto protector de
este compuesto frente al estrés oxidativo inducido por el ejercicio.

La suplementacion con ubiquinol de dos semanas de duracion (200 mg/dia)
previa a la realizacion del protocolo de ejercicio intenso, ha mostrado un efecto
beneficioso sobre la defensa antioxidante en sujetos sanos entrenados, ya que
produjo incrementos en la capacidad antioxidativa plasmatica total, en la
concentracion de antioxidantes liposolubles, y en los niveles de CAT.

La suplementacion con ubiquinol de dos semanas de duracion (200 mg/dia)
previa a la realizacion del protocolo de ejercicio intenso, ha mostrado un efecto
beneficioso sobre el dafio muscular inducido por el ejercicio en sujetos sanos
entrenados, ya que redujo la concentracidon de CK-MM, de TNNI1 y TNNI2, y de
MB en algun punto. Ademas, la suplementacién mantuvo los niveles de NO
dentro de un rango estrecho, mientras que disminuyé progresivamente en el
grupo placebo, lo cual podria suponer mejoras en la funcion endotelial, en el
suministro de sustratos energéticos y en la recuperacién muscular.

La suplementacion con ubiquinol de dos semanas de duracion (200 mg/dia)
previa a la realizacién del protocolo de ejercicio, ha mostrado un efecto
ergogénico produciendo mejoras en el rendimiento fisico durante el ejercicio
en sujetos sanos entrenados, ya que produjo incrementos en la carga y en el
numero de repeticiones, asi como mejoras en la fuerza muscular desarrollada
en press banca (Maquina Smith), incrementando la fuerza maxima, la potencia,
y la velocidad de potencia maxima en algun punto. Ademas, la suplementacién
ha producido mejoras en variables de componente psicolégico, como la
percepcion del esfuerzo realizado.
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6. Conclusidn general: La suplementacion con ubiquinol de corta duracion previa
a la realizacidn de un ejercicio fisico intenso, ha demostrado ser una estrategia
nutricional segura y eficaz para reducir el dafio oxidativo y muscular inducido
por el ejercicio y, ademas, puede proporcionar mejoras en el rendimiento por
su potencial ergogénico.
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ANEXO |

HOJA INFORMATIVA PARA EL VOLUNTARIO

“INFLUENCIA DE UNA SUPLEMENTACION A CORTO PLAZO CON UBIQUINOL SOBRE DIVERSOS
ASPECTOS RELACIONADOS CON LA ACTIVIDAD FiSICA (FUNCION MUSCULAR, ESTRES
OXIDATIVO Y SENALIZACION INFLAMATORIA)”

Proyecto llevado a cabo entre la Fundacién Empresa-Universidad de Granada y la empresa
KANEKA Corporation y dirigido por el Dr. Julio José Ochoa Herrera.

Objetivo: evaluar el efecto de una suplementacién corto plazo con ubiquinol sobre la agresion
oxidativa, senal inflamatoria, fuerza y resistencia en sujetos sometidos a un ejercicio de alta
intensidad o extenuante.

Metodologia: Se consumira durante dos semanas 200 mg/dia de ubiquinol en forma de
capsulas blandas. Tras estas dos semanas se realizaran dos pruebas de ejercicio intenso con un
periodo de descanso entre las pruebas de 24 horas. Se obtendran muestras de sangre y orina
al inicio del estudio, antes de la realizacion de la primera prueba de ejercicio intenso, tras la
finalizacion de la misma, tras un descanso de 24 horas y tras la finalizacion de la segunda
prueba de ejercicio intenso. Al inicio de la suplementacion se realizard una sesién de
preparacion para adaptar la carga de trabajo a cada participante y en base a esos datos se
realizard un protocolo de ejercicio intenso basado en un circuito de musculacion de 10
ejercicios (2 series), que es el que se llevard a cabo en las pruebas fisicas intensas a realizar.
También se suministrard al inicio un recordatorio de consumo de alimentos de 96 horas, lo que
nos permitira conocer o evaluar el estado nutricional.

Uso de las muestras bioldgicas: Las muestras bioldgicas obtenidas seran utilizadas para
conocer el estado bioquimico y hematoldgico del participante antes y después de la
suplementacion con ubiquinol y antes y después de la realizacién de las pruebas de ejercicio
intenso. También se determinard con estas muestras bioldgicas el estado oxidativo e
inflamatorio y de dafo muscular en los momentos comentados anteriormente. Una vez
finalizado el estudio y realizadas las determinaciones del proyecto, las muestras bioldgicas
seran destruidas siguiendo la normativa vigente sobre el tratamiento de residuos bioldgicos.

Toma del ubiquinol: Se recomienda repartir la dosis a los largo del dia y acompafiarla de
comidas, por ejemplo, una capsula en el desayuno y otra en la comida.

Beneficios esperados: Entre los beneficios esperados se encuentra una disminucién de la
agresion oxidativa, y la sefializacion inflamatoria asociada a un ejercicio fisico de alta
intensidad vy, por lo tanto, una disminucién en el dafio muscular asociado a este tipo de
ejercicio fisico, lo cual podria mejorar aspectos relacionados con la resistencia y la fatiga
muscular. Ademads se obtendra una informacidon completa sobre el estado fisico, nutricional y
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bioquimico del participante.

Incomodidades y riesgos derivados del estudio: al proceder a la extraccidn de las muestras de
sangre, el voluntario podria notar sintomas como picor, rubor, escozor, dolor etc... en la zona
del pinchazo. No se espera ningln otro riesgo o incomodidad.

Posibles acontecimientos adversos: no se esperan. El ubiquinol esta recogido como principio
activo en el Vademécum, indicado como suplemento nutricional de venta en parafarmacia e
inocuo a la dosis utilizada en este estudio, incluso en dosis diez veces superiores a la utilizada
no se han detectado signos de toxicidad.

Caracter voluntario de su participacion: la participacion es voluntaria asi como la posibilidad
de retirarse del estudio en cualquier momento, sin que por ello se altere la relacién
participante-investigador.

Accesibilidad del participante a su informaciéon: Como se recogen en diversos articulos de la
Ley de Investigacion Biomédica, todos los participantes, si asi lo desean, tendran acceso a
todos los resultados obtenidos con sus muestras bioldgicas, asi como, si asi lo desean, no les
seran comunicados los datos obtenidos.

Personas que tendran acceso a los datos: los datos seran tratados segun establece la Ley
Orgéanica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccién de Datos de Caracter Personal. Los
investigadores de este estudio garantizan la confidencialidad de los datos. Cada voluntario
contara con una clave de identificacién y sélo tendran acceso a sus datos los responsables del
mismo: Dr. Julio J. Ochoa Herrera.

Cualquier aspecto que establezca dudas y preguntas para el participante, podra consultarse
antes, durante y después del estudio a los organizadores del mismo (teléfonos 65824100
ects. 20317; 20303).
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ANEXO Il

CONSENTIMIENTO INFORMADO

HOJA DE ADMISION EN EL ESTUDIO

Titulo del proyecto: “INFLUENCIA DE UNA SUPLEMENTACION A CORTO PLAZO CON
UBIQUINOL SOBRE DIVERSOS ASPECTOS RELACIONADOS CON LA ACTIVIDAD FiSICA
(FUNCION MUSCULAR, ESTRES OXIDATIVO Y SENALIZACION INFLAMATORIA)”

He leido la hoja de informacidn que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He hablado con los responsables sobre el estudio.
Comprendo que mi participacion es voluntaria.
Comprendo que me puedo retirar del estudio:

1. Cuando quiera.

2. Sin tener que dar explicaciones.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio y mi autorizacién para obtener
las muestras bioldgicas indicadas en el proyecto.

e Fecha: Firmado:
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ANEXO Il

CUESTIONARIO NUTRICIONAL

INSTRUCCIONES:

1. Esta encuesta consiste en recordar y/o anotar todos los alimentos consumidos durante 4
dias, tres de los cuales pueden ser cualquier dia entre el lunes y el viernes, y el cuarto debe de
ser un dia de fin de semana (sabado o domingo).

