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RESUMEN

El estrés oxidativo ha sido ampliamente estudiado en relaciéon con los deportes de ultra
resistencia. Aunque esta claramente demostrado el aumento de especies reactivas de
oxigeno y radicales libres tras estos ejercicios de resistencia extrema, aun es necesario
profundizar en los efectos sobre las defensas antioxidantes y el dafio oxidativo a las

macromoléculas.

El objetivo del estudio fue dilucidar el impacto de una carrera de Ultra Trail en los
marcadores plasmaticos de estrés oxidativo de 32 corredores y su recuperacion post-
carrera, con un enfoque especial sobre el sexo y la edad de los atletas. Para este propdsito,
se midio la actividad de las enzimas antioxidantes glutation peroxidasa (GPx) y glutation
reductasa (GR), asi como el producto de la peroxidacion lipidica malondialdehido (MDA)
y el contenido de grupos carbonilo (CG) antes de la carrera, en la linea de metay 24 y 48

horas después de la carrera.

Hemos observado un aumento en el dafio oxidativo a lipidos y proteinas (MDA y CG)
después de la carrera y 48 horas mas tarde. Ademas, se otuvo un aumento en la actividad
de la GR después de la carrera. No se mostraron cambios en la actividad de la GPx
plasmatica de los corredores a lo largo del estudio. Finalmente, observamos diferencias en
el dafio a macromoléculas relacionadas con el sexo y la edad, pero no se encontraron

diferencias en las enzimas antioxidantes medidas.

Nuestros resultados sugieren que varios marcadores plasmaticos basales de estrés
oxidativo podrian estar relacionados con la magnitud del dafio muscular tras una carrera de

ultra resistencia y también podrian afectar la evolucion de la fuerza muscular.

Palabras clave: Ultra Trail; estrés oxidativo; antioxidantes; lesiGn muscular.
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ABSTRACT

Oxidative stress has been widely studied in association to ultra-endurance sports.
Althoughit is clearly demonstrated the increase in reactive oxygen species and free radicals
after these extreme endurance exercises, the effects on the antioxidant defenses and the

oxidative damage to macromolecules, remain to be fully clarified.

Therefore, the aim of this study was to elucidate the impact of an Ultra Trail race on the
plasma markers of oxidative stress of 32 runners and their post-race recovery, with especial
focused on sex and age effect. For this purpose, the antioxidant enzymes glutathione
peroxidase (GPx) and glutathione reductase (GR) activity, as well as the lipid peroxidation
product malondialdehyde (MDA) and the carbonyl groups (CG) content were measured

before the race, in the finish line and 24 and 48 h after the race.

We have reported an increase of the oxidative damage to lipids and proteins (MDA and
CG) after the race and 48 h later. Moreover, there was an increase of the GR activity after
the race. No changes were observed in runners’ plasma GPx activity throughout the study.
Finally, we have observed sex and age differences regarding damage to macromolecules,

but no differences were found regarding the antioxidant enzymes measured.

Our results suggest that several basal plasma markers of oxidative stress might be related
to the extent of muscle damage after an ultraendurance race and might affect the muscle

strength evolution.

Keywords: Ultra Trail exercise; oxidative stress; antioxidants; muscle injury
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p significacion estadistica

PACs Proantocianidinas

PEF  Flujo espiratorio maximo

PGE Prostaglandinas

pO.  Presion parcial de Oxigeno

Qo  Complejo quinona-semiquinona-ubiquinol

QH2  Ubiquinol

rom  Revoluciones por minuto

RDI/RDA Ingesta Dietética Recomendadas (Recommended Dietary Allowances)
REDOX Oxido-reduccion

RLs Radicales libres



RN  Recién nacido

RO+ Radical alcoxilo

ROH Radical hidroxilo

ROO- Peroxilo

ROOH Radical alquilo

ROS Especies reactivas del oxigeno, especies oxigénicas reactivas
S Segundos

S Azufre

Se Selenio

Se-GPx Glutation peroxidasa selenio dependiente

SJ Squad Jump en cm

SOD  Superoxido dismutasa

TBA Acido Tiobarbiturico

TEAC Capacidad antioxidante medida en equivalentes de Trolox
TLR4 Proteina que al activarse conduce a la via de sefializacion NF-KB
TNF  Factor de necrosis tumoral

TPTZ 2,4,6-tri-(2-piridil)-s-triazina

TROLOX Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico
Ul UNIDADES INTERNACIONALES

UV  Ultravioleta

vit vitamina

VO2max. Volumen maximo de oxigemo

v volumen

Zn Cinc

ug microgramo

uL  microlitro

uMol micromoles

X media estadistica
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1 INTRODUCCION

1.1 METABOLISMO OXIDATIVO Y RADICALES LIBRES

La presencia de oxigeno en la atmosfera es indispensable para el desarrollo y supervivencia
de las especies aerobias del planeta, incluido el hombre. ElI metabolismo oxidativo utiliza
el O2 como aceptor final de electrones, posee una alta eficiencia energética y representa la
base de procesos fisioldgicos indispensables como la respiracion celular. Sin embargo,
debido a sus caracteristicas paramagnéticas, genera también sustancias potencialmente
toxicas y muy reactivas capaces de inducir dafio oxidativo. Asi, numerosos estudios han
puesto de manifiesto que estas sustancias pueden alterar directa o indirectamente varios
mecanismos celulares y fisiologicos, contribuyendo al envejecimiento celular y al

desarrollo o evolucion de numerosas enfermedades [1-7].

Por lo tanto, la vida aerobia se caracteriza por una formacion continua de moléculas
prooxidantes equilibrada por la desaparicion de las mismas gracias a la accién de agentes
antioxidantes. En este sentido, se define el estrés oxidativo como una situacién de

desequilibrio entre agentes oxidantes y antioxidantes en favor de los primeros [8].

1.1.1 Concepto de Radical Libre y Especie Reactiva

Se denominan radicales libres (RLs) a aquellas moléculas que contienen un electrén
desapareado en su orbital mas externo, haciéndolas muy inestables y reactivas. Esta
situacion de inestabilidad hace que dichas moléculas tiendan a reaccionar dvidamente con
otras moléculas cercanas con el objetivo de completar este orbital. Sin embargo, este
proceso desestabiliza la configuracion electrénica de las moléculas con las que reaccionan,
convirtiéndolas a su vez en especies reactivas, pudiendo generar reacciones en cadena
[8,9].

La mayoria de los RLs proceden de la respiracion aerobia y contienen oxigeno, por lo que
muchos autores los denominan también “especies reactivas de oxigeno” (ROS). Sin
embargo, los RLs y ROS, no son exactamente sinénimos dado que, algunas ROS no son
radicales (como el per6xido de hidrogeno o el acido hipocloroso). Otra denominacién

ampliamente utilizada que resultaria aplicable a todos ellos, es la de “oxidantes”.
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Es importante destacar, ademas, que el metabolismo del oxido nitrico también genera
especies reactivas de nitrégeno (RNS). Asi, el Oxido nitrico al presentar un electron
desapareado en su orbital mas externo es por si mismo un radical, y como en su
metabolismo tienen lugar reacciones con el oxigeno molecular o ROS, entre otras
moléculas, se generan también RNS. Entre ellas podemaos citar el peroxinitrito (ONOO-),
el trioxido dinitrégeno (N203) o los nitratos (NO3-) y nitritos (NO2-). Por lo tanto, la
produccion excesiva o desregulada del 6xido nitrico y las especies reactivas del nitrogeno
que de él derivan [4] también puede dar lugar a una situacion de estrés nitrosativo,
equivalente a la descrita anteriormente para el oxigeno. Dicha situacién también se asocia
a procesos inflamatorios, neurotoxicidad, isquemias relacionadas con numerosas

patologias. [4-7].

A continuacion, en la Figura 1, se recogen las principales NOS y ROS, clasificados en

radicales y no radicales [9,10] (Tabla 1).

Radicales ROS Anion superoxido 0,"
Radical Hidroxilo OH"

Radical alcoxilo RO*
Peroxilo ROO*®

NOS Oxido Nitrico NO*

No Radicales ROS Peréxido de Hidrégeno H,0,
Oxigeno singlete 0,

NOS Peroxinitrito ONOO-

FIGURA 1. ESPECIES REACTIVAS MAS RELEVANTES

Figura 1. Especies reactivas mas relevantes (Halliwel B, 1996)[9,10]

1.1.2 Generacion de Radicales Libres y Especies Reactivas

Los RL y ROS pueden proceder bien de fuentes metabdlicas enddgenas o de

agresiones externas (fuentes exdgenas), tal y como se recoge a continuacion:
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1.1.3 Fuentes enddgenas
Como fuentes endogenas de generacion de RL existen:

a) cadena de transporte electronico mitocondrial

Es la principal fuente de ROS intracelular [11]. Se transfieren electrones desde un
donador inicial, creando un gradiente electroquimico que se utiliza para la sintesis de ATP.
Dicho gradiente electroquimico se genera mediante el flujo de electrones entre diversos
compuestos de esta cadena siendo el aceptor de electrones final el O2. Asi, el 95 % del
oxigeno que respiramos es reducido a H.0, mediante este mecanismo en el que participan
cuatro centros redox [12]. Sin embargo, del 3-5% del oxigeno que respiramos puede dar
lugar a la formacién de ROS, como el radical superoxido (O2%), el peréxido de hidrogeno

(H202) y el radical hidroxilo (OH¢), como consecuencia de la reduccion monovalente de la

molécula de oxigeno.

Succinato

PO, + ADP
Fumarato =
H,0 +ATP

2H® oH ®

C G

—_ OzTﬂig — L0, = > OH™ == Hy0
- . ° e S) [C] . [e)
h e

=

FIGURA 2 ESQUEMA DE LA CADENA DE TRANSPORTE ELECTRONICO MITOCONDRIAL.
GENERACION DE ROS DURANTE LA REDUCCION MONOVALENTE DEL OXIGENO. IMAGEN
ORIGINAL DEL AUTOR.
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b) sistema microsomal hepatico.

Este sistema (Figura 1) esta constituido por la flavoproteina NADPH-citocromo P-450
reductasa, junto con el citocromo microsémico, el P-450. Aunque en el hombre, los P-450s
se encuentran localizados ampliamente por todo el organismo, en el higado es donde se da
la mayor expresion de estas enzimas. Este citocromo cataliza reacciones de oxidacion
dependientes de NADPH utilizando oxigeno molecular con el objeto de eliminar farmacos

y toxicos. Sin embargo, en este proceso se genera ion superoxido [13].

c) elevada actividad de la enzima xantina oxidasa.

La xantina deshidrogenasa es la enzima encargada en condiciones normales de oxidar
la hipoxantina a xantina y ésta a &cido Urico, sin producir ROS, al actuar el NAD" como
aceptor de electrones [14]. Sin embargo, en condiciones de hipoxia es la xantina oxidasa
la que cataliza esta reaccion, utilizando el oxigeno como aceptor de electrones. En estas
condiciones si se induce la formacién del anion superdxido y H.O2 como productos de su

accion catalitica [15].
d) activacion del metabolismo del &cido araquidonico en procesos inflamatorios.

El &cido araquidonico se encuentra formando parte de la estructura de los fosfolipidos
de membrana. Aunque su concentracion libre es muy baja, determinados estados
fisiolégicos o patoldgicos pueden estimular su liberacion. Una vez liberado, parte del &cido
araquiddnico es metabolizado dando lugar a productos oxigenados por accién de diferentes
sistemas enzimaticos como la ciclooxigenasa o varias lipooxigenasas o familias de
citocromo P-450. Algunos de estos mecanismos dan lugar a la formacién anion superoxido

y radicales hidroxilos [15,16].

e) activacion de la enzima 6xido nitrico sintetasa.

Esta enzima se puede presentar tres isoformas:
- NNOS o NOS I, NOS neuronal.

- iINOS 0 NOS 11, NOS inducible.
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- eNOS o0 NOS 111, NOS endotelial.

Todas ellas inducen la formacion del 6xido nitrico, una de las especies reactivas mas

relevantes en la regulacion biologica [17-19].

f) activacion de células fagocitarias.

Los fagocitos activados son una fuente importante de RLs al consumir una gran
cantidad de oxigeno que destinan a la generacion de Anion superéxido 02y H20», que
utilizan como mecanismo microbicida [20]. De igual manera, a través de la enzima 6xido
nitrico sintasa, generan 0xido nitrico (NO®), como mecanismo de defensa. La
combinacion del i6n superoxido (O2%) con el NO® da lugar a peroxinitrito, capaz

asimismo de inducir peroxidacion lipidica y producir lisis celular [21].

1.1.4 Fuentes exdgenas
Entre las principales fuentes exdgenas de ROS podemos citar las siguientes:

a) ambientales.

Entre los factores ambientales se encuentran el tabaco, las radiaciones UV, rayos X,
rayos gamma, el ozono, los pesticidas, los contaminantes aéreos fotoquimicos, algunos
iones metalicos o los hidrocarburos aromaticos. Estos agentes pueden poseer RLs, 0 bien
convertirse en ROS a través de las reacciones del metabolismo celular. Estos agentes

pueden causar mutaciones genéticas, cancer y muerte celular [2,22].

B) nutricionales.

La dieta también es una fuente de ROS, al incluir contaminantes, aditivos, e incluso
algunos nutrientes cuyo consumo excesivo puede generar un incremento de ROS. Algunas
sales de metales con el hierro o el cobre pueden favorecer la generacion de radicales libres,
convirtiéndose en factores de riesgo para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares o
cancer, cuando se absorben en grandes cantidades. El exceso de &cidos grasos
polinsaturados o de glucosa también pueden generar RLs al ser susceptibles de ser oxidadas
[23,24].
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c) farmacologicas

Los xenobioticos, incluyendo los farmacos, son una fuente exdgena de generacion de
ROS celular en sus procesos de biotransformacidn enzimatica, ya sea por metabolizacion
directa a RLs o por activacion de fuentes enddgenas de ROS [25,26]. Ejemplos de estos
compuestos serian las moléculas con atomos de cloro, compuestos aromaticos como las
quinonas (presentes en por ejemplo en pesticidas), iones metélicos, ésteres, barbituricos o
algunos antibioticos [26-28].

1.2 Papel dual de las especies reactivas

Los RLs son necesarios para el buen funcionamiento celular habiéndose demostrado,
por ejemplo, su funcién como segundos mensajeros o estimulando y generando mediadores
para la activacion de las células en el crecimiento si se encuentran en bajas concentraciones
[29]. Sin embargo, se producen reacciones de oxidacion indeseadas al acumularse. Es por
ello también, que los organismos han tenido que desarrollar defensas antioxidantes que
permitan su eliminacion o la transformacion en moléculas estables [8,30-32]. Por lo tanto,
no resulta facil catalogar a las ROS como moléculas beneficiosas o dafiinas. Segun Jackson
y colaboradores en 2002 [33], su papel va a depender del proceso celular que se analice.
Asi por ejemplo en los procesos de necrosis a consecuencia de los mecanismos de
isquemia-reperfusion, las ROS no resultarian beneficiosas [28]. Mientras que, por otro
lado, en procesos de apoptosis pueden ser vistas, de manera ambivalente, como dafiinas o
también como positivas para el organismo [33].

En los procesos de inflamacidn, el papel de las ROS también puede ser mixto. Asi, en
el &mbito proinflamatorio proporcionan una mejora en la respuesta inmune consiguiente a
la infeccidn; sin embargo, en trastornos de la respuesta inmune, como la artritis reumatoide,

esta respuesta es inapropiada y debe ser suprimida [28].

Los RLs también pueden relacionarse con procesos patologicos como la hipertension
[34,35], la disfuncion cardiovascular , la diabetes [36], el SIDA [37,38], la epilepsia [39—
41], etc. En estas situaciones los RLs pueden acumularse y alterar mecanismos celulares

generando dafio a macromoléculas vitales como el DNA, lipidos o proteinas.
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1.3 Concepto de estrés oxidativo

El estrés oxidativo se define como un desequilibrio entre las especies prooxidantes
y las antioxidantes, a favor de las primeras [41]. Asi, este estrés oxidativo se podria
producir como consecuencia de un descenso de las defensas antioxidantes, por incremento

de las especies prooxidantes, o bien por ambas.

En cualquier caso, dicho desequilibrio puede conllevar como resultado un dafio
oxidativo que se puede intentar paliar incrementado la funcion de las defensas
antioxidantes. Esta sobreactivacion de las defensas antioxidantes se puede potenciar
enddégenamente como mecanismo compensatorio intrinseco o bien exdgenamente

mediante la administracion de antioxidantes en forma de suplementos dietéticos [42].

1.3.1 Dano oxidativo a biomoléculas

Los RLs tienen la capacidad de oxidar cualquier tipo de biomolécula como proteinas,
lipidos, &cidos nucleicos y glucidos [43]. En nuestro estudio se ha llevado a cabo la

determinacion de marcadores de dafio oxidativo a proteinas y lipidos.

1.3.1.1 Dafio oxidativo a proteinas.

Los RLs son capaces de oxidar a todos los aminoacidos por sus terminaciones carbonilo
y aminas presentes en las proteinas y estos grupos forman uniones proteina-proteina
(amidas) o fragmentar el esqueleto de la proteina [44]. Sobre estos grupos carbonilo, se
puede dar dicha oxidacion, originando un cambio conformacional de la proteina,
modificando o perdiendo la funcion bioldgica. La susceptibilidad de una proteina al ataque
de los radicales libres puede depender tanto de su composicion de aminoacidos, como su
estructura terciaria y cuaternaria. Debe destacarse, en este sentido, que la metionina y la
cisteina son especialmente sensibles a la oxidacidn por su composicion de los grupos tioles
en los radicales a casi todas las formas de ROS [45].

Asimismo, existen procesos oxidativos reversibles e irreversibles. Entre las oxidaciones
reversibles se encontraria por ejemplo la oxidacion de la metionina a metionina sulféxido

y su reduccion enzimatica de nuevo a metionina. Entre las irreversibles encontramos la
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oxidacion de la histidina y el triptéfano, en la que tiene lugar una ruptura del anillo

imidazélico de dichos aminoacidos [46-48].

Los grupos carbonilo se introducen en las proteinas por la reaccion de los aldehidos que
se producen durante la peroxidacion lipidica, o con derivados del carbonilo reactivos que
se generan durante la reaccion de reduccion de azUcares. Entre las proteinas susceptibles a
estos procesos ocidativos se encuentran la LDL, generando un factor de riesgo para
procesos como la ateroesclerosis. Exiten estudios por otro lado, que demuestran que
antioxidantes presentes en fuentes vegetales como las leguminosas, podrian ayudar a

prevenir estos procesos de oxidacion proteica [48][49].

1.3.2 Dario oxidativo a lipidos

La peroxidacion lipidica es un proceso oxigeno dependiente que consiste en el
deterioro oxidativo de las grasas, principalmente de los acidos grasos poliinsaturados.
Tiene lugar en muchos casos, cuando el radical hidroxilo (*OH) se genera en la proximidad
de las membranas celulares, oxidando a los acidos grasos de los fosfolipidos, en especial
los poliinsaturados como el &cido docohexanoico o el araquidénico.

Se trata de una reaccion en cadena en la que un Unico *OH es capaz de generar una
gran cantidad de lipidos hidroperoxidados, que al ser compuestos muy inestables se
descomponen dando lugar a nuevas especies reactivas. Asi, se inician sucesivas cascadas
de peroxidacién, cuya propagacion indefinida es la que genera y amplifica el dafio al
inducir una pérdida de fluidez en las membranas e incluso la muerte celular tal y como se

muestra en la Figura 5, adaptada desde Janero 1990 [50].
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FIGURA 3 ESQUEMA DE LOS MECANISMOS IMPLICADOS EN LA LIPOPEROXIDACION.

Entre los principales productos de la peroxidacion lipidica, se encuentran aldehidos
como el malondialdehido (MDA) y los 4-hidroxialquenales, como el 4-hidroxinonenal y el
4-hidroxihexenal [51]. En este trabajo se ha escogido el estudio del MDA como marcador
de peroxidacion lipidica.

1.3.2.1. MALONDIALDEHIDO (MDA)

El MDA es una molécula que dado su bajo peso molecular (PM = 72,07) es muy
volatil, con un pKa=4.46 y un grupo 1,3-dicarbonilo siendo moderadamente acido (Figura
3). Tanto en la fase gaseosa como en solucion, se encuentra completamente enolizado,

manteniendo un equilibrio entre dos formas asimétricas.

Tal y como se ha mencionado anteriormente, es el resultado de la degradacion
oxidativa de 4&cidos grasos poliinsaturados, especialmente del docosahexanoico y
araquidonico. Pryos y colaboradores describieron las rutas para su formacion [52,53], que
consisten siempre en una primera ciclacion del &cido graso poliinsaturado originario, para
finalmente, tras la obtencion de varios intermediarios, dar entre otros productos de
degradacion, el MDA. Al ser un producto final comun en los procesos de peroxidacion
lipidica independientemente del acido graso poliinsaturado oxidado en origen, el MDA esta
considerado como un buen marcador de este proceso [54].
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FIGURA 4 ESTRUCTURA QUiMICA DEL MDA. IMAGEN ORIGINAL DEL AUTOR.

Dada la importancia de la determinacion del MDA como marcador de peroxidacién
lipidica en el estudio del estado oxidativo de individuos sujetos a situaciones de estrés
oxidativo, resulta relevante la eleccion de una técnica con sensibilidad y reproducibilidad
adecuadas. En general se utilizan técnicas que se basan en la reaccion del MDA con el
acido tiobarbiturico, sin embargo, ya en 1991, Esterbauer y colaboradores demostraron
[57] que el nivel de remanentes de la peroxidacion de lipidos en el plasma de sujetos sanos
puede variar segun la técnica empleada desde O (indetectable) a 47,2 nmol/ml. El problema
estriba principalmente en que el nivel detectado por algunas técnicas proviene, ademas de
la degradacion de acidos grasos poliinsaturados, de la degradacion de otros productos
(como azucares, aminoacidos, aldehidos, acidos organicos...)[50,54]. Por ello, la literatura
sefiala a la determinacion de MDA mediante cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) como una de las técnicas méas adecuadas para reflejar el indice de peroxidacion

lipidica de una muestra bioldgica.
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1.4 DEFENSA ANTIOXIDANTE

1.4.1 Concepto de antioxidante

Tal y como se ha mencionado anteriormente, la generacion de ROS es inevitable
en los seres vivos, desempefiando incluso funciones fisioldgicas indispensables. Sin

embargo, es necesario encontrar un equilibrio de forma que no lleguen a ser dafiinos.

Se considera un antioxidante “cualquier sustancia que, cuando estid presente a
concentraciones bajas en comparacion con las del sustrato oxidable, retrasa o previene
significativamente la oxidacion de dicho sustrato” [55]. Hay que tener en cuenta ademas
que, casi cualquier molécula presente en las células vivas, como proteinas, lipidos,
carbohidratos y DNA EI término es susceptible de ser oxidada. Con esta premisa, la
definicion de antioxidante ha evolucionado posteriormente a “cualquier sustancia que

retrasa, previene o elimina el dafio oxidativo sufrido por una molécula diana” [56].

Teniendo en cuenta que, la desintoxicacion del exceso de ROS es indispensable
para la vida aerobia, ha sido necesario el desarrollo de un importante sistema defensivo
antioxidante que incluye compuestos recolectores y agentes neutralizadores no enzimaticos
(vitaminas C y E, glutation, etc.), enzimas con actividad antioxidante directa o primaria,
capaces de inactivar directamente ROS (catalasa, superoxido dismutasa, glutation
peroxidasa, etc.), y por las enzimas con actividad antioxidante secundaria, que contribuyen
al mantenimiento de otros sistemas antioxidantes o conjugan sustancias derivadas de la
accion toxica de los radicales (glutation S-transferasa, glucosa 6-fosfato deshidrogenasa,
etc.) [57].

1.4.2 El sistema glutation

El glutatién (GSH) descubierto por Hopkins en 1921, es un tripéptido formado por
los aminoacidos; acido glutdmico, cisteina y glicina, con dos caracteristicas estructurales
(un enlace y-glutamilo y un grupo tiol libre) que lo convierten en el antioxidante endogeno
de referencia por su funcion de proteccion frente al oxigeno [58]. Asi, por un lado, la
terminacion tidlica de la cisteina le confiere gran reactividad para intervenir en reacciones

redox, intercambiando electrones a traves del azufre de la cisteina. Por otro, el enlace y-
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glutamilo le protege de la accidn de las peptidasas. Hay que tener en cuenta, ademas, que
es el tiol no proteico mas abundante en practicamente todas las especies animales [59]. Se
sintetiza principalmente en el higado, pero también es transportado por la circulacion

sanguinea hasta el resto tejidos.

La sintesis del GSH se produce en dos etapas. En la primera etapa se genera g-
glutamilcisteina a partir del &cido glutamico y la cisteina, a través de la reaccién catalizada
por la g-glutamilcisteina sintetasa. Posteriormente, en una segunda etapa, la enzima
glutation sintetasa cataliza la reaccién en la que la g-glutamilcisteina se une con la glicina

dando lugar al tripéptido final [60].

SH/\(\O 0
NHQ/\/

NH,

Glycine
NH, Cistein
0 NH,
N HO H

gamma-glutamil-cystein Y\ﬂ 0

0 0

ZT

HS
Glitamate

0
ATP ADP+Pi ATP ADP4Pi GLUTATHION

FIGURA 5. SINTESIS DE GSH. IMAGEN ORIGINAL DEL AUTOR.

Se denomina sistema glutation, al conjunto formado por el glutation y las enzimas
relacionadas con su metabolismo (Figura.5), que son ademéas responsables del
mantenimiento de su estado redox en condiciones fisioldgicas [61]. El glutation se puede
encontrar como glutation reducido (GSH), como glutation oxidado (GSSG) (al estar
compuesto por dos moléculas de GSH unidas por un puente disulfuro entre las cisteinas),
o en forma de disulfuros mixtos en su mayoria GS-S-proteina. Sin embargo, se encuentra
principalmente en las células en su forma reducida. Se considera estado del glutation al

equilibrio entre las distintas formas en las que se puede presentar [62]. Sin embargo, el
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término estado no implica unos valores constantes para el glutation, sino que estos quedan

supeditados a las alteraciones del sistema.
Las enzimas relacionadas con el metabolismo del glutation son las siguientes:
-Actividad peroxidasa representada por las enzimas:

1. Glutatién peroxidasa (GPx): se trata de una enzima que contiene selenio, cuya
principal funcién es reducir el H.O> a agua y otros hidroperoxidos orgénicos a etanol,
utilizando como donador de electrones el glutation reducido. Es la forma mas comdn de
actividad peroxidasa en mamiferos y se presenta como un importante sistema protector
frente a la peroxidacion de lipidos, protegiendo por tanto a las membranas celulares del
dafio oxidativo [63].Se ha descrito que los animales con deficiencias en selenio, presentan
un descenso de la actividad de esta enzima[64]. Sin embargo, también se sabe que existen
dos tipos de GPx, una de las cuales es independiente del selenio (GPx, EC 2.5.1.18)[65].
Hay que destacar ademas qué, en humanos, se han identificado ocho isoformas diferentes
de GPx (GPx1-GPx8)[66,67] . Aungue, la mayor parte de la actividad GPx se encuentra en
el citosol y por tanto es una enzima relevante a nivel intracelular [68], es importante
destacar que de las 8 isoformas de la enzima, dos de ellas se encuentran en compartimentos

extracelulares y por tanto se pueden determinar en fluidos como el plasma o la leche[69].

2. Glutation transferasa con accion peroxidasa: Se ha descrito que en condiciones
de deficiencia de selenio en ratas, la GPx seleno dependiente disminuye su actividad,
siendo ésta compensada con un incremento de la actividad glutation transferasa [70]. Sin
embargo, hay que tener en cuenta que algunas isoenzimas de la glutation S-transferasa
también tienen actividad frente a hidroperdéxidos organicos, mientras que no la tienen frente

al peroxido de hidrégeno.

-Actividad glutation disulfuro reductasa: El glutation disulfuro (GSSG) formado en
las reacciones de peroxidacion se reduce por accion del NADPH mediante una reaccion
catalizada por la glutation reductasa. Por tanto, esta enzima mantiene el estado reducido

del glutation, necesario a su vez para muchos procesos de detoxificacion celular.
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-Actividad gamma glutamil transpeptidasa: enzima que cataliza la transferencia de
un grupo gamma glutamilo del glutation a moléculas aceptoras como el agua o algunos
aminoacidos y péptidos [61]. Esta enzima suele estar asociada a la cara externa de la

membrana celular y esta presente en diversos tejidos y érganos, aunque es predominante

en higado.
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FIGURA 6. REPRESENTACION DEL SISTEMA GLUTATION. (MEISTER A. 1998).

1.4.3 Otros antioxidantes naturales

Tal y como se ha mencionado anteriormente, ademas del sistema glutation, existe un
abundante conjunto de moléculas con capacidad antioxidante que participan en el

mantenimiento del equilibrio del estado oxidativo. Entre ellos destacan las enzimas
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superdxido dismutasa y catalasa 0 compuestos no enzimaticos como las vitaminas A, C y
E.

a) Superdxido dismutasa (SOD).

Aproximadamente el 2% del oxigeno que se consume en la mitocondria en estado
respiratorio 4, es transformado en radical superdxido en la cadena de transporte electrénico.
La enzima SOD, cataliza su reaccion de dismutacién a peréxido de hidrégeno, el cual puede

ser reducido de nuevo, mediante la accion de la catalasa o GPx [71,72].

Las variantes de estas enzimas son debidas al grupo prostético ligadas a ella. En
eucariotas, tanto en la mitocondria y el citosol, se presentan estas variantes; la manganeso
SOD (Mn-SOD), la extracelular SOD (EC-SOD) y cobre/zinc SOD (CuZn-SOD) que se
localiza en el citosol [73].

b) Catalasa.

La catalasa es una enzima antioxidante localizada principalmente en los peroxisomas
de las células de mamiferos [74], cuya principal funcion es reducir el peroxido de

hidrégeno dando lugar a agua y una molécula de oxigeno [75].
c) Otros antioxidantes naturales no enzimaticos.

La vitamina E pertenece a la familia de compuestos fenélicos Ilamados tocoferoles y
tocotrienoles. La fuente principal de vitamina E son los aceites vegetales (girasol, maiz,
soja), frutos secos y otros alimentos como legumbres, lacteos o cereales. Es una molécula
lipofilica presente en las membranas bioldgicas y en las lipoproteinas plasmaticas, capaz
de inhibir la peroxidacion lipidica al actuar como “scavenger” del radical peroxilo,
generando a su vez hidroperdxidos y radical tocoperoxilo. Este radical puede transformarse
en quinona en presencia de Oz, la cual se elimina a través de la orina o bilis. Es importante
destacar que su forma oxidada se puede reducir nuevamente en presencia de &cido

ascorbico, ubiquinol o GSH, pudiendo actuar nuevamente de antioxidante [66,76].

Conviene recordar que la vitamina E también puede actuar de prooxidante,
produciendo peroxidacion en las LDL, facilitando la transferencia de la reaccién de los

radicales de la fase acuosa al interior del ambiente lipidico y que algunos estudios han
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mostrado efectos contradictiorios sobre los efectos de la vitamina E como suplemento
antioxidante [77,78].

La vitamina C o acido ascérbico es uno de los principales antioxidantes en fase
acuosa, que actla a nivel extracelular y citosolico, reaccionando con las especies
oxigénicas reactivas, tales como: O.", H202, ROOe¢, OHe y 10>. En estas reacciones es
oxidado a dehidroascorbato, pudiendo ser nuevamente reducido posteriormente por accién
de la dehidroascorbato reductasa [79]. La principal fuente de vitamina C son las frutas y
verduras y sus caracteristicas fisicoquimicas hacen que su acumulacion en el organismo
sea escasa, como ocurre en la mayoria de compuestos y vitaminas hidrosolubles. Su
distribucion es amplia en los tejidos, concentrandose en tejidos con metabolismo alto
como; glandulas suprarrenales, la hipofisis, el higado, el pancreas, el encéfalo y los
0jos[80].

OH
(0]
(0]
OH
OH OH
Ascorbic Acid

FIGURA 7. ESTRUCTURA QUIMICA DEL ACIDO ASCORBICO. IMAGEN ORIGINAL DEL AUTOR.

Los polifenoles se agrupan segun su estructura quimica en dos grandes grupos: no
flavonoides y flavonoides. Los flavonoides presentan gran variabilidad estructural, ya que
pueden aparecer desde simples moléculas fendlicas hasta polifenoles con pesos
moleculares superiores a los 30.000 Da[81]. Los flavonoides, se hallan en alimentos de
origen vegetal, especialmente en las frutas (uvas, fresas, granadas y arandanos), en las
verduras como cebollas, puerros, brocoli y tomates cherry, asi como en el té, la cervezay
el vino tinto [82].

Entre los mecanismos de accion de los polifenoles se encuentran el secuestro de los

radicales libres e inhibicion de la accion de los ROS [83]o la reduccion de la accion del
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radical tocoferoxilo [84]. Asi, se han visto implicados en la inhibicién de la oxidacion del
colesterol LDL [85], la prevencion de la rotura de la doble hélice del ADN o de la toxicidad
por la quelacion de metales [86]. Ademas, los polifenoles parecen intervenir en procesos

antitumorales y antiinflamatorias [87,88].

Los carotenoides son compuestos poco polares, que tienen al menos nueve dobles
enlaces conjugados, y absorben a longitudes de onda especificas, lo que les confiere sus
colores caracteristicos. Aunque se conocen alrededor de 600 carotenoides aislados,
Unicamente 50, al metabolizarse, generan vitamina A o retinol. Se dividen en dos subclases:
las xantofilas (algo polares) y los carotenos muy poco polares. Los carotenos son
carotenoides que no contienen oxigeno, como los a o b-carotenos o el licopeno, mientras
que las xantofilas, como la criptoxantina, cantaxantina y la luteina, son carotenoides
oxigenados que contienen grupos carboxilos y/o hidroxilos en sus grupos sustituyentes.
Los carotenos participan en la reduccion directa de la peroxidacion lipidica y en la
capacidad de estas moléculas para articular los niveles de otros antioxidantes [89] Por otro
lado, existen datos procedentes de estudios en experimentacion con animales y cultivos
celulares que demuestran el papel de la luteina (xantofila) en la proteccién en diversas
enfermedades en las que el estrés oxidativo estd implicado como mecanismo

fisiopatoldgico [90,91].

La vitamina A se obtiene por medio de la dieta en forma lipéfila (retinol) e hidréfila
(carotenoides). El derivado lipofilico se presenta en alimentos como el higado de animales,
carnes, yema de huevo, leche y sus derivados grasos, mientras que los carotenoides son
aquellos pigmentos causantes del intenso color amarillo, naranja o rojo de frutas y verduras;

se encuentran en alimentos como tomates, calabazas, mangos, zanahorias 0 espinacas.

El exceso de carotenoides en la dieta, implica la saturacion de las vias de los
enterocitos y en su mayoria son eliminados a la luz intestinal, basicamente por la bilis
[92,93]. En la bilis se excreta un 1% de la fraccion plasmatica diaria y esta posiblemente
es reabsorbida con posterioridad [94].

Los carotenoides presentan una gran actividad antioxidante [95,96] al contener en su

estructura un extendido sistema de dobles enlaces conjugados, reaccionandofrente al
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oxigeno singlete, radical peroxilo, anion superdxido, acido hipocloroso y otras especies
reactivas. Sin embargo, su capacidad antioxidante esta relacionada con los niveles de
oxigeno existente. Asi, por ejemplo, ante los radicales peroxilos, el 3-caroteno constituye
un eficaz finalizador de la cadena oxidativa, en el caso de que las presiones parciales de
02 (PO2) sean bajas. Por el contrario, si la PO2 es alta, el proceso oxidativo continua,

pudiendo llegar a ejercer incluso un efecto prooxidante [97] (Figura 7. Apartado a).

a) Frente al radical peroxilo

. pO
ROO ¥ PO: B- Caroteno

O,

T pO,

ROOH B-caroteno-OO* (prooxidante)

B- Carotenoe

Producto final no reactivo

ROO-

b) Frente al oxigeno singlete

10, + Carotenoide —» 30,+ 3Carotenoide

3Ccarotenoide —» Carotenoide + calor

FIGURA 8 MECANISMOS DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE CAROTENOIDES.

Ademas de las caracteristicas fisioldgicas, la actividad antioxidante, también
depende de la estructura quimica de los carotenoides y del acompafiamiento de otros
antioxidantes. En este sentido, se sabe que los carotenoides con ocho o méas dobles enlaces
son mil veces mas eficaces en la reaccion con el oxigeno singlete, actuando por
transferencia de energia de excitacion al 3-caroteno. Posteriormente la energia se elimina
en forma de calor (Figura 7. Apartado b). De la misma forma, la actuacion sinérgica del a-
tocoferol y B-caroteno incrementa el poder antioxidante del B-caroteno, posiblemente como
medida de proteccion ante la autooxidacion y debido a la inhibicion de los efectos oxidantes

peroxilo de B-caroteno, que se habria formado durante la accion antioxidante de este [97].
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Los carotenos también repercuten en la reduccion directa de la peroxidacion
lipidica y en la capacidad de estas moléculas para articular los niveles de otros
antioxidantes [98].

1.4.4. Dieta y estado oxidativo

Una dieta equilibrada es un pilar basico en la promocion y mantenimiento de la
salud y un factor determinante en el desarrollo y evolucion de enfermedades no
transmisibles cronicas, especialmente en aquellas en las que el estrés oxidativo estd
implicado como mecanismo fisiopatoldgico. De hecho, la composicion de la dieta
desempefia un papel primordial en el estado oxidativo de los individuos, modulando tanto
en el dafio oxidativo como los mecanismos de defensa antioxidante. Asi, una dieta no
equilibrada puede fomentar los mecanismos prooxidantes celulares, mientras que, a traves
de las frutas, verduras y frutos secos se aportan antioxidantes exdgenos capaces de

aumentar la respuesta celular al estrés oxidativo [99].

Por tanto, cada vez hay més evidencia cientifica de los efectos beneficiosos de una
dieta variada y rica en estos alimentos con capacidad antioxidante para la prevencion de
enfermedades relacionadas con el dafio oxidativo y el envejecimiento celular (la OMS
recomienda una ingesta de frutas y verduras de unos 400g/dia) [105]. Es importante
recordar, no obstante, que el aporte de antioxidantes debe ser equilibrado, ya que el aporte
aislado y no controlado de un solo tipo de antioxidantes puede conducir a efectos contrarios
a los deseados [100].

1.5 SALUD Y DEPORTE

1.5.1 Antecedentes

Cada vez mas, tanto los organismos como las politicas publicas de salud enfatizan
la necesidad de llevar a cabo actividad fisica regular y participar en deportes de intensidad
moderada como medida preventiva contra enfermedades cardiovasculares, hipertension y
otras dolencias asociadas al sedentarismo. Ademas, se promueve la colaboracion entre el

sector publico y privado con el fin de alcanzar este objetivo.
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Investigaciones existentes respaldan los beneficios de la practica deportiva en
términos fisicos, psicoldgicos y de calidad de vida en general [101]. En este contexto, la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacion Panamericana de la Salud han
desarrollado el "Plan de Accion Mundial sobre Actividad Fisica 2018-2030: més personas
activas para un mundo mas saludable”. Segun este plan, el aumento del desarrollo
economico de los paises conlleva un incremento paralelo en los niveles de inactividad, y
se destaca que en algunos paises los niveles de inactividad pueden llegar al 70%, aunque
ciertos grupos poblacionales enfrentan mayores dificultades para acceder a la practica
deportiva. Segun el plan, la inactividad representa entre el 1% y el 3% de los costos
nacionales de atencién médica, sin tener en cuenta los costos asociados a otras condiciones
de salud a nivel mental y musculoesquelético, ni los costos relacionados con la pérdida de
productividad [102] [103].

Este mayor interés en la préctica deportiva ha dado lugar a un aumento progresivo
en la participacion de deportes de larga distancia, como es el caso de las maratones y Ultra
Trails. Segin Runnersworld, en 2019 el ndmero de corredores que completaron una
maraton o Ultra Trail aumenté un 10% en comparacion con 2018 en Espafia [103,104].
Ademas, la Federacion de Montafia y Escalada (FEDME) ha constatado un incremento
exponencial en el nimero de licencias, pasando de 9,000 en 1991 a 66,466 en 2002 y
203,860 en 2015. Paralelamente, se ha producido un aumento en el nimero de clubes de

montafia, asociado al fendmeno conocido como "Boom del Trail Running” [103].

Las carreras o pruebas de montafia, también denominadas Trail Running, debido a
que se desarrollan en terrenos no asfaltados, tuvieron un inicio tardio en Espafia en
comparacion con otros paises. EIl Trail Running surgid a principios del siglo XX, y desde
entonces el nimero de eventos organizados ha experimentado un crecimiento del 1,000 %
entre 2008 y 2019 [105,106]. De esta manera, gradualmente se han llevado a cabo més
competiciones y pruebas deportivas en terrenos montafiosos y entornos naturales
[107,108].

En los ultimos afios, han surgido investigaciones como la realizada por Segui e Inés
en 2018 [108], donde se analizan los cambios en los habitos deportivos durante las dltimas

dos décadas en Espafia. Sin embargo, a pesar del aumento de la demanda por parte de
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participantes no profesionales, quienes carecen de un apoyo especifico en términos de
fisiologia, nutricion y atencién médico-deportiva para su preparacion, ain se carece de
suficientes evidencias cientificas en cuanto a la salud de los participantes, resultando
necesario que la comunidad cientifica se plantee investigaciones acerca del impacto de este

tipo de practicas deportivas en la salud.

1.5.2 El Proyecto CRS. Maratén Valencia 2016.

El planteamiento de esta tesis doctoral tiene sus primeros antecedentes en el
Proyecto CRS (Corre, Recupera, Repite y Siempre Saludable), llevado a cabo durante la
Maraton Valencia Trinidad Alfonso EDP en 2016. Este proyecto adopté un enfoque
multidisciplinar en el campo de la salud y fue desarrollado por el Servei d’Esports, el Grupo
de Investigacion de Cuidados y Salud (CyS) de la Universitat Jaume | (UJI), en
colaboracion con la Fundacion Trinidad Alfonso, Hospitales Vithas-Nisa, la SD

Correcaminos y la Diputacio de Castellé.

El objetivo de este proyecto fue observar y analizar los cambios que ocurren en el
organismo de los atletas en términos de salud, utilizando indicadores clinicos y de esfuerzo,
con el fin de mejorar las capacidades de los deportistas desde una perspectiva saludable. El
Proyecto CRS permiti6 realizar una completa evaluacion fisica y psicologica de los
participantes en la Marat6n Valencia Trinidad Alfonso EDP de 2016 y analizar los cambios
fisiolégicos condicionados por la realizacion de una maratén. En relacion con el aspecto
mental, se analizaron variables psicoldgicas y conductuales, considerando que la practica

de deportes extremos estimula la liberacion de endorfinas [109,110].

La repercusion internacional de la Maraton de Valencia también facilito la amplia
divulgacion y difusion de los resultados de la investigacion. Sin embargo, existen
interrogantes que esta tesis se propone analizar con el objetivo de avanzar en las
explicaciones proporcionadas. Para lograrlo, se plantea la ampliacion del estudio,
incluyendo pruebas de mayor distancia y centrandose en abordar y resolver algunas
cuestiones relacionadas con el estudio de los antioxidantes en el organismo, basandose en
las evidencias halladas en el Proyecto CRS. En este sentido, se ha seleccionado la prueba

Penyagolosa Ultra Trail para llevar a cabo dicho proyecto.
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1.5.3 Proyecto PTS Woman. Penyagolosa Ultra Trail 2019.

El Proyecto PTS Woman, desarrollado por el Grupo de Investigacion Cuidados y
Salud (CyS), llevo a cabo un andlisis de la muestra obtenida en la prueba Penyagolosa Ultra
Trail 2019 a través del proyecto PTS Woman. Esta prueba tiene lugar entre Castell6 de la
Plana (inicio) y el Santuario de Sant Joan de Penyagolosa (llegada), en el Parc Natural del
Penyagolosa. Se considera una de las siete pruebas mas importantes del calendario nacional
de Ultra Trail y ocupa el cuarto lugar en términos de participacion e inscripciones en

Espana.

El proyecto PTS Woman surge con el propdsito de abordar deficiencias e incognitas
observadas en el primer Proyecto CRS en relacién con las diferencias entre sexos, el
estudio de variables relacionadas con el metabolismo antioxidante no estudiados y otros
datos que requerian un mayor nimero de casos y distancias mas largas para su analisis. Se
observo que existian muy pocos estudios sobre el impacto de estas practicas deportivas en
las mujeres, posiblemente debido a la baja participacion femenina debido a dificultades
para conciliar la vida familiar y otras razones no identificadas. La alta participacion en la
Ultra Trail Penyagolosa ofrecia una oportunidad para validar el estudio con una muestra

suficiente de mujeres.

Las publicaciones derivadas del Proyecto PTS Woman han abordado temas como
la funcion cardiaca, los marcadores musculares, cardiovasculares e inflamatorios, el efecto

de los calambres y las recuperaciones fisioldgicas y de fuerza después de la prueba.

Sintetizando, el Proyecto PTS Woman es una investigacion que busca analizar las
repercusiones en la salud de la realizacién de la Penyagolosa Ultra Trail, centrandose en
las diferencias entre sexos, los habitos de nutricidn, la preparacion y recuperacion de las
carreras, asi como los aspectos fisioldgicos y de bienestar mental. Los resultados obtenidos
hasta el momento han permitido identificar diferencias y establecer relaciones entre
diversos factores que influyen en el rendimiento y la salud de los corredores de Ultra Trail.

En relacion a las diferencias entre hombres y mujeres en las carreras de Ultra Trail,
se han llevado a cabo diversos estudios. Uno de ellos se centro en analizar el ritmo de
carrera mediante el uso de acelerometros en una prueba de 109 km[111]. Se realizaron
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pruebas cardiopulmonares y de esfuerzo antes de la carrera, en tres puntos intermedios (33
km, 66 km y 84 km) y después de la misma. Se compararon los ritmos de carrera absolutos
y relativos entre hombres y mujeres. Los resultados mostraron que las mujeres fueron méas
constantes, sin tiempos excesivos de descanso, y presentaron menos pérdida de peso
corporal y variaciones menores en las velocidades absolutas y relativas. Las fluctuaciones

en el peso corporal se relacionaron con las variaciones en la velocidad de carrera.

Otro estudio se centrd en la utilizacion de medias de compresion en pruebas de larga
distancia, como una Ultra Trail de 107 km [112]. Se analizaron los parametros de dafio
muscular, como lactato deshidrogenasa, creatina quinasa, proteina C reactiva y creatinina,
mediante andlisis de marcadores sanguineos antes, inmediatamente después, a las 24 y 48
horas después de la carrera. Se compararon dos grupos de 32 atletas (19 hombres y 13
mujeres), donde el grupo que utiliz6 las medias de compresion mostré un menor aumento
en la escala de dolor en la parte posterior de la pierna. Aunque las medias de compresién
no parecen reducir el dafio muscular y la inflamacion, si se observo que su uso puede

recomendarse como método de recuperacién para disminuir el dolor muscular [113].

La funcion pulmonar también ha sido objeto de estudio en Ultra Trails. Se
realizaron pruebas espirométricas para evaluar la funcién de los muasculos pulmonares e
inspiratorios y analizar posibles diferencias entre hombres y mujeres en relacion con el
cambio antes, durante y después de la carrera [114]. Los parametros espirométricos
evaluados incluyeron capacidad vital forzada (FVC), volumen espiratorio forzado en 1
segundo (FEV1), FEV1 / FVC y flujo espiratorio maximo (PEF), asi como la presion
inspiratoria maxima (MIP). Ademas, se evaluaron la altura del salto (SJ) y la fuerza de la
mano (HG) antes y después de la carrera, y se realizaron mediciones en tres puntos
intermedios durante la misma. Los resultados mostraron una disminucién del PEF durante
la carrera, en paralelo con la caida de la velocidad de carrera. No se encontraron diferencias
significativas entre hombres y mujeres en la funcion respiratoria posterior a la carrera,
excepto por una mayor disminucion en la relacion FEV1 / FVC entre las mujeres. En
conclusion, la disminucién de la funcién respiratoria antes y después de la carrera no se

correlaciono con la velocidad de carrera relativa.
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Ademas, se ha investigado la relacion entre el consumo maximo de oxigeno, los
umbrales ventilatorios y la oxidacion de grasas, comparando ambos sexos y evaluando las
variaciones corporales en grasa y masa magra observandose diferencias de género en estos

aspectos [115].

En cuanto a la preservacion del material genético, se planted la pregunta de si el
deporte excesivo o las pruebas de larga duracién pueden llevar a un desgaste de los
telomeros debido a la sobreexpresion del ADN. Se realizd6 un analisis clinico de
hematologia en los participantes de la prueba Ultra Trail Penyagolosa Ultra Trail CSP 2018
en comparacién con un grupo de 56 individuos sedentarios [116]. Se compar6 el
componente genético de los participantes antes y después de la prueba, y se observéd un
incremento en la inflamacion, destruccién y aparicion de moléculas de degradacién en el
organismo durante la prueba, lo que podria llevar al acortamiento de los teloémeros y a un
posible envejecimiento celular progresivo debido a la sobreexpresion del ADN. Se
evaluaron la eficiencia antioxidante y el mantenimiento de los telémeros, especificamente
en relacion con el estrés oxidativo y su impacto en el gen superéxido dismutasa 2 (SOD>)
y su polimorfismo rs4880. Los resultados mostraron que los corredores de Ultra Trail que
entrenaban de forma més constante y regular presentaban menos acortamiento de los

telémeros y una mayor cantidad de los mismos.

Estos estudios demuestran la importancia de entender las diferencias entre hombres
y mujeres en las carreras de Ultra Trail, tanto a nivel fisiolégico como genético, con el

objetivo de mejorar el rendimiento, prevenir lesiones y promover una éptima recuperacion.

1.6 Estado actual de la investigacion.

Enmarcados en el proyecto PTS Woman, esta tesis centra su trabajo en el estudio del
estrés oxidativo asociado a la Penyagolosa Ultra Trail. Anteriormente se ha investigado el
impacto de las carreras de Ultra Trail en relacion con el estrés oxidativo y las alteraciones
causadas por las especies reactivas de oxigeno (ROS) [117-119].

Se ha observado que las pruebas de alto consumo metabdlico, como las carreras de
Ultra Trail, pueden generar efectos inflamatorios y un aumento en las especies reactivas
producidas por la oxidacion y destruccion celular. Estos efectos pueden desencadenar una
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insuficiencia renal aguda en los corredores, aunque esta condicion puede revertirse en poco
tiempo con una hidratacion adecuada dentro de las 48 horas posteriores [120]. Por lo tanto,
es relevante ampliar el trabajo de esta tesis para examinar los efectos de las ROS en la salud

de los corredores, asi como la posible pérdida de rendimiento y la fatiga muscular.

Diversos estudios han aportado datos dispares en relacion a los efectos de las carreras
de ultrarresistencia sobre el dafio oxidativo y los posibles efectos compensatorios de los
antioxidantes, sin que haya un consenso en la bibliografia [121-128]. Dada la popularidad
de este tipo de pruebas y el creciente nimero de participantes en las mismas, surge la
necesidad de generar evidencias sobre el impacto que este tipo de carreras pueden tener
sobre el estado oxidativo del plasma de los corredores y su relacion con el dafio muscular
y la pérdida de fuerza. Ademas, es importante hacer un estudio que incluya la perpectiva
de género asi como la influencia de la edad de los corredores sobre los marcadores a estudio

planteados en esta tesis doctoral.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

70



71



2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
HIPOTESIS

La realizacion de un ejercicio de Ultra Trail como la Ultra Trail Castell6-Panyagolosa
altera el estado oxidativo del suero de los corredores, afectando a su vez a la magnitud del
dafio muscular, la pérdida de fuerza del musculo esquelético y la respuesta inflamatoria

que se observan al finalizar la misma, asi como su recuperacion posterior.

OBJETIVOS

Objetivo general:
Determinar el impacto del ejercicio de Ultra-trail sobre el estado oxidativo del plasmay
su relacién con el dafio muscular y la respuesta inflamatoria en una muestra de corredores

amateurs.

Objetivos especificos:

Los objetivos especificos planteados en el presente proyecto son los siguientes:

1. Determinar el estado oxidativo del plasma de los corredores, previo a una prueba
de Ultra Trail y como éste se modifica tras la finalizacion de la prueba y su

evolucion posterior a las 24 y 48 horas.

2. Analizar la magnitud del dafio muscular, la pérdida de produccién de fuerza del
musculo esquelético y la respuesta inflamatoria tras la realizacion de prueba de

Ultra Trail y su evolucion posterior a las 24 y 48 horas.

3. Evaluar si existe una relacion entre el estado oxidativo del suero de los corredores
y los parametros de dafio muscular, fatiga y respuesta inflamatoria sistémica en

corredores amateurs que realizan una prueba de Ultra Trail.

4. Estudiar si el género o la edad de los corredores pueden afectar de forma diferencial

a los resultados obtenidos en relacion con el impacto de una Ultra Trail sobre el
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estado oxidativo del plasma, dafio muscular, pérdida de fuerza y respuesta

inflamatoria en corredores amateurs.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Participantes

Cuarenta y siete atletas amateurs de ultra resistencia (29 hombres y 18 mujeres)
fueron reclutados para participar en el estudio que se llevo a cabo en la carrera Penyagolosa
Ultra Trail CSP en 2019. La carrera constaba de 107,4 km, comenzando a una altitud de
40 m y finalizando a 1280 m sobre el nivel del mar, con una elevacion positiva total de
5604 metros y negativa de 4356 metros. Todos los sujetos fueron informados previamente
del procedimiento del estudio y dieron su consentimiento por escrito para participar.
También se les permiti6 retirarse del estudio si asi lo deseaban. Se utilizé un cuestionario
confeccionado adhoc para recopilar las variables sociodemograéficas, las variables de
entrenamiento y de competicion, asi como el consumo de suplementos antioxidantes en la

preparacion y desarrollo de la carrera.

3.1.1 Comité ético

La investigacién se llevo a cabo de acuerdo con la Declaracion de Helsinki y se
obtuvo la aprobacion del Comité de Etica de Investigacion de la Universidad Jaume | de
Castellén (Numero de Expediente CD/007/2019).

Este estudio esta registrado en la base de datos ClinicalUltra Trail.gov, con el
namero de cddigo NCT03990259 (www.clinicaltrials.gov).

3.2. Variables de estudio
3.2.1 Variables sociodemograficas, de entrenamiento y
rendimiento en carrera

Se recogieron la edad y el sexo, asi como variables relacionadas con el entrenamiento

semanal y la experiencia previa de participacion en carreras de Ultra Trail.

Como rendimiento en carrera se tuvo en cuenta el tiempo de finalizacion de la prueba.
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3.2.2 Variables de estrés oxidativo

Los marcadores de estado oxidativo utilizados en la presente investigacion fueron
las enzimas antioxidantes GR y GPx, asi como los indicadores de dafio oxidativo a

biomoléculas MDA (marcador de peroxidacion lipidica) y CG (dafio oxidativo a proteinas).
3.3. Instrumentacion necesaria para los méetodos de analisis:
Instrumentacidn necesaria para los métodos de analisis:
Cromatografia liquida de alta resolucion Agilent compuesto por:
- Bomba cromatografica: Agilent Technology 1100 series binary HPLC Pump.
- Degasificador Agilent Technology de fases movil serie 1100.
- Detector de fluorescencia FLD Agilent Technology 1200 con celda de 8pL.
- Detector de Diodos (DAD) Diode Array Detection Agilent Tecnology 1100 series.
-Inyector: Agilent Technology 1050 con loop de 100 pl..
-Ordenador IBM Window 2000 Pro.
-Software: HP ChemStation.
-Espectofotometro: Kontron Instruments modelo Uvikon 922.
Centrifugas:
-Centrifuga refrigerada Sorvall, modelo SS-34.
-Centrifuga refrigerada Heraus, Megafuge 1.0.
-Centrifuga refrigerada Eppendorf, modelo 5415 R.
-Centrifuga refrigerada Heraeus, modelo Sepatech 200.

- Centrifuga de mesa Heraus Sepatech, modelo Labofuge Ae.
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- Hettich zentrifugen Universal 320 R.

Balanzas:
- Balanza de precision Mettler, modelo AM-100.
-Balanza Ohaus, modelo Navigator TM.

Otros equipos:
-pHmetro Crison, modelo microph 2001. Hamilton Lig-Glass.
-Homogeneizador: Junke and Kunkel, IKA-Werk, modelo RW 20 DZM.
-Sistemas de tratamientos de agua: Milli Q gradiente A10 de Millipore.

-Bafios termostéaticos de temperatura regulable de Selecta modelo Tectron 3471300
y Barnstead/Lab-Line modelo Max Q 7000.

-Agitadores magnéticos Minishaker IKA, modelo MS2, Heidolph modelo MR 3001
Ky SBS modelo A-163, Lab-Line Instruments Inc.

- Lector de placas: Bio-Rad, modelo BENCHMAK, Microplate reader.

- Ultracongeladores, congeladores y neveras.

3.4 Toma de muestras de sangre y determinaciones analiticas

Se recolectaron muestras de sangre de una vena antecubital mediante venopuncion
el dia antes de la carrera, después de cruzar la linea de meta, asi como 24 y 48 horas después
de la carrera, utilizando tubos BD Vacutainer PST Il. Las muestras se centrifugaron a 3500
rpm durante diez minutos y el suero recogido se alicuotd en dos tubos que se mantuvieron
a 4°C durante el transporte al Hospital Vithas Rey Don Jaime (para el estudio de
inflamaciéon y dafio muscular) y a las instalaciones de la Universitat Jaume | (para el estudio

del estado oxidativo del plasma), respectivamente.

79



Los resultados bioquimicos obtenidos inmediatamente después de la carrera se
ajustaron utilizando el método de Dill y Costill [20], utilizando el hematocrito y la
hemoglobina para determinar la magnitud de los cambios en el volumen plasmético

después de la carrera en cada participante.

3.5 Parametros de inflamacion y dafio muscular

La muestra derivada al Hospital Vithas Rey Don Jaime se proceso utilizando el
analizador de quimica clinica modular Roche/Hitachi Cobas c311 (Roche Diagnostics,
Penzberg, Alemania), como se ha publicado anteriormente [109,129,130]. La
deshidrogenasa lactica (LDH) y la creatina quinasa (CK) se utilizaron como marcadores de
dafio muscular, la proteina C-reactiva (PCR) como indicador de reaccion inflamatoria

aguda.

3.6 Marcadores de estado oxidativo:

3.6.1 Determinacion de actividad glutation peroxidasa GPx

La actividad de esta enzima, que cataliza la oxidacion de GSH a su disulfuro
(GSSG) por H20-, se determind espectrofotométricamente segin el método de Lawrence
et al. (1978)[131], mediante la monitorizacién de la oxidacién de NADPH a 340 nm tal y

como se describe a continuacion:
Reacciones:

GSH Peroxidasa

v

H.O0, + 2 GSH
GSH Reductasa
GSSG + NADPH* + H*

2 HO + GSSG

v

2 GSH + NADP*2

Soluciones:

Solucién 1. Tampdn fosfato potasico 0.1 M, pH 7.0, que contiene EDTA 1 mM y azida
sodica 1mM.
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Solucién 2. Glutation Disulfuro reductasa 2.4 Ul/mL.
Solucién 3. GSH 10 mM.
Solucién 4. NADPH 1.5 mM disuelto en NaHCO 3 al 0.1%.
Solucidn 5. Peroxido de hidrogeno 1.5 mM.

Procedimiento

Paso 1: Consiste en la adicion de forma sucesiva a una microcubeta de las siguientes

cantidades de las distintas soluciones:

e 500 pL de la solucion 1,
e 25 pL de muestra completada hasta 75 pL con agua MilliQ.
e 100pL de la solucion 2.
e 100pL de la solucién 3.

Se preincuba esta muestra durante 5 min a 37° C.

Paso 2: Se afiaden 100 pL de la solucién 4. Se monitoriza durante 3 min el consumo

de NADPH, no dependiente de hidroperdxidos.

Paso 3: Se afiaden 100 uL de la solucion 5 precalentada, y se registra de nuevo la
disminucion de la absorbancia a 340 nm durante 3-5 min (que es resultado del consumo de
NADPH).

El célculo de la actividad GPx se realiza determinando la diferencia entre el

consumo de NADPH antes y después de la adicién de hidroperoxido.

— VY A4 Ix L1 -1
C_Exdemx A7 (mmolx L™ x min™")

Vf = volumen final en mL, Vm= volumen de muestra en mL, €=coeficiente de extincion
molar (para el NADPH en estas condiciones es de 6.22 mM * x cm 1), d = paso de luz de
la cubeta (1 cm en nuestro caso), AA = disminucion de la absorbancia a 340 nm, At =

intervalo de tiempo considerado, en minutos.
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Los resultados se expresan como nmol de NADPH consumidos por minuto y por

mg de proteina.

3.6.2 Determinacion de la actividad GR

Fundamento del método.

La actividad glutation reductasa (GR; E.C.1.8.1.7) se determind segun el método
propuesto por Smith [132] segun el cual el GSH se redujo al acido 5,5’-ditiobis(2-
nitrobenzoico) (DTNB), basandose en las siguientes reacciones:

GSSG + [NADPH]* + H* & 2 GSH + NADP*
DTNB + GSH & GS-TNB = TNB

La formacién del GSH esta catalizada por la actividad glutation reductasa de la
muestra a través de la reduccion del NADPH. Cuando esta reduccion sucede en presencia
de DTNB, se forma el aducto DTNB con GSH (GSTNB), que luego se descompone en
TNB (&cido 2-nitro-5-sulfanilbenzoico), cuya  aparicion se registra

espectrofotométricamente a 412nm.
Soluciones:

e Solucion 1. Tampon fosfato sodico 0.2 M, pH 7,5.

e Solucion 2. EDTA 10 mM.

e Solucién 3. DTNB 3mM en tampon fosfato sédico 10 mM a pH 7,5.

e Solucion 4. NADPH 2 mM disuelto en tampon fosfato sédico de la Solucion 1).
e Solucion 5. GSSG 20 mM.

Procedimiento.

El procedimiento analitico consiste en la adicion de forma sucesiva a una

microcubeta de las siguientes cantidades de las distintas soluciones:
1. 450 pL de la solucion 1.
2. 50 pL de solucion 2.

3. 250 pL de solucion 3.
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4. 50 pL de solucién 4

5. 50 pL de solucion 5.
6. 125 pL de agua MilliQ
7.25 pL de muestra.

La mezcla se incuba a 37° y se monitoriza durante 3 min la aparicion de TNB a 412
nm (tomando como valor final la pendiente de la recta de regresion que representa el

incremento de absorbancia en el intervalo de tiempo considerado).

Es necesario hacer una curva de calibrado con concentraciones conocidas de GR.
El calculo de la actividad GR se realiza mediante intrapolacion en la recta de regresion

obtenida con los estandares.

3.6.3 Determinacion de la concentracion de MDA

Fundamento del método.

La cuantificacion del MDA de las muestras de suero, se realiz6 mediante una
modificacion del método de Richard [133,134], determinando la formacion del complejo
que se crea entre el MDA con el &cido tiobarbiturico (TBA), en una proporcion de dos
moléculas de TBA con una de MDA. Esta determinacion se realiza en un equipo de HPLC
que consta de los siguientes instrumentos necesarios para los métodos de analisis de MDA

en suero:
- Bomba cromatografica: Agilent Technology 1100 series binary HPLC Pump.
- Degasificador Agilent Technology de fases movil serie 1100.
- Detector de fluorescencia FLD Agilent Technology 1200 con celda de 8pL.
- Detector de Diodos (DAD) Diode Array Detection Agilent Tecnology 1100 series.
- Inyector: Agilent Technology 1050 con loop de 100 pl.

- Ordenador IBM Window 2000 Pro.
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- Software: HP ChemStation
Centrifugas:
- Centrifuga refrigerada Sorvall, modelo SS-34
- Centrifuga refrigerada Heraus, Megafuge 1.0
- Centrifuga refrigerada Eppendorf, modelo 5415 R
- Centrifuga refrigerada Heraeus, modelo Sepatech 200
Balanzas:
- Balanza de precision Mettler, modelo AM-100.
- Balanza Ohaus, modelo Navigator TM.
Otros equipos:
- pHmetro Crison, modelo microph 2001. Hamilton Lig-Glass.
- Homogeneizador: Junke and Kunkel, IKA-Werk, modelo RW 20 DZM.
- Sistemas de tratamientos de agua: Milli Q gradiente A10 de Millipore.

- Agitadores magnéticos Minishaker IKA, modelo MS2, Heidolph modelo MR
3001 Ky SBS modelo A-163, Lab-Line Instruments Inc. USA.

- Lector de placas: Bio-Rad, modelo BENCHMAK, Microplate reader.

La fase mdvil utilizada estd compuesta por tampén fosfato 50 mM a pH 6.0 y
metanol, en una proporcién de 580 ml de tampdn y 420 ml de metanol. Dicha fase mévil
se filtra a través de un filtro-membrana (Scheicher and Schuell) de 0,45 um de poro y 47
mm de diametro. El flujo de fase movil es de 1.0 ml/min a lo largo de todo el procedimiento.

La longitud de onda de excitacion utilizada es de 532 nm y la de emision 553nm.
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La solucion para realizar la curva de calibracion se prepara diariamente y consiste

en una concentracion 20 mM de 1,1,3,3-tetraetoxipropano en etanol.

La solucién de trabajo también se prepara diariamente y consiste en una mezcla de

acido tiobarbiturico (0,37%) y acido perclérico (6,4%), 2:1 v/v respectivamente.
Procedimiento.

Se mezclan 0.1 ml de muestra 'y 0,75 ml de la solucidén de trabajo que se incuba 60
min en un bafio de agua a 95°C. Tras la incubacion se detiene la reaccion enfriando los
tubos en un bafio de agua-hielo (4°C) durante 10 min y posteriormente se centrifugan 10

min a 12.000 rpm.

El aducto MDA-TBA es inestable a pH neutro por lo que se afiaden 0.1 ml de
hidréxido potasico 0.7 M a 0.2 ml de la muestra centrifugada que acabamos de centrifugar
hasta obtener un pH de 6,0. Inmediatamente después centrifