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En pruebas de resistencia, los atletas de triatldon requieren una estrategia de hidratacién
adecuada para evitar efectos negativos en el rendimiento muscular, la inflamacién muscular
y sistémica. Sin embargo, parece que la ingesta de agua de mar puede ser una alternativa
de hidratacion adecuada en eventos deportivos de resistencia. Por lo tanto, el objetivo de
esta tesis doctoral fue evaluar el efecto de agua de mar microfiltrada sobre los marcadores
de inflamacidn en deportistas de triatlon. Para ello se realizd6 un estudio experimental
cruzado, doble ciego y controlado con placebo; evaluando marcadores de inflamacién,
medidas antropométricas, lactato, hemoglobina, hematocrito, VO;max, antes y después de
la competicidon, en 15 atletas voluntarios, aleatoriamente asignados a un grupo control, un
grupo con placebo y un grupo experimental con agua de mar de sales electroliticas
tamponadas (QUINTON HYPERTONIC 30 AB, Laboratoires Quinton, Francia). Los
biomarcadores se analizaron con Human Myokine Magnetic Bead Panel (HMYOMAG-56K).
Los resultaron mostraron que la apelina aumento en grupo experimental con agua de mar
(SG) vs grupo basal (BG) (p < 0,001), entre grupos, el aumento en SG vs Grupo control (CG)
y el grupo placebo (PG) fue significativo (p < 0,001); BDNF aumenté en el SG vs GC (p =
0,015); FABP3 aumenté en CG (p < 0,001), SG (p < 0,001) y PG (p < 0,001) vs BG; FGF21
aumentd en todos vs BG, pero sdlo fue significativo en SG (p = 0,016). En IL-6, SG aumentd
(p < 0,001) vs BG, el PG y el GC no se modificaron; IL-6 entre grupos, la diferencia entre SG
vs GCy del SG vs PG (p < 0,001) fue significativa; la IL-15 aumentdé en SG (p < 0,001) y PG (p
=0,011) vs BG; LIF disminuyd en el GC (p = 0,042). En conclusion, el consumo agudo de SW
como estrategia de hidratacion no tiene un efecto ergogénico significativo en los triatletas.
Sin embargo, el incremento significativo de IL-6 y la Apelina, fortalece la teoria de un
aumento en el estrés agudo de miokinas para incrementar la biogenisis mitocondrial y la

recuperacion de los atletas.



ABSTRACT

In endurance events, triathlon athletes require an adequate hydration strategy to avoid
negative effects on muscle performance, muscle and systemic inflammation. Seawater
intake may be a suitable hydration alternative in endurance events. The objective was to
evaluate the effect of buffered seawater in triathletes on markers of inflammation. A
double-blind, placebo-controlled, crossover experimental study was conducted, evaluating
markers of inflammation, anthropometric measures, lactate, hemoglobin, hematocrit, VO2,
before and after competition, in 15 volunteer athletes, randomly assigned to a control
group, a placebo group and an experimental group with buffered electrolyte salts seawater
(QUINTON HYPERTONIC 30 AB, Laboratories Quinton, France). Biomarkers were analyzed
with the Human Myokine Magnetic Bead Panel (HMYOMAG-56K). The results showed that
apelin increased in experimental seawater group (SG) vs baseline group (BG) (p < 0.001),
between groups, the increase in SG vs control group (CG) and placebo group (PG) was
significant (p < 0.001); BDNF increased in OS vs CG (p = 0.015); FABP3 increased in CG (p <
0.001), OS (p < 0.001) and PG (p < 0.001) vs BG; FGF21 increased in all vs BG, but was only
significant in OS (p = 0.016). In IL-6, OS increased (p < 0.001) vs BG, PG and GC were
unchanged; IL-6 between groups, the difference between OS vs GC and OS vs PG (p < 0.001)
was significant; IL-15 increased in OS (p < 0.001) and PG (p = 0.011) vs BG; LIF decreased in
GC (p = 0.042). In conclusion, acute consumption of SW as a hydration strategy has no
significant ergogenic effect on triathletes. However, the significant increase in IL-6 and
Apelin strengthens the theory of an increase in acute myokine stress to increase

mitochondrial biogenesis and recovery in athletes.



1. INTRODUCCION

Los atletas de triatldon tienen altas tasas de sudoracién debido a la combinacion de
modalidades de ejercicio (natacion, ciclismoy carrera), con un acceso limitado a los liquidos,
lo que promueve la deshidratacién progresiva y el estrés térmico(1) . Estas condiciones de
hidratacion inducen cambios en la temperatura corporal y los electrolitos que pueden
reducir el rendimiento fisico, contribuir a la fatiga y ser potencialmente peligrosos para la
salud, especialmente en eventos deportivos de larga duracidon (>4 h) (2). Por ejemplo,
especificamente en la etapa de natacidn y debido a la naturaleza dinamica de la carrera, la
ingesta de liquidos es limitada (3), lo cual es relevante porque hay un impacto negativo
significativo en el rendimiento aerébico debido a la deshidratacion progresiva leve (22%),
como se ha demostrado consistentemente en la investigacién(4-6). Por lo que, la prioridad
es minimizar la deshidratacidn, limitando las pérdidas por sudor al 2-3% de la masa corporal,
a través de un correcto plan de carrera, que potencie los puntos de hidratacién y con

adecuadas alternativas de hidratacion.

En este sentido, la hidratacidn esta implicada en la respuesta sistémica, concretamente en
el equilibrio dinamico de las citocinas, las que son responsables de coordinar, amplificar y
regular la magnitud y la duracién de los eventos inflamatorios y sus efectos (7). Estos
procesos inflamatorios, inducidos por el ejercicio, son benéficos y necesarios como

responsables de la regeneracion y reparacion del tejido muscular esquelético(8,9).

Tras el ejercicio, las citocinas que se liberan al torrente sanguineo participan regenerando
los tejidos, aumentando la permeabilidad de los vasos sanguineos y, por lo tanto, el paso
de liquido y proteinas al espacio extracelular (10). En este proceso, las células inmunitarias,
como los neutrdfilos y los macrofagos, actian en la recuperacién de la homeostasis tisular,

produciendo mediadores pro y antiinflamatorios (IL-6, TNF-a e IL-10) (8,11). El equilibrio



entre las acciones proinflamatorias y reguladoras de las distintas citocinas contribuye a la

regeneracién completa del tejido dafiado (12).

Sin embargo, el proceso inflamatorio inducido por el ejercicio debe mantenerse bajo control
para ser eficiente. Las situaciones, como el tipo de ejercicio, la cantidad de musculo
reclutado y el tipo de accién muscular (concéntrica y excéntrica), definen la magnitud de la
inflamacién local y sistémica (13). Para ello, se requiere la generacion de evidencia en el
ejercicio de resistencia, su duracidn, la intensidad, los factores fisiolégicos y su relacién con

la inflamacidn y las alternativas de hidratacién.

En las recientes alternativas de hidratacion, las aguas minerales naturales (AMN) (14),
particularmente, el agua de mar profunda (SW), con una rica reserva de ingredientes
bioactivos (15,16), muestran evidencias de su eficacia en la rehidratacion de atletas, al
inducir la recuperacidon y aumentar la potencia de las piernas en comparacién con el agua
del grifo (17). Ademas, el SW tiene un impacto en los marcadores de inflamacién (18-20)
capaces de prevenir lesiones musculares (21), al modular la hidrataciéon del deportista
(22,23). Sin embargo, estas evidencias aun son limitadas y su utilizacidon se ha demostrado
principalmente en deportes de fuerza, por lo que, las investigaciones recientes deben

evaluar su eficancia en deportistas de resistencia como el triatldn.

Los minerales del SW se extraen del agua de mar que se encuentra a profundidades
oceanicas entre 250 y 1500m. EI SW contiene altos niveles de minerales esenciales como el
sodio (Na), magnesio (Mg), el calcio (Ca) y el potasio (K), asi como oligoelementos
beneficiosos para la salud humana, como el cromo (Cr), el selenio (Se), el zinc (Zn) y el
vanadio (V)(17). SW ha demostrado tener beneficios terapéuticos para la salud como,
prevenir la hipertensién (24), el sindrome de eczema/dermatitis atdpica (25), la
arteriosclerosis (26) y la obesidad/diabetes (27), asi como en mejorar el rendimiento del
ejercicio (15). De hecho, una adecuada suplementacién con sal durante el ejercicio permite
la entrada de sodio en los espacios intravasculares, conduce al mantenimiento de la
producciéon de aldosterona y vasopresina, aumenta el estimulo de la sed y reduce la

cantidad de orina producida (28)Estos efectos asociados con la ingestién de sal, mejoran el



equilibrio electrolitico y estimulan el mantenimiento del agua corporal, reduciendo en
ultima instancia la fatiga fisica y los problemas médicos asociados con estos desequilibrios
homeostaticos en disciplinas de resistencia (29). Ademas, promueve el equilibrio
electrolitico en los liquidos extracelulares e intracelulares lo que parece preservar el
impulso motor durante las contracciones musculares, lo que a su vez afecta la retencién de

la fuerza muscular (29).

Por lo tanto, nuestra investigacidn tiene como objetivo evaluar la eficacia de un plan de
hidratacion con SW en el ejercicio prolongado de alta intensidad del triatlén en condiciones
ambientales termoneutrales y su relacidn con los marcadores de inflamacién, que permita
generar evidencia de nuevas alternativas de hidratacidn para optimizar la recuperacién de

los individuos que entrenan/compiten en deportes de resistencia.



2. ANTECEDENTES

2.1 Hidratacion

El agua, elemento mayoritario en nuestro cuerpo (constituye aproximadamente del 50 al
60% de un adulto). Al contenido total de agua en el cuerpo humano se le llama agua
corporal total (ACT) y esta sufre pocas modificaciones en un individuo sano, reduciéndose
con el envejecimiento sobre todo debido a la pérdida de masa muscular (30). EI ACT se
divide en dos compartimientos: el liquido extracelular (LEC) que se encuentra fuera de las
células y el liquido intracelular (LIC) contenido en el interior de estas (30). En un estado de
homeostasis el tamafio de cada compartimiento se mantiene en equilibrio y cada uno
contiene liquido de composicion variable. El estado de hidratacién es determinado, en
parte, por la distribucién del agua entre estos dos compartimientos (31). El equilibrio del
agua corporal se da entre el consumo y la pérdida de agua. Si el consumo y el gasto son
iguales entonces se dice que se mantiene el equilibrio. Los términos “hidratacion” y

“euhidratacion” se emplean para describir el estado de equilibrio de agua (32).

El ser humano generalmente ingiere liquido en respuesta a la sed. Esta ultima, como
mecanismo urgente propio del organismo para mantener el balance de fluidos, se controla
a través de la osmolalidad y el volumen plasmaticos; asi, cuando se incrementa la
osmolalidad o disminuye el volumen, se produce la sensacién de sed (33). Sin embargo,
cuando el equilibrio entre el liquido consumido y excretado es negativo (deshidratacion), el
liqguido retenido a nivel renal no es suficiente para restablecer el balance de fluidos,
necesariamente hay una pérdida de fluidos en los rifiones y se requiere del consumo de
liguido para restaurar el balance de agua corporal. No obstante, el umbral de la presién
osmética para la sed es variable y los mecanismos de la sed estan sujetos a numerosas

influencias no relacionadas con el balance hidrico corporal (34).



2.2 Regulacion térmica

El organismo humano es homeotérmico, es decir que es capaz de regular la temperatura
corporal y lo hace dentro de un margen de entre los 30 y 45°C, activando mecanismos de
pérdida de calor, pero este sistema homeostdtico se ve comprometido en condiciones
ambientales extremas (35). Es a partir de los 37°C de temperatura de ambiente seco y 29°
en clima humedo que el atleta presenta dificultades fisiolégicas y mantener una actividad

fisica (AF) prolongada provoca disminucion del rendimiento (35).

La generacién de una gran cantidad de calor, por la AF, a través de los musculos debe
disiparse hacia el ambiente o, de lo contrario, el aumento en la temperatura central del
cuerpo ird en aumento, con graves consecuencias a la salud (36). Esta produccidn de calor
por los musculos es proporcional a la intensidad del trabajo, por lo cual, tanto en las
actividades de corta duracion y alta intensidad (carreras recreativas de 2-3 km, partidos de
futbol, basket, tenis, etc..), como en las de mayor duracién y menor intensidad (leguas,
media maraton, maraton, etapas de ciclismo, etc..), realizadas en condiciones adversas de

temperatura, representan un riesgo de lesiones inducidas por el calor (35).

Para esta produccion de calor, el organismo realiza un conjunto de adaptaciones, llamada
aclimatacién, que permiten al individuo tolerar mayor estrés por el calor ambiental.
Esencialmente, se inducen cambios en la cantidad y calidad de la sudoraciéon y en el flujo
sanguineo, de tal manera que el organismo se adapta a una forma mas eficiente de trabajo

en climas calurosos generando menor calor interno (35).

Sin embargo, la aclimatacidn es una situacion transitoria, ya que requiere de exposiciones
repetidas al calor para mantener las adaptaciones y depende de las condiciones
ambientales durante cada sesidén de ejercicio, la duracién, la exposicion al calor y la
intensidad del ejercicio (35). Por ejemplo, cuando hay un aumento en el ritmo de la
sudoracion para que sea mas efectivo el enfriamiento de la piel, a través de la pérdida de
calor por evaporacion, y la disminucion de la temperatura de la piel disminuye, esto provee

un mejor enfriamiento a la sangre que fluye a través de ella. Todo ello, lleva al incremento



en la respuesta de sudoracion, la reduccién de la frecuencia cardiaca (FC), de la temperatura

central y de la piel, asi como del esfuerzo percibido durante el ejercicio (35).

Otro dato, son los estudios en competicién donde se informa, que el aumento de las
temperaturas centrales pueden llegar a ser 240,0°C, un umbral comUnmente utilizado para
determinar la gravedad de la enfermedad por calor de esfuerzo (33) en atletas de
resistencia (37), en algunos atletas de élite se alcanzan hasta 41,5°C. (38). Aunque la
mayoria de los atletas permanecen asintomaticos cuando compiten en el calor (39), el golpe

de calor de esfuerzo (EHS) es una de las dos principales causas de muerte en los atletas (40).

Por ello, la aclimatacidn al calor es la contramedida mas importante para proteger la salud
y el rendimiento de los atletas en condiciones ambientales calurosas, que induce
adaptaciones fisiolégicas que mejoran la termorregulacion, atenuan el esfuerzo fisioldgico,
reducen el riesgo de enfermedades graves causadas por el calor y mejoran el rendimiento

aerdbico en entornos calidos y potencialmente en entornos templados (41).

Estas adaptaciones incluyen, la mejora de la sudoracién, la mejora del flujo sanguineo de
la piel, la disminucidn de la temperatura corporal, la reduccidn del esfuerzo cardiovascular,
la mejora del equilibrio de los fluidos, la alteracién del metabolismo y la mejora de la
proteccién celular, y su magnitud estd determinada por la intensidad, la duracién, la
frecuencia y el nimero de exposiciones al calor, asi como por las condiciones ambientales

(es decir, calor seco o humedo) (40).

2.3 Hidratacion en deportistas

Al realizar ejercicio, el organismo utiliza sus reservas de carbohidratos, lipidos y proteinas
para proveer de energia a los musculos. Los sustratos resultantes de la degradacién de
dichas reservas, asi como el calor producido por la contraccion muscular provocan un
incremento de la temperatura central corporal. El intercambio calérico entre la piel y el

medio ambiente, especialmente a través del sudor, constituye el mecanismo primario para



disipar el exceso de calor. Aunque necesario, este proceso crucial resulta en una pérdida de
agua y electrolitos, llamada deshidratacion (42). Segun Sawka y col., (4) la deshidratacidn
inducida por el ejercicio se asocia con una disminucién del volumen plasmatico, asi como
con un aumento de la osmolalidad plasmatica, las cuales son proporcionales a la reduccion

del agua corporal total (43).

Para evitar la deshidratacion en el ejercicio y propiciar un buen rendimiento, asi como para
un entrenamiento y una competencia segura, se requiere de una adecuada hidratacién
antes, durante y en la recuperacién del esfuerzo. Sin embargo, debido a las diferentes tasas
de sudoracién de los atletas, es dificil establecer un estandar de la ingesta recomendada de
liqguidos. Ademas, la tasa de sudoracion varia de acuerdo con la intensidad y duracion del
ejercicio (44). Por lo que, hay que considerar, que las circuntancias al aire libre incrementan
la tasa de sudoracién aun entre eventos del mismo tipo; por ejemplo, el terreno donde se
lleva a cabo el evento y las condiciones ambientales (calor, humedad, altitud, viento, etc.),
lo cual puede llegar a influir de manera importante sobre la duracion de un mismo evento

(45).

Por otro lado, al no controlar los factores individuales y ambientales, se aumenta la
posibilidad de una deshidratacién progresiva, que favorece una reduccién significativa
tanto del volumen sistoélico como de la presion arterial. La deshidratacion provoca una
disminucion del gasto cardiaco y una reduccién del tiempo tolerable de ejercicio o que se

alcance la fatiga a intensidades de hasta un 50% menos al ejercitarse en el calor (46).

Otra circunstancia son los ambientes frios, en los que los deportistas utilizan mas ropa
dificultando asi la transpiracion, llegando a perder alrededor de 2 I/h de sudor, que puede
incrementarse hasta 3 I/h si hay poca humedad. Generalmente se subestima la hidratacién
en ambientes frios, pero en este caso también resulta de gran importancia llevar un

adecuado protocolo de hidratacion. Es decir, se deben establecer pautas adecuadas de



hidratacion antes, durante y después de la AF pues resulta esencial para mejorar tanto la

salud como el rendimiento deportivo (46).

Por ello, dependiendo de la tasa de rehidratacidon de los individuos, se desarrollaran
desequilibrios hidricos que daran lugar a dos estados extremos denominados
deshidratacion y sobrehidratacion. La sobrehidratacion, durante el ejercicio, generera un
cambio en el gradiente de presidon osmotica, movilizando el agua al interior de las células

(47).

Este exceso en la ingesta de liquido, sobrehidratacidn, ha provocado numerosos casos de
hiponatremia (intoxicaciéon por agua), especialmente en esfuerzos de larga duracién. La
hiponatremia se caracteriza por una concentracidn de sodio por debajo del limite normal
de 138-142 mmol/l. (3). La hiponatremia asociada al ejercicio (HAE), situacién que se
desencadena durante o hasta 24 horas después de realizar ejercicio, es una reconocida
complicacién en los eventos de alto rendimiento y puede terminar en un fatal desenlace

(48).

Ademads, en competencias de alto rendimiento, los atletas estdn en riesgo de desarrollar
tanto HAE como inflamacion de las extremidades en caso de sobrecarga de liquidos.
Actualmente existen reportes de hiponatremia asociada a un consumo excesivo de fluidos
en atletas de alto rendimiento, donde se recoge una mayor incidencia en mujeres que en
hombres (49). La mayoria de los atletas cuyo Na* sérico estd por debajo de 130 mmol/L
experimentan sintomas; éstos pueden incluir dolor de cabeza, vomitos, esputo espumoso,
dificultad para respirar, edema pulmonar (es decir, acumulacién de liquido con hinchazén),
y alteracion del estado mental como confusién o convulsiones que resultan del edema

cerebral (50).

Es por ello, que después del ejercicio, el consumo de liquidos debe ser prudente. La

duracién del ejercicio superior a 4 h, la elevada tasa de sudoracion, el elevado Na* en sudor



y el pequeno tamafio corporal se han identificado como factores predisponentes para la

HAE (51).

2.4 Hidratacion en deportistas de triatlén

El triatldn es un deporte de tres eventos en el que los atletas compiten secuencialmente en
natacion, ciclismo y carrera, en el cual participan millones de atletas aficionados y de élite
en miles de eventos en todo el mundo (45). El éxito en el triatlon es multifactorial y va desde
la economia de movimiento y la utilizacién fraccionada de la capacidad maxima (1). El
rendimiento también es Unico para las demandas especificas del deporte de la natacidn, la
bicicleta y la carrera, junto con los enfoques técnicos y tacticos de una situacidn de carrera,
por lo que el rendimiento durante la carrera dicta en gran medida el rendimiento general
del triatlén de distancia olimpica (52). Ademas, las exigencias ambientales (es decir, la
temperatura, la humedad y el viento) influyen en la carga térmica y la percepcidn que afecta
al éxito del triatléon. La investigacidon es consistente en demostrar que una leve
deshidrataciéon progresiva (22%) combinada con una alta temperatura (239 °C) durante el
ejercicio, afectan significativamente el rendimiento en condiciones ambientales cdlidas (4—

6).

Sin embargo, la investigacion es limitada a la hora de evaluar el impacto de la deshidratacién
leve y el aumento de la temperatura central en el rendimiento de los atletas de resistencia
de élite durante las competencias en entornos frios. Especificamente en el triatlon, esta
mezcla de varias modalidades de ejercicio (es decir, natacion, bicicleta y carrera) en las que
el acceso a los liquidos es limitado, junto con su naturaleza intensa, provoca altas tasas de
sudoracion, que puede crear factores situacionales que promueven la deshidratacion
progresiva y la tension térmica. Ademas, debido a la etapa de natacidn y a la naturaleza
dinamica de la carrera a pie, la oportunidad de consumir el liquido adecuado puede ser

limitada en los triatletas (6).

Considerando los factores situacionales que influyen en el acceso a los fluidos, los triatletas

necesitan programar el consumo de fluidos y hacer uso de los puestos de ayuda de fluidos



para auto-enfriarse en un intento de mitigar la potencial disminucion del rendimiento en

las ultimas etapas de la carrera debido a la incomodidad fisiolégica y térmica percibida (53).

La deshidratacion inducida por el ejercicio puede tener a veces un impacto negativo en el
rendimiento de resistencia (54). En consecuencia, se recomienda a los atletas que
consuman suficiente liquido durante el ejercicio prolongado. Varios estudios han
demostrado que la ingesta de liquidos en funcién de la sed puede ser todo lo necesario para
optimizar el rendimiento (55). En concreto, el American College of Sport Medicine (ACSM)
recomienda programar la ingesta de liquidos para evitar una pérdida de masa corporal 22%

durante el ejercicio (56).

No obstante, un ligero desajuste entre la tasa de sudoracién y la ingesta de liquidos durante
el ejercicio prolongado podria dar lugar a una ingesta excesiva por exceso o por defecto, lo
gue podria provocar problemas de salud o un deterioro del rendimiento. Es innegable que
la duracion del ejercicio es un factor clave a tener en cuenta en relacién con la ingesta de
liguidos. La educacién de los atletas, entrenadores y personal médico sobre el HAE es
importante y puede contribuir a disminuir la incidencia de HAE y prevenir consecuencias

fatales (57).

2.5 Recomendaciones de hidratacidn en deportistas

A lo largo de los afos, instituciones internacionales como la Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA) o el Consejo Nacional de Investigacion han publicado
directrices sobre la ingesta diaria de agua: se recomiendan 2,0-2,4 L/dia para los hombres y
1,6-2,0 L/dia para las mujeres (58). Estos valores deben ajustarse en funcién del clima y del
nivel de AF. En el caso del ejercicio, se produce una pérdida de agua y electrolitos que debe
reponerse, y cuando un sujeto esta deshidratado el volumen plasmatico disminuye (59). El
mantenimiento del volumen plasmatico es crucial para el funcionamiento normal de varios
6rganos, por lo que la regulacién estricta del volumen sanguineo estd asociada con el

contenido de electrolitos y el estado de hidratacidn. Por lo tanto, los cambios en el volumen



sanguineo pueden dar lugar a diferentes situaciones clinicas como el edema o el shock

hipovolémico (59).

Este cambio volémico también puede afectar el sistema hematoldgico (60) por ejemplo,
ademas del efecto sobre los glébulos rojos, la deshidratacién, la hipovolemia y el ejercicio
fisico per se generan una respuesta catecolaminica que a su vez induce trombocitosis y
afecta a la funcidon hemostatica(61) . Por otra parte, las anomalias hereditarias de la sangre,
incluidos los trastornos plaquetarios (62), pueden manifestarse en los atletas en

condiciones de estrés (63).

La declaracidon consultiva de Noakes y la asociacion internacional de directores médicos de
Maratén sugieren que el atleta comience con un plan de hidratacién en el rango de 400-
800 mL/h (64), que también fue adoptado en la posicion de la ACSM en 2007 recomendando
a los atletas beber ad libidum, en el rango sugerido de 400-800 mL/h. Sin embargo, un plan
de hidratacion es individual para cada atleta, y varia con las tasas de sudoracién, el
contenido de sodio en el sudor, la intensidad del ejercicio, la temperatura corporal y la
temperatura ambiente, el peso corporal, la funciéon renal y muchos otros factores(56)la
ACSM sugiere tasas de hidratacion mas altas para los atletas mas rdpidos y pesados que
compiten en ambientes cdlidos, y tasas mads bajas para los atletas mas lentos y ligeros que
compiten en ambientes mas frios (56). Sin embargo, las estrategias de bebida
personalizadas dependen en gran medida de los objetivos personales del atleta, asi como
de las reglas y convenciones de un deporte en particular, que dictan la disponibilidad de

fluidos y combustible en la competicion(65).

Para el mantenimiento de una buena hidratacion y de electrolitos en el contexto del
deporte se utilizan diferentes tipos de bebidas dependiendo de los requerimientos en cada

fase del ejercicio. Urdampilleta A et al. sugieren las siguientes recomendaciones (66).



Tabla 4. TIPOS DE BEBIDAS Y SU APLICACION EN EL DEPORTE

Tipo de Contenido
bebida de agua (%) Caracteristicas/Aplicaciones
Bebida 90-100 Contiene menor concentracién de soluto por unidad de volumen que la
hipoténica sangre, como en el caso del agua.
. Antes del ejercicio.
Bebida . . . . . v =
.. 90-100 Azucares simples y electrolitos (sodio), aportan la misma presiéon osmética
isotonica
que la sangre.
. Recomendada durante el ejercicio.
Bebida . . . . .
. , . 90-100 Contiene mayor concentracién de solutos, azticares simples, y/o sodio por
hipertdnica .
unidad de volumen que la sangre.
Lechey Recomendados después del ejercicio.
yogurt 75-90 Fuente biolégica de alto contenido proteico y aminodcidos ramificados, y
liquido azucares
Recomendado después del ejercicio.
Zumo 90-100 Zumo de fruta, néctar, o zumo azucarado con diferentes concentraciones
de azucar (10-13%)
Recomendadas después del ejercicio, ya que aportan liquidos y
Bebidas carbohidratos. Aportan liquido y azucares simples. Contienen una gran
ef 90-100 . . R S .
energéticas variedad de otros nutrientes, muchos de ellos sin evidencia cientifica y sin
ensayos clinicos.

El consenso actual recomienda que las buenas practicas de hidratacion incluyan: (1)
comenzar el ejercicio en un estado de euhidratacién, (2) evitar la hipohidratacion excesiva
durante el ejercicio, y (3) reponer las pérdidas restantes tras el ejercicio antes de la siguiente
sesion de ejercicio. Estas practicas atendan los efectos adversos de la deshidratacién aguda
sobre la AF y la salud (67). Sin embargo, se reconoce que las necesidades de liquidos son
individualistas y dependen de factores como la tasa de sudoracién personal, el modo de
ejercicio, la intensidad del ejercicio, las condiciones ambientales y la duracién del ejercicio

(65).

2.6 Bebidas deportivas

Dentro de la legislacién europea, las bebidas para deportistas se definen como los
preparados alimenticios con una composicion especifica para conseguir una rdpida
absorcién de agua y electrolitos y prevenir la fatiga. “Una definicidn mds practica es que

una bebida deportiva es la que sacia la sed, proporciona energia y electrolitos suficientes,



se absorbe rapidamente y tiene una buena palatabilidad” (68). Estas bebidas generalmente
contienen cafeina, taurina, glucoronolactona, vitaminas, mezclas de frutas, extractos
vegetales y/o aminoacidos, y en su etiqueta se indica que su consumo incrementa el estado
de alerta y la resistencia fisica del organismo. Estan disponibles con o sin azucar afiadido y
pueden o no estar carbonatadas. La variedad de ellas es muy amplia y son altamente
consumidas por atletas, por miembros del servicio militar y por la poblacién en general.
Ademds, estan etiquetadas para consumo del publico en general (incluyendo nifios y
adolescentes). La industria de estas bebidas ha reportado una ganancia de 39 billones de

ddlares en 2013 y su meta es alcanzar los 61 billones para el afio 2021 (69).

Las bebidas deportivas suelen estar formuladas para: (i) prevenir la deshidratacién; (ii)
suministrar carbohidratos para aumentar la energia disponible; (iii) proporcionar
electrolitos para reemplazar las pérdidas debidas a la transpiracion; (iv) cumplir con los
requisitos impuestos por las autoridades reguladoras; y, probablemente lo mds importante,
(v) ser altamente palatables. Las bebidas deportivas pueden clasificarse como de baja
concentracion de carbohidratos (<10%) o de alta concentracidn de carbohidratos (>10%)

(70).

Por otro lado, las bebidas deportivas pueden ser:

- Hipoténicas (de osmolalidad baja, conteniendo menos de 4 g de azlcar por cada 100 ml) que se
absorben mas rapido que el agua.

- Isotdénicas (con una osmolalidad igual que los liquidos del organismo con aproximadamente entre 4
y 8 g de azlcar por cada 100 ml) que se absorben tan o mas radpidamente que el agua y que en teoria
proporcionan el equilibrio ideal entre rehidratacidn y reabastecimiento.

- Hipertdnicas (con una osmolalidad mas alta que los liquidos del organismo, conteniendo mas de 8 g
de azucar por cada 100 ml) que se absorben mas lentamente que el agua. Las marcas para beber son
generalmente isotdnicas, mientras que los polvos que se mezclan con agua pueden ser hipoténicos

o isotdnicos (71).



Diversos trabajos de investigacion y documentos de consenso han descrito la reposicién
hidroelectrolitica y de sustratos energéticos y todos coinciden en manifestar que no se
puede realizar un trabajo intenso y prolongado sin la adecuada disponibilidad de
carbohidratos y que la ingestién de bebidas con electrolitos y glucosa puede mejorar el

rendimiento fisico, aun y cuando la cantidad de glucosa sea pequefia (68).

Urdampilleta A. y col. argumentaron que las bebidas isotdnicas deben hidratar, aportar
sales minerales e hidratos de carbono y aumentar la absorciéon de agua mediante la
combinacidon de sales minerales y azucares. Por ello, es importante aportar correctos
protocolos de hidratacidon antes, durante y después de la AF, asi como conocer las

limitaciones a las que la practica deportiva nos pueda llevar (66).

2.7 Alternativas de hidratacion en deportistas

Mientras que la mayor parte de la literatura cientifica se centra en la composicion de
carbohidratos/electrolitos de las bebidas deportivas artificiales (72,73), se ha dedicado
escasa atencion cientifica a la(s) composicién(es) mineral(es) de las aguas naturales en
relacion con las necesidades hidrosalinas medias de los diferentes rendimientos deportivos

(74).

Diferentes territorios de la mayoria de las zonas del mundo son ricos en AMN con
composiciones salinas que reflejan su origen geolégico y que se utilizan para la salud
humana (a menudo bajo prescripcion médica) (68). Las AMN, diferencia del agua del grifo,
contienen en definitiva una mezcla especifica de elementos naturales, con efectos
beneficiosos asociados que a menudo se indican genéricamente en la etiqueta de la botella
como propiedades del agua, como por ejemplo adecuada para una dieta baja en sodio,

puede ser laxante, puede ser diurética, favorece la digestion, etc. (75).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, las propiedades bioldgicas de las AMN especificas

podrian responder de forma éptima a las necesidades fisioldgicas de los atletas en relacién



con su actividad y rendimiento deportivos especificos. Por ejemplo, se demostrd que, tras
un ejercicio aerdbico prolongado, la rehidratacion de los atletas con un agua natural y
moderadamente mineralizada era mas eficaz para inducir la recuperacién y la potencia de
las piernas en comparacion con el agua corriente (74). Chyckiy col. en el 2018 (23) también
demostraron que el agua mineral alcalina mejora el estado de hidratacion de los atletas de
deportes de combate en comparacion con el agua de mesa comercial. Ademas,
demostraron que las aguas alcalinas de baja mineralizacién tenian un impacto positivo en

el estado de hidratacidn en respuesta al ejercicio de intervalo de alta intensidad (76).

2.8. Ejercicio y su respuesta inflamatoria.

La respuesta inflamatoria, en una sesion aguda de ejercicio, se caracteriza por el aumento
de citoquinas pro y antiinflamatorias (77). Dentro de esta respuesta, se ha sugerido que la
interleucina 10 (IL-10) desempefia un papel esencial al limitar la produccién de factores
proinflamatorios (78). Sin embargo, la respuesta inflamatoria al ejercicio incluye aumentos
de otras citoquinas, principalmente la Interleucina 6 (IL-6) (79). A este respecto, se ha
informado de que las concentraciones elevadas de IL-6 en respuesta al ejercicio evitan el
aumento de citoquinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e
inducen la produccion de citoquinas antiinflamatorias como la IL-10 y del reseptor
antagonista de Interleucina 1 (IL-1ra), lo que confiere propiedades antiinflamatorias a dicha
respuesta ((80). Ademads el aumento de IL-6, especificamente, se ha correlacionado con
sesiones de ejercicio mas largo y/o mds intenso que comprometen la disponibilidad de
glucogeno muscular (81). De acuerdo con algunos estudios, podria ser atribuido
principalmente a una menor eliminacidén de la IL-6 por el higado, generando un aumento de
IL-6 (82,83). Este aumento genera mayor captaciéon de glucosa y mejora la sensibilidad de
la insulina (84,85). También modula el aumento de citoquinas proinflamatorias como el
TNF-a e inducen la produccién de citoquinas antiinflamatorias como la IL-10 y IL-1ra lo que

confiere propiedades antiinflamatorias a dicha respuesta (86,87).



Del mismo modo, la irisina se ha identificado como mediador potencial del metabolismo
energético inducido por el ejercicio (88), que aumenta como resultado del ejercicio
prolongado en atletas entrenados en resistencia. Los resultados de Qiu y col., (89) ponen
de relieve un punto fundamental y critico: que la irisina parece responder sélo de forma
aguda al impacto del ejercicio y que las adaptaciones fisioldgicas, que conlleva el ejercicio
cronico, no son suficientes para mantener los niveles de irisina elevados mas alla del efecto

agudo del ejercicio.

Por otro lado, la apelina junto con la vasopresina (AVP) tienen una regulacién antagdnica
con una finalidad bioldgica que permite mantener el equilibrio hidrico del organismo, al
evitar la pérdida adicional de agua desde el rifidn. Esto se mostré en una investigacion sobre
la relacién entre la osmolalidad, la apelina y la AVP, tras una infusién de solucién salina
hiperténica, que, al aumentar la osmolalidad plasmatica, elevd simultaneamente la
concentraciéon de AVP en plasma y redujo la concentracidon de apelina (90,91). Por el
contrario, la disminucién de la osmolalidad plasmatica redujo la concentracion de AVP en
plasma y aumentd rdpidamente la concentracién de apelina en plasma, por lo que la
osmolalidad plasmatica es un importante regulador fisioldgico de los niveles de apelina en

plasma en los seres humanos (92).

Los niveles del factor neurotroéfico derivado del cerebro (BDNF), que es un producido por
las células del musculo esquelético, que actla sobre neuronas del sistema nervioso central
y del sistema nervioso periférico, ayudando a la supervivencia de las neuronas existentes y
promoviendo el crecimiento y la diferenciacion de nuevas neuronas y la generacién de
sinapsis (93). Algunos estudios han informado de que la restriccion de liquidos afecta
negativamente a la memoria a corto plazo (94), mientras que, por el contrario, otros han

demostrado que la deshidratacion leve mejora la funcién de la memoria a corto plazo (95).

También es importante considerar que el aumento de BDNF con la hidratacidn es benéfica,
ya que la reduccion de los niveles de BDNF disminuye el nUmero de neuronas que maduran,
reduce la neurotransmision y altera la LTP en el hipocampo (93). Dado su papel critico en el

desarrollo neuronal, la sinaptogénesis y la plasticidad sinaptica, existe la posibilidad de que



el BDNF pueda modificarse por los efectos de la deshidratacidon y afectar la funcidn cognitiva

(96).

En el caso de FGF-21, quien juega un papel en la captacién de glucosa y la lipdlisis ya que
media los efectos beneficiosos en el metabolismo de la glucosa y los lipidos (97). Se ha
demostrado que los protocolos de ejercicio de resistencia pueden modificar FGF-21, como
se ha observado en corredores de maratdn recreativos masculinos (98), con aumento en la
concentracion de FGF-21 circulante. También Kim y col. (97), encontré aumentos
significativos en las concentraciones de FGF-21 1-h después del ejercicio, con mayor
intensidad (es decir, 80% del VO,max), en comparacidon con el valor correspondiente

después del ejercicio con menor intensidad (es decir, 50% del VO,max) .

Por ultimo, algunos trabajos han demostrado que el nivel de proteina de unidén a acidos
grasos 3 (FABP3) esta il (12). En las células musculares, la FABP3 participa en la captacion
de acidos grasos y su posterior transporte al sistema de -oxidacidon mitocondrial. La FABP3
es una proteina que facilita el transporte de acidos grasos intracelulares, y el ejercicio fisico
cronico es eficaz para provocar una regulacion al alza, ya que los individuos entrenados

tienen una mayor expresién de esta molécula (99,100).

2.9 Agua de mar y la biogénesis mitocondrial

La disfuncion mitocondrial y la disminucién del ADN mitocondrial (ADNmt) desempeiian un
papel fundamental en una amplia gama de trastornos asociados a la edad y enfermedades
metabdlicas como la diabetes de tipo 2 y la obesidad (101). Es por ello, que la biogénesis
mitocondrial es relevante y desempefia un papel fundamental en la optimizacion de la
funcién mitocondrial celular regulando por una red compleja de factores de transcripcion,
como el coactivador del receptor activado por el proliferador de peroxisomas 1 alfa (PGC-
la), los factores respiratorios nucleares (NRF) y el factor de transcripcion mitocondrial A

(mtTFA) (102).



Las nuevas evidencias sugieren que el deterioro del metabolismo mitocondrial va
acompafiado de una menor actividad de los factores de transcripcion que regulan la
biogénesis mitocondrial en pacientes con resistencia a la insulina, diabetes de tipo 2 y
obesidad (103). Del mismo modo, también se ha demostrado un contenido reducido de
ADNmt en el musculo y el tejido adiposo de los pacientes diabéticos (104). Por lo tanto, se
vuelve relevante promover la biogénesis y la funcion mitocondrial como una estrategia para
prevenir y tratar enfermedades metabdlicas como la resistencia a la insulina, la obesidad y
la diabetes. De hecho, el estado y la disponibilidad de los minerales pueden afectar a la
funcién mitocondrial. La funcién metabdlica mitocondrial éptima depende de Ia
disponibilidad de muchas vitaminas, minerales y otros metabolitos esenciales (105). La
evidencia es cada vez mas fuerte con la relacién de las deficiencias de minerales y su
relacién con varias enfermedades crénicas, como la enfermedad de Alzheimer, los
accidentes cerebrovasculares, la hipertensiéon, las enfermedades cardiovasculares y la

diabetes de tipo 2(106).

En este sentido, el uso de agua desalada equilibrada (BDSW), enriquecida con Mgy Ca, tiene
un potencial antidiabético al inhibir la hiperglucemia y mejorar la intolerancia a la glucosa
en ratones diabéticos de tipo 1 (107) y 2 (108). Ademas, el BDSW tiene un potencial
antiobesidad al inhibir la hipertrofia de los adipocitos y la esteatosis hepdtica en ratones
obesos inducidos por una dieta alta en grasas. También se ha demostrado una reduccién
del contenido mitocondrial en los tejidos adiposo y hepatico de los ratones obesos
inducidos por la dieta alta en grasas, y se puede aumentar la biogénesis mitocondrial

induciendo la expresién de genes reguladores clave, como PGC-1a, NRF1 y mtTFA (108).

La dosis 6ptima de BDSW para promover la biogénesis y la funcién mitocondrial sigue sin
estar clara y se requiere evidencia de la relacién del contenido de Mgy Ca y su efecto para
la prevencién y el tratamiento de enfermedades metabdlicas (109), asi como los efectos del
Na, que puede causar hipertension, hipertrofia renal y fibrosis (110). Futuras

investigaciones pueden enfocarse en la dosis dptima de BDSW para el metabolismo



mitocondrial y aclarar el mecanismo de regulacion por el cual BDSW ejerce efectos sobre la

actividad de AMPK y SIRT1.

La actividad fisiolégica de los componentes de la BDSW, como el Mg que es esencial para la
estructura y la funcidn de varias proteinas mitocondriales, incluidas las subunidades del
complejo de la cadena de transporte de electrones mitocondrial, la metilentetrahidrofolato
deshidrogenasa 2 y la piruvato deshidrogenasa fosfatasa (111). El Mg es esencial para la
funcidén mitocondrial normal. La deficiencia de Mg puede acelerar la senescencia celular al
comprometer la estabilidad del ADN, la sintesis de proteinas y el metabolismo energético
celular (112). El Ca es un regulador clave de la funcién mitocondrial y actia como cofactor
de varias enzimas mitocondriales. Desempefa un papel fundamental en la activacion
alostérica de enzimas mitocondriales como la piruvato deshidrogenasa, la isocitrato
deshidrogenasa y la a-ceto-glutarato deshidrogenasa, asi como en la estimulacion de la ATP
sintasa (complejo V), la a-glicerofosfato deshidrogenasa y la adenina nucledtido translocasa

(113).



3. OBIJETIVO

Evaluar la eficacia de un plan de hidratacion con SW en el ejercicio prolongado de alta
intensidad del triatldn en condiciones ambientales termoneutrales y su relacion con los

marcadores de inflamacion.

3.1 Objetivos Especificos:

- Evaluar los parametros antropométricos, de rendimiento y esfuerzo y su relacién
con la hidratacién.

- Evaluar las mioquinas y citocinas de los deportistas antes y después de las pruebas
de triatlon.

- Determinar si las alternativas de hidratacidn se relacionan con cambios fisiolégicos

relacionados con la secrecion de las mioquinas, citocinas y hormonas.



4. METODOLOGIA

Estudio doble ciego controlado con placebo con medidas de las variables pre y post

prueba triatlén.

4.1 Sujetos y ética

El protocolo se llevd a cabo segln los criterios de participacion, que incluian tener un
calendario competitivo anual, haber completado al menos 3 triatlones un mes antes del
estudio, obtener el consentimiento informado por escrito y la ausencia total de
enfermedades metabdlicas, enfermedades cardiovasculares agudas y enfermedades
infecciosas actuales. El presente estudio experimental cruzado consistié en observar a
quince triatletas federados de diferentes clubes de Andalucia (Espafia). Los
participantes en este estudio habian completado una media de 11,3 + 5,77 afios de
entrenamiento, con un programa de sesiones de entrenamiento semanal de 4,25 + 1,37
dias/semana, con una media de 66,25 + 19,93 km/bicicleta. Los criterios de exclusidon
fueron las enfermedades inflamatorias en los ultimos tres meses, el consumo de
cigarrillos y alcohol, la diabetes y las patologias cardiorrespiratorias como el asmay las
alergias. Tras recibir informacion detallada sobre los objetivos y el procedimiento del
estudio, cada participante firmé un formulario de consentimiento informado para
participar, que cumplia con las normas éticas de la Declaracién de Helsinki de Ia
Asociaciéon Médica Mundial (2013). El estudio fue aprobado por el Comité de Etica local

de la Universidad de Granada (209/CEIH/2018).



4.2 Diseiio experimental

Se llevd a cabo un estudio experimental doble ciego, controlado con placebo y cruzado con
mediciones antes y después de la prueba. Se dividié aleatoriamente a los 15 participantes
en tres grupos. El grupo experimental (SG) consumié agua de mar y el grupo placebo (PG)
consumio una solucidn salina fisioldgica (9 g/L de NaCl), mientras que el grupo control (CG),
con sélo 10 participantes, consumieron agua del grifo ad libitum. Cada grupo experimental
realizd una prueba completa de triatldn con sus tres modalidades. Los participantes
acudieron a nuestras instalaciones en cuatro ocasiones para completar el disefio
experimental. Para la sesidn de la mafana, los participantes acudieron a la piscina después
de un desayuno estandarizado (57% de carbohidratos, 18% de proteinas y 25% de grasas;
por tanto, el desayuno cumplia con las recomendaciones generales de las instituciones
internacionales) ingerido al menos una hora antes de su llegada, y luego los sujetos
descansaron pasivamente durante 10-15 min antes de que registrdramos sus mediciones
basales. El orden de la estrategia de hidratacién fue aleatorio. Las ampollas de SG contenian
un producto salino comercial con sales electroliticas tamponadas (Totum Sport,
Laboratorios Quinton International, S.L., Valencia, Espafia). La cantidad total de electrolitos
suministrados al SG fue de 27,297 mg/L de Na, 0,465 mg/L de K, y 19,5 mg/L de Mg, 1,377
mg/L de Ca. El tratamiento con SW se realizé segun Pérez-Turpin y col. (114). La cantidad
de sal se calculd para reemplazar ~50% de la pérdida de sodio por sudoracién para un
participante promedio. Los PG recibieron el mismo nimero de ampollas bebibles con la
misma apariencia, pero rellenas con una solucién salina fisioldgica, para que tuvieran el
mismo sabor salado que la muestra experimental. No se permitié ningln ejercicio
extenuante 72 h antes de cada protocolo y los sujetos siguieron las mismas
recomendaciones dietéticas. Este estudio se realizd en las instalaciones de la Facultad de

Ciencias del Deporte de la Universidad de Granada.



GRUPO CONTROL 10 SUJETOS
HIDRATACION AD LIBITUM

/ [ Mepicion BasaL |

GRUPO EXPERIMENTALSW |
B 1 GRUPO PLACEBO= 7 SUJETOS
NATACION
i CICLISMO N=15
v CARRERA
GRUPO PLACEBO =8 SUJETOS e
-
=8 SUJETOS
n
MEDICION FINAL |

4.3 Prueba experimental

Antes de la prueba, con la colaboracién de un nutricionista, se instruyd a los participantes
para que ingirieran alimentos y bebidas, con 72 horas de antelacién, al menos 8,5 g de
carbohidratos por kilo de peso corporal y al menos 50 mL/kg* de liquido (115). También se
les pidid que evitaran cualquier fuente de cafeina y alcohol. El propdsito de la dieta
estrictamente controlada era obtener reservas elevadas de glucégeno muscular y hepatico.
En la primera visita, se determind el VO;max de los participantes. Para ello, se utilizé una
prueba de ejercicio graduado hasta el agotamiento en un freno electrénico (ergémetro
deportivo Lode Excalibur, Groningen, Paises Bajos) con fracciones de O, y CO; inspiradas y
exhaladas medidas respiracidn a respiracion. El protocolo de ejercicio graduado se inicié a

150 W y se incrementd en 30 W x 2 min'! hasta el agotamiento voluntario o una frecuencia



de pedaleo de >75 rpm (116). En la segunda visita, los participantes realizaron la primera
prueba. Antes de comenzar la prueba, los participantes bebieron 500 mL de agua del grifo
y realizaron 10 minutos de una rutina de calentamiento estandar consistente en correr,
ejercicios dindmicos de piernas y practica de saltos. Los participantes recibieron tres bolsas
de plastico con cuatro ampollas bebibles translicidas cada una. Todos los participantes
fueron instruidos para ingerir el contenido de la primera ampolla durante la transicién entre
la natacion y el ciclismo, la segunda ampolla aproximadamente a la mitad del ciclismo, y la
tercera ampolla durante la transicién entre el ciclismo y la carrera. Las capsulas vacias se
devolvieron al investigador para comprobar que se habian consumido. Este protocolo se
adopté para asegurar la correcta distribucién de los tiempos de hidratacién durante el
triatlén para permitir la ingesta y absorcion de electrolitos durante la prueba (66). La prueba
consistié en un ejercicio de natacién de 800 m, 90 km de ciclismo (ganancia neta de 1100
m de altitud) y 10 km de carrera. En la tercera visita, a los 7-14 dias de la prueba anterior,
se realizé de nuevo la misma prueba, pero con una estrategia de hidratacion diferente.
Finalmente, el CG realizd una tercera prueba, en la que sélo se consumid agua del grifo ad
libitum.

Inmediatamente después de la finalizacion de la prueba, se tomd una muestra de sangre y
datos antropométricos en todos los grupos. Ademas, inmediatamente después de cada
transicion, se extrajeron muestras sanguineas a través de capilares sanguineos (5 uL) para

obtener los valores de hematocrito, hemoglobina y lactato.

4.4 Variables Antropométricas y Fisioldgicas

Quince minutos antes de la competicidon y un minuto después de finalizar la prueba de
carrera, se pesd a los participantes con ropa deportiva empleando un analizador de
impedancia bioeléctrica segmentaria (InBody 720) (Biospace Inc., Seul, Corea). También se
midid la frecuencia cardiaca (FC) (PE- 3000 Sport-Tester, Polar Inc., Kempele, Finlandia) y la
presion arterial sistélica y diastélica (PAS/PAD) (HEM-907 XL, Omron Corporation, Kyoto,
Japon). Ademds, la frecuencia cardiaca se controld con un sistema Polar Heart Watch (Polar

Electro Inc., Lake Success, Nueva York, NY, EE.UU.) sin interrupcién durante la prueba. La



FCmax, 1a FCmedia Y 1a FCpost durante las diferentes etapas de la prueba se calcularon con el

software proporcionado por Polar (PE- 3000 Sport-Tester, Polar Inc., Kempele, Finlandia).

4.5 Recogida de muestras

Quince minutos antes de la competicién y un minuto después de la finalizacién de la carrera,
los participantes se colocaron en sillas reclinables mientras se tomaban 2 mL de sangre
venosa por puncion venosa de la vena antecubital en vacutainers sin anticoagulante. La
separacion del suero se llevd a cabo dentro de las 2 h siguientes a la recogida, utilizando las
instalaciones adecuadas y los procedimientos operativos estandar para la manipulacién de
muestras bioldgicas. Las muestras de sangre se codificaron adecuadamente, y el suero se
aislé por centrifugacidon a 3500 rpm (1137xg) y se almacend a -80 °C en un congelador

profundo controlado hasta su uso para el analisis de biomarcadores a granel.

4.6 Mediciones hematoldgicas

Al inicio y al final de cada ejercicio, se midié el lactato en sangre (Lactate Pro, Kyoto, Japdn)
utilizando muestras de sangre de la yema del dedo (5 pL). El hematocrito se obtuvo por
microcentrifugacion durante 10 minutos a 11.000 rpm (BIOCEN). La hemoglobina se analizé
por el método de Drabkin, mediante el cual se oxidaron muestras de 20 L de sangre y se
cuantificaron espectrofotométricamente a 540 nm. Los cambios en el volumen plasmatico

a posteriori se calcularon mediante la ecuacion de Dill y Costill (117) de la siguiente manera:

APV (%) = 100 x ((Hbpre/Hbpost) x (100 - HCTpost) /(100 — HCTpre) - 1)

4.7 Andlisis multiplex de citoquinas y mioquinas

Los biomarcadores se analizaron mediante técnicas multiplex utilizando el kit Magpix
(Millipore, Burlington, MA, EE. UU.) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante del
SP. Para estas técnicas se utilizé el kit comercial Human Myokine Magnetic Bead Panel

(HMYOMAG-56K), validado para su uso en muestras humanasy con una linea de calibracién



gue permite inferir la carga de moléculas en suero. Los biomarcadores para determinar
fueron las siguientes mioquinas y citoquinas apelina, fractalkina, BDNF, EPO, osteonectina,

LIF, IL-15, MSTN, FABP-3, irisina, FGF21, FSTL-1, oncostatina M, IL-6 y osteocrina/musclina.

4.8 Analisis estadistico

Los datos se expresan como media t error estandar de la media. El nivel basal de mioquinas
se presenta como la media de las tres pruebas previas. La normalidad de la distribucién se
evalué mediante la prueba de Shapiro-Wilk. La homogeneidad de la varianza se analizo
mediante la prueba de Levene. Se utilizd un ANOVA de dos vias con medidas repetidas para
revelar los efectos de SG frente a PG y CG y las diferencias entre los grupos antes y después
del ejercicio. Las comparaciones multiples se realizaron mediante la prueba post-hoc de
Bonferroni. El nivel de significacion se fijé en p < 0,05. Todos los procedimientos estadisticos

se llevaron a cabo con SPSS/PC V. 22 (SPSS Inc., Chicago, IL, EE. UU.).



5. RESULTADOS

5.1 Caracteristicas antropométricas y fisiolégicas de los participantes

No hubo diferencias significativas entre las variables somaticas (masa corporal, altura
corporal, agua corporal total, proteinas, masa grasa corporal, indice de masa corporal) y
fisiolégicas (VO.max) de los grupos estudiados (control vs. experimental vs. placebo) (Tabla

2).

TABLA 2. Caracteristicas de los participantes (mean, SD).

Control (n = 10) Experimental—Placebo (n = 15)
Age (years) 40.70 + 5.89 38.80 + 5.62
Body height (cm) 176.60 + 8.04 176.00 + 6.43
Body mass (kg) 70.74 4+ 12.28 73.26 + 10.68
Total Body Water (kg) 46.54 + 6.58 46.17 + 5.16
Protein (kg) 12.72 4+ 1.84 12.55 4+ 1.39
Body Fat Mass (kg) 719 +£392 10.22 4+ 5.29
Body Mass Index (kg/m?) 22.58 4+ 2.51 23.54 + 2.34
VO,;max (mL/kg/min) 4531 +9.52 43.46 + 1043

Los valores sanguineos, la presion arterial, la FC, el esfuerzo y el rendimiento de cada grupo
en las diferentes etapas de la prueba se muestran en la Tabla 3. No se encontraron
diferencias significativas cuando se compararon los grupos experimentales durante las
transiciones. Sin embargo, después de las etapas de carrera y de ciclismo, el GC presenté

un aumento del hematocrito si se compara con sus valores iniciales.



Tabla 3. Respuesta de la frecuencia cardiaca, mediciones hematoldgicas y datos de estrés.

Swim Bike Run

Variables Basal PG G G PG G G PG (G SG
Haematocrit 466 £ 341 B8 £ 35 4750 £ 306 4B £ 371 4640 £ 348 475% £ 295 H47 £ 307 420 £ 38 48" £ 209 4B £ 31
Haemoglobin 122 & 310 1173 £ 345 1423 £ 13 119 = 174 1228 £ 375 1469 + 142 109 &+ 1% UB £ 128 156 £ 271 124 £ 181
Hrmax(bpm)  xoc £ xxx 1300 & 774 16500 4 819 1540 £ 602 18167 £ 529 16080 £ 117 17693 £ 470 1739 &+ 624 1040 £ 961 17787 = 845
Hrmean (bpm) 619 £ 105 13049 & 347 13000 £ 103 13506 + 713 16298 £ 429 1770 £ 105 13506 4+ 713 16298 &+ 4291 15500 £ 998 M9 = T
Hrpost(bpm)  xxx £ xx 10593 + 14 %940 + 192 10873 £ 155 18167 & 529 14990 & 726 15033 £ 864 16967 & 574 10 £ 3N 1KY £ 916
SBP (mmHg) 127 £ 126 ox 4 oo xx oo ow £ e oo E ook oxx £ oxx w4 oxe 1170 2 15300 1000 £ U3 120 & 154
DBP (mmHg) kB4 xx £ oxx oo £ oo ox o o E oo x d oxx o xx d oo 680 £ 79 66 +£4465 N £ 105
Lactate (mmoll) 168 &+ 036 585 & 168 710 £ 266 58 + 22 247 £ 157 246 £ 116 319 & 185 28 £ 15 292 £ 0% 2m £ (06
RPE oo £ oxx 7050 & 068 794 £ 09 670 £ 067 780 £ 042 B840 £ 054 800 £ 130 900 &+ 081 887 £ 0 915 = (088
Perfor. (min) vk oxoc W68 4 145 M £ 13 M55 & 1M 16570 £ 129 15720 4+ 802 16560 + 128 5LI3 £ 959 4861 £ 646 5195 £ 79
Weight (kg) 8 £ 1200 xx £ oxx oo E oo oox oo ox o oo o+ e xx oo 7086 & 116 6905 £ 116 N8 £ 115

Results are expressed as mean + standard deviation (SD). SBE, Systolic blood pressure; DB, Diastolic blood pressure; PG, Placebo Group; CG, Control Group; SG, Experimental Group;
BP, Blood pressure. *: p > 0.05 vs. rest; b p > 0.001 Experimental Group (SG) vs. Control Group (CG).

Tras la competicion de triatldn, la FC aumentd de 58,848,28 2 99,4+19,3 Ipm/min (p<00001)
en el GCy de 61,8+10,1 a 106+15,9 lpm/min (p<0,0001) en el GE, de 60,31+9,77 a 104+15
Ipm/min (p<00001) en el PG. Los niveles de lactato se elevaron de 1,68+0,3 a 2,92+0,9
mmol/dl en el GC, y no hubo diferencias en los grupos de hidrataciéon EG de 1,65+0,3 a
2,7£0,6 mmol/dl, PG 1,98%0,5 a 2,82+1,54 mmol/dl. Ademads, el hematocrito y la
hemoglobina no cambiaron con respecto a los valores iniciales después del ejercicio en

ninguno de los grupos.

5.2. Hidratacién y modificaciones de los niveles de mioquinas en la circulacion.

Para detectar cualquier desregulacion de la liberacién de moléculas postejercicio tras la
ingesta de SW, se analizaron varias citoquinas y mioquinas. El consumo de SW o placebo
fue bien aceptado, y los participantes no informaron de efectos secundarios. Los niveles
plasmaticos de apelina habian aumentado significativamente en el GE en comparacioén con
el GC (p < 0,001), mientras que no se observaron cambios significativos en los niveles
plasmaticos de apelina en el GC y el PG en comparacién con el GC (Figura 1D). Ademas, al
comparar las medias entre grupos, el aumento de la apelina en el GE frente al GC y el PG

también fue significativo (p < 0,001) (Figura 1D).



Figura 1. Expresion de proteinas mioquinas relacionadas con el metabolismo de la glucosa

y la funcion sindptica.
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Figura 1. (A) E1 BDNF aument6 en el postejercicio en el grupo experimental (SG). (B) Los valores de expresion del FGF 21 mostraron un
incremento significativo postejercicio solo en el GE. (C) Los valores de expresion de FABP3 cambian en cada grupo después del ejercicio.
(D) La apelina aument6 en el postejercicio en el GE. CG, grupo de control; BG, basal; PG, grupo de placebo. Cada participante esta
representado con un simbolo. Los datos se muestran como media = DE. * p < 0,05 basal vs. postejercicio de cada grupo. ** p < 0,001 basal

vs. postejercicio de cada grupo. @p<0,05SGvs. PG.&p<0,05SGvs. CG.



Del mismo modo, los niveles plasmaticos de BDNF aumentaron en el GE en comparacién
con el GC (p = 0,015), pero los niveles de BDNF no aumentaron en el GC ni en el PG (Figura
1A). Ademds, los niveles plasmaticos de FABP3 mostraron un aumento significativo en CG
(p<0,001), SG (p <0,001) y PG (p <0,001) en comparacién con BG (Figura 1C). La medicién
posterior a la prueba de los niveles plasmaticos de FGF21 mostré un aumento en todos los
grupos en comparacion con la BG; sin embargo, sélo se obtuvieron diferencias significativas

con la SG (p = 0,016) (Figura 2C).

Ademds, en la figura 2, en el caso de la IL-6, los niveles plasmaticos post-entrenamiento se
incrementaron significativamente en el GE (p < 0,001) en comparacién con el GC, mientras
qgue el PG y el GC no mostraron ningun incremento post-test. (Figura 2A). Ademads, cuando
se compararon las medias entre grupos, la diferencia entre la expresion del GE frente al GC
y el GE frente al PG (p < 0,001) fueron significativas en ambos casos (Figura 2A). La IL-15
aumento significativamente después del ejercicio en los grupos que recibieron tanto el GE
(p <0,001) como la hidratacién con el GE (p =0,011). Sin embargo, el GC mantuvo los valores
basales (Figura 2C). En cuanto a la respuesta de la LIF, se mostré una disminucién

significativa post-esfuerzo exclusivamente en el GC (p = 0,042) (Figura 2B).



Figura 2. Expresion de proteinas de mioquinas.
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Figura 2. (A) Los niveles de IL-6 s6lo aumentaron después del ejercicio en el grupo experimental (SG). (B) Los valores del factor inhibidor
de la leucemia (LIF) aumentaron después del ejercicio solo en el GE. (C) LA IL-15 aumentaron tanto en el grupo de placebo como en el
GE postejercicio. CG, grupo de control; B, basal; PG, grupo de placebo. Cada participante esta representado con un simbolo. Los datos se
muestran como media + DE. * p < 0,05 basal frente al postejercicio de cada grupo. ** p < 0,001 basal vs. postejercicio de cada grupo. @

p <0,05SGvs. PG.&p<0,05SGvs. CG.

En la sesion de triatldn no hubo diferencias entre las mediciones previas y posteriores al
ejercicio, ni entre los grupos, en los niveles plasmaticos de las moléculas fractalina, irisina,

EPO, osteonectina, MSTN, (FSTL-1), oncostatina M y osteocrina/musclina (Tabla 4).

TABLA 4. Datos de las mioquinas

Myokines Rest Control Group Placebo Group Experimental Group
Fractalkine 419.70 + 19430 4353 + 239.00  405.30 + 169.40  341.10 + 145.70
EPO 354.00 + 206.00  146.00 + 84.4 229.00 + 251.00  256.00 + 242.00
Osteonectin ~ 153.00 + 5430  175.00 + 44.00  171.00 + 60.00  199.00 + 78.90
Myostatin 5.999 + 14156  8.824 + 12982  11.580 + 18253  11.599 + 21.667
Oncostatin 24 + 3.8 1.29 + 11 3.0 + 6.0 38 + 77
FSTL1 491 + 297 198 + 117 464 + 299 624 + 579
Irisin 746 + 601 367 + 295 353 + 445 341* + 343
Osteocrin 7.93 + 3.44 5.48 + 3.89 16.40 + 17.40 17.00 + 13.80

Results are expressed as mean = standard deviation (SD). EPO, Erythropoietin; FSTL1, Follistatin-related protein 1.
*p < 0.05 rest vs. post-exercise.



6. DISCUSION

El objetivo principal de este investigacion fue evaluar el efecto de la hidratacién con SW en
deportistas de resistencia de triatldon sobre la composicidn corporal, el rendimiento y las
proteinas mioquinas circulantes durante un triatlén. Aunque no se observaron efectos en
los resultados de rendimiento y composicién corporal, encontramos que la liberacion de

varias mioquinas esta fuertemente modulada por el SW.
6.1 Parametros antropométricos, de rendimiento y de esfuerzo

Todos los grupos experimentales llevaron a cabo un patrén de hidratacidn adecuado, tal y
como se desprende de un peso postejercicio sin cambios (118). Esto esta en consonancia
con un estudio que muestra un peso similar después del ejercicio entre el SW y el placebo

tras 60 minutos de carrera al 75% del VO.max (119).

Por lo tanto, tiene sentido que cuando se compara con otros procedimientos de
hidratacion, los resultados presentados aqui y los comunicados por otros (15,17,74) no
muestren efectos ergogénicos del SW. Ademds, mostramos que la hidratacién con SW no
altera la concentracion de lactato después de un triatldon. Esta observacion contrasta con
un estudio que muestra una menor concentracién de lactato después de un ejercicio de
carrera en la condicion de SW en comparacién con el agua pura (114). Sin embargo, este
estudio no informd adecuadamente de la intensidad de cada ejercicio, lo que hace dificil
asegurar que ambas condiciones de hidratacidn se realizaron a la misma intensidad relativa.
En este sentido, observamos una FC media y una FC posterior similares durante las distintas
condiciones de hidratacién, lo que indica que a una intensidad relativa similar ni el

rendimiento ni el lactato circulante se ven afectados por el consumo de SW.



6.2 Valores de citoquinas, mioquinas y hormonas

El SW ha alterado la respuesta inflamatoria, principalmente se observdé un aumento
significativo en IL-6, apelina, BNDF, FGF21 y una disminucién de lIrisina. Los tres grupos
mostraron un aumento significativo de FABP3, que podria ser atribuido al estimulo del
ejercicio de resistencia. Ademads, una de las observaciones mas importantes del estudio es
que el SW estimula una liberacion temprana de IL-6. La IL-6 tiene un efecto pro- inflamatorio
candnico cuando es secretada por los macréfagos, como ocurre durante el sedentarismo
cronico (120). Sin embargo, si se secreta durante el ejercicio, puede tener un efecto
antiinflamatorio (77). Ademas, la IL-6 inducida por el ejercicio podria aumentar la captacion
de glucosa y el contenido mitocondrial en el musculo esquelético mediante la modulacién
de la actividad de la AMPK (121-123). En particular, los estudios in vitro han sugerido que
el SW puede estimular la biogénesis mitocondrial a través de la activacion de la AMPK
(124,125). Por lo tanto, nuestros datos podrian sugerir que el SW podria estimular el
metabolismo oxidativo del musculo esquelético mediante una mayor exposicién de las
células musculares a la IL-6 disponible. Aunque esta hipdtesis necesita ser probada mas a
fondo, también esta apoyada por el hecho de que la apelina sigue una respuesta de
liberacién similar después de la hidrataciéon del SW. De hecho, ambas moléculas estan
fuertemente relacionadas con el metabolismo oxidativo a través de la AMPK (126-128). Por
lo tanto, un periodo prolongado de liberacién de IL-6, induciria un aumento de la ventana
de reparacion y facilitaria la actividad de la AMPK a través de un mecanismo independiente

del AMP.

Por otro lado, el consumo de SW también modula el aumento de citoquinas
proinflamatorias como el TNF-a e inducen la produccién de citoquinas antiinflamatorias
como laIL-10y IL-1ra (129), lo que confiere propiedades antiinflamatorias a dicha respuesta
(24,130), por lo tanto el SW genera un beneficio en la respuesta inflamatoria a través de la

IL-6.

Sin embargo, aunque la IL-15, el BDNF y el FGF21 mostraron diferencias significativas al

comparar los grupos anteriores y posteriores al ejercicio, no se encontraron diferencias



cuando se hicieron comparaciones entre todos los demas grupos. Por lo tanto, creemos que
este aumento significativo de la produccion no se debidé al consumo de SW sino al propio

evento deportivo.

Por el contrario, encontramos que otras mioquinas y hormonas no han sido modificadas
significativamente ni por el protocolo de ejercicio ni por el consumo de SW. Por ejemplo, la
fractalina, la EPO, la osteonectina, la miostatina, la oncostatina, la irisina, la FSTL1 y la
osteocrina, no mostraron ningun tipo de modulacidon después del ejercicio cuando se
compararon los valores basales de los tres grupos analizados (131-133). Es posible que
estos parametros no se vieran afectados porque la mayoria de estas moléculas estdn
implicadas en el desarrollo del sistema nervioso central, la homeostasis celular y el hueso,
y por lo tanto el ejercicio de resistencia no seria un estimulo suficiente para iniciar cualquier
cambio. En el caso de la irisina, se ha cuestionado si puede ser incluso una proteina inducida
por el ejercicio, ya que no se ha demostrado de forma indudable si el ejercicio puede inducir

su transcripcién (134).

Aunque se ha informado que los niveles de irisina circulante son mas sensibles a la
intensidad del ejercicio, que se sabe que es un importante estimulador de la liberacion de
irisina (135,136) se ha establecido que la irisina es una molécula de vida corta con una alta
velocidad de degradacion (137). El caso de la LIF es un poco diferente, ya que tiene
funciones similares a las de la IL-6 (138)por lo tanto, el hecho de que sélo se induzca en el
grupo CG podria reflejar que el protocolo en si no esta asociado a la liberacién de IL-6,
mientras que el aumento neto significativo (SW) y numérico (PG) de la IL-6 impediria la

liberacion de LIF.

Por otro lado, en la secrecion de apelina se modifico de forma significativa con la hidratacién
de SW, podriamos contribuir este efecto, a que la apelina junto con la vasopresina (AVP)
tienen una regulacidon antagoénica con una finalidad bioldgica que permite mantener el
equilibrio hidrico del organismo, al evitar la pérdida adicional de agua desde el rifidn. El
aumento de la apelina en el EG, también sugiere, que esta hidratacion disminuye la

osmoralidad plasmatica, lo que favorece un aumento de apelina en plasma. Esto se mostro



en una investigacion sobre la relacién entre la osmolalidad, la apelina y la AVP, tras una
infusién de solucidn salina hipertdnica, para aumentar la osmolalidad plasmatica, que, al
aumentar la osmolalidad plasmatica, elevd simultdneamente la concentracion de AVP en

plasma y redujo la concentracién de apelina (130).

Por el contrario, la disminucion de la osmolalidad plasmatica redujo la concentracion de
AVP en plasma y aumenté rdpidamente la concentracidn de apelina en plasma, por lo que
la osmolalidad plasmatica es un importante regulador fisioldgico de los niveles de apelina
en plasma en los seres humanos. Es decir, al igual que la AVP, la apelina ayuda a mantener
la homeostasis de los fluidos corporales y nuestros resultados en los triatletas hidratados,
con una bebida hiperténica de SW, muestran una mayor posibilidad de generar una

homeostasis de los fluidos que contribuyen a la recuperacion.

Otro efecto de la hidratacidn se observé sobre los niveles de BDNF, que actua sobre
neuronas del sistema nervioso central y del sistema nervioso periférico, ayudando a la
supervivencia de las neuronas existentes y promoviendo el crecimiento y la diferenciacion
de nuevas neuronas y la generacion de sinapsis. La hidratacion con SW consiguié aumentar
el nivel de BDNF, este es un hallazgo relevante al considerar que, algunos estudios
anteriores han informado de que la restriccion de liquidos afecta negativamente a la
memoria a corto plazo(15), mientras que, por el contrario, otros han demostrado que la

deshidratacién leve mejora la funcién de la memoria a corto plazo (139).

La hidratacién con SW, también aumentd significativamente a FGF-21, quien juega un papel
en la captacion de glucosa y la lipélisis (97,140)Ademas, hasta donde sabemos, este es el
primer estudio en atletas, que mostréo que el nivel de FGF-21 circulante se elevd
significativamente como resultado de diferentes tipos de hidratacion, y que el SW se asocio
significativamente con los aumentos del nivel de FGF-21 antes y después del ejercicio. Se
ha demostrado que los protocolos de ejercicio de resistencia pueden modificar FGF-21,
como se ha observado en corredores de maraton recreativos masculinos (98), con aumento
en la concentracion de FGF-21 circulante. Por lo que, es relevante continuar evidenciando

la relacion de la intensidad del ejercicio y la hidratacidn, particularmente con SW.



Por otro lado, la proteina de unidn a acidos grasos 3 (FABP3), se modifico en los tres grupos
con el ejercicio de resistencia, lo que parece ser una relacién mas especifica derivada del
estimulo del ejercicio. Aunque no hay mucha informacién que vincule el nivel de FABP3 en
plasma y el ejercicio, algunos trabajos han demostrado que el nivel de FABP3 esta
influenciado por el ejercicio, los agonistas PPAR-a y la testosterona y oscila con el ritmo
circadiano. En las células musculares, la FABP3 participa en la captacién de acidos grasos y

su posterior transporte al sistema de B-oxidacién mitocondrial (141).

Finalmente, la funcidn fisioldgica de las mioquinas producidas por el musculo esquelético
es proteger y mejorar la funcionalidad de muchos érganos. Ademads, existen pruebas
convincentes de que los factores secretados por el musculo esquelético actian como
mediadores de sefializacion endocrina y estan implicados en los efectos beneficiosos del
ejercicio en casi todos los tipos de células y érganos. A partir de ahora, es importante
descubrir el papel de estas moléculas en los sistemas y los drganos del cuerpo e investigar

la diferencia entre los protocolos de ejercicio fisico en los niveles de estas mioquinas.



7. CONCLUSION

En la investigacidn de intervenién de deportitas de triatlon el consumo agudo de SW, como
estrategia de hidratacion, no tiene un efecto ergogénico significativo en los triatletas. Sin
embargo, el incrmento de IL-6 por la hidratacidn con SW podria aumentar el periodo pro-
inflamatorio postejercicio y facilitar los mecanismos de reparacién y la biogénesis

mitocondrial.
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