2. Para cada dia debe de rellenar una tabla distinta, indicando en primer lugar la fecha y el
dia de la semana al que se refiere.

3. Latabla esta dividida en 5 apartados: desayuno, media manana, comida, merienda y cena.

4, Latabla consta de 4 columnas:

COLUMNA 1: ALIMENTOS

= En cada fila de esta columna deberd anotar el nombre de los alimentos y bebidas
consumidos, sin olvidar los que se hayan tomado entre horas (refrescos, tapas, caramelos,...).
Indicar sélo un alimento por fila.

=  Debe de anotar también el tipo de alimento.

Ejemplos

- Si consume carne, indique si es cerdo, ternera, pollo (pechuga, muslo),...

- Si consume pescado, indique si son boquerones, merluza, sardinas,...

- Nombre de las verduras: tomates, zanahorias, coliflor,...

- Tipo de aceite: oliva, girasol,...

- Pan blanco, integral, de molde,...

= Indique también si le echa azucar, aceite,...

= Si es un alimento elaborado con varios ingredientes, indique el nombre de todos los

ingredientes que lo componen, cada uno de los ingredientes debe ir en una fila diferente:
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Ejemplo:

- Si usted come una ensalada con lechuga, tomate, cebolla, pepino,... deberd indicar en
una fila la lechuga, en otra fila el tomate,... y anotar las cantidades de cada ingrediente por

separado.

COLUMNA 2: PREPARACION

. En esta columna debera indicar la forma de preparacién de los alimentos indicados en la

columna anterior. Ejemplo: crudo, a la plancha, cocido, al horno, frito,...

COLUMNA 3: MEDIDA CASERA

= Indique la cantidad del alimento consumido utilizando una medida casera como puedan
ser:

- Cucharita de postre

- Cuchara

- Vaso pequefio

- Vaso

- Numero o porcion de una pieza y su tamafio: (Ejemplo: un platano, un filete pequefio,

un cuarto de cebolla...)

COLUMNA 4: CANTIDAD EN GRAMOS:

. En esta columna debe de indicar, si la conoce, la cantidad en gramos del alimento
ingerido. Para ello puede ayudarse de la cantidad indicada en el envase. Es importante que al

menos rellene una de estas dos uUltimas columnas para cada alimento o ingrediente.

Ejemplo :
ALIMENTOS PREPARACION MEDIDA CANTIDAD
CASERA (gramos)
Comida:
Patatas fritas Medio plato
Filete de pechuga de pollo plancha Dos filetes 250 gramos
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Pan blanco Un bollo 60 gramos
Yogur natural azucarado Un yogur 125 gramos
Melocotén Una pieza

5. Al final de cada tabla encontrard un casillero de Incidencias donde debe anotar si a lo

largo de ese dia ha tomado alguna medicacién fuera de la habitual o si sufre alguna dolencia
leve como pueda ser un dolor de cabeza, dolor de estémago...

Muchas gracias por su colaboracion en este estudio.

Cédigo:
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EVALUACION DE LA INGESTA NUTRICIONAL

DATOS PERSONALES:

Nombre:

Edad:

1. ¢Alguno de los dias recogidos en la encuesta comié o cené fuera de casa?

DIA1 DIA 2 DIA 3

Si, una vez.

Si, dos veces

No

2. ¢Considera que la dieta consumida en los dias indicados fue la habitual?

DIA1 DIA2 DIA3

Si, fue un dia habitual

La comida fue especial

La cena fue especial

Todas las comidas fueron especiales

3. ¢Realiza en la actualidad alguna dieta o régimen?
Si
No

En caso afirmativo indique el motivo:

4. ¢Estatomando vitaminas o suplementos dietéticos?
Si
No

En caso afirmativo indique el nombre y la cantidad diaria:
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DIA 1

Fecha:

Dia de la semana:

ALIMENTOS

PREPARACION

MEDIDA CASERA

CANTIDAD (gramos)

Desayuno:

Media mafana:

Comida:

Merienda:

Cena:

Incidencias:
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DIA 2

Fecha:

Dia de la semana:

ALIMENTOS

PREPARACION

MEDIDA CASERA

CANTIDAD (gramos)

Desayuno:

Media mafana:

Comida:

Merienda:

Cena:

Incidencias:
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Fecha:

D |A 3 Dia de la semana:

ALIMENTOS PREPARACION | MEDIDA CASERA |CANTIDAD (gramos)

Desayuno:

Media manana:

Comida:

Merienda:

Cena:

Incidencias:
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DIA 4

Fecha:

Dia de la semana:

ALIMENTOS

PREPARACION

MEDIDA CASERA

CANTIDAD (gramos)

Desayuno:

Media mafi ana:

Comida:

Merienda:

Cena:

Incidencias:
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ANEXOS

FRECUENCIA DE CONSUMO DE ALIMENTOS

DURANTE EL ULTIMO ANO, ¢ CON QUE FRECUENCIA CONSUMIO LOS SIGUIENTES ALIMENTOS?:

ALIMENTOS

NUNCA

VECES/
DIA

VECES/
SEMANA

VECES/
MES

VECES/
ANO

CARNES

Pollo / carne de aves

[Ternera / toro

Cerdo

Cordero

Conejo

lamon serrano

lamén york

Embutidos (chorizo, salchichas, mortadela, chéped, etc.)

Higado, rifién, corazén, sesos

PESCADO Y MARISCO

Pescado blanco (merluza, pescada, lenguado, rape, etc.)

Pescado azul (atun, sardina, boquerdn, caballa, aguja,

Pescado en conserva

Calamares, chopitos, pulpo, sepia o choco, etc.

Mariscos (gambas, langostinos, almejas, mejillones, etc.)

Peces de rio (trucha, salmon, etc.)

HUEVOS

Huevo frito, cocido, tortilla, etc.

LEGUMBRES

Lentejas

Garbanzos

Judias blancas / chicharos

Guisantes

CEREALES

Pan blanco

Pan integral

Pan de molde

Arroz ( en todas sus modalidades )
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ALIMENTOS

NUNCA

VECES/
DIA

VECES/
SEMANA

VECES/
MES

VECES/
ANO

Pasta (fideos, macarrones, pizza, etc.)

Patatas (fritas, cocidas, asadas, en tortilla, etc.)

LACTEOS

Leche entera

Leche semidesnatada

Leche desnatada

Leche condensada

lYogur entero

Yogur desnatado

Natillas/flan

Queso fresco

Queso manchego, bola.

Queso en porciones

Queso fundido

Helados

IGRASAS

Mantequilla

Margarina

ITocino, manteca

Mayonesa

lAceite oliva virgen

iAceite oliva refinado (no virgen)

lAceite de orujo (oliva)

lAceite mezcla virgen-refinado

Aceite de semillas (girasol, otros)

lAceitunas

IVERDURAS

Lechuga

[Tomate (natural, frito, en ensaladas, etc.)

Pimiento ( " " ")

Zanahoria

ludias verdes
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ALIMENTOS

NUNCA

VECES/
DIA

VECES/
SEMANA

VECES/
MES

VECES/
ANO

Cebolla

Col / coliflor

Acelgas / espinacas

Esparragos

Habas frescas

Champifidn y setas

FRUTAS

Manzanas

Peras

Naranjas / mandarinas

Platanos

Melocotén

Fresas

Uvas

Meldn / sandia

En conserva

DULCES Y PASTELES

IAzGcar/miel

Mermelada

Chocolate / cacao

Galletas / pastas / pasteles/ bolleria / dulces / caramelos

BEBIDAS

Zumos de frutas envasados

Refrescos ( cola y similares )

Cerveza / sidra

ino

Ron / Ginebra / Cofiac / Anis / whisky / licores

FRUTOS SECOS

IAlmendras, avellanas, cacahuetes, nueces, etc.
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ANEXO V

CUESTIONARIO INTERNACIONAL DE ACTIVIDAD FiSICA (IPAQ-SF)

NOMEERE Y APELLIDOS:

SEXO: VARON O MUJER O EDAD: PROFESION:

CORREO ELECTRONICO: TELEFONO:

Estamos interesados en saber acerca de la clase de actividad fisica que usted realiza como
parte de su vida diaria. Las preguntas que aparecen a continuacion hacen referencia al tiempo
que usted ha empleado para ser fisicamente activo(a) en los ultimos 7 dias. Por favor
responda cada pregunta a pesar de que usted no se considere una persona fisicamente activa.
Por favor, piense en aquellas actividades que usted realiza como parte del trabajo, en el jardin
y en la casa, para ir de un sitio a otro, y en su tiempo libre de descanso, ocio, ejercicio o
deporte.

Piense acerca de todas aquellas actividades vigorosas que usted realizé en los ultimos 7 dias.
Actividades vigorosas son las que requieren un esfuerzo fisico fuerte y le hacen respirar mucho
mas fuerte de lo normal. Piense solamente en esas actividades que usted hizo por lo menos
durante 10 minutos continuos.

1. Durante los ultimos 7 dias, ¢Cudntos dias realizé usted actividades fisicas vigorosas
como levantar objetos pesados, excavar, aerébicos, o pedalear rapido en bicicleta?

dias por semana

Ninguna actividad fisica vigorosa =P Pase a la pregunta 3

2. éCuanto tiempo en total usualmente le tomé realizar actividades fisicas vigorosas en
uno de esos dias que las realizd?

horas por dia

minutos por dia

No sabe/No esta seguro(a)

Piense acerca de todas aquellas actividades moderadas que usted realizo en los ultimos 7 dias
Actividades moderadas son aquellas que requieren un esfuerzo fisico moderado y le hace
respirar algo mas fuerte que lo normal. Piense solamente en esas actividades que usted hizo
por lo menos durante 10 minutos continuos.

3. Durante los ultimos 7 dias, ¢ Cuantos dias hizo usted actividades fisicas moderadas tal

como cargar objetos livianos, pedalear en bicicleta a paso regular, o jugar dobles de
tenis? No incluya caminatas.
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dias por semana

Ninguna actvidad fisica moderada =P pgse ala pregunta 5

4. Usualmente, ¢Cudnto tiempo dedica usted en uno de esos dias haciendo actividades
fisicas moderadas?

horas por dia

minutos por dia

No sabe/No estd seguro(a)

Piense acerca del tiempo que usted dedicé a caminar en los ultimos 7 dias. Esto incluye
trabajo en la casa, caminatas para ir de un sitio a otro, o cualquier otra caminata que usted
hizo Unicamente por recreacién, deporte, ejercicio, o placer.

5. Durante los ultimos 7 dias, é¢Cudntos dias camind usted por al menos 10 minutos
continuos?

dias por semana

No camind ===  Pase a la pregunta 7

6. Usualmente, ¢ Cuanto tiempo gasto usted en uno de esos dias caminando?

horas por dia

minutos por dia

No sabe/No estd seguro(a)

La ultima pregunta se refiere al tiempo que usted permanecio sentado(a) durante los ultimos
7 dias. Incluya el tiempo que permanecié sentado(a) en el trabajo, en casa, estudiando, y en su
tiempo libre. Esto puede incluir tiempo sentado(a) en un escritorio, visitando amigos(as),
leyendo o permaneciendo sentado(a) o acostado(a) mirando la televisién.

7. Durante los ultimos 7 dias, {Cuanto tiempo permanecio sentado(a) en un dia en la
semana?

horas por dia

minutos por dia

No sabe/No esta seguro(a)

Este es el final del cuestionario, gracias por su participacion.
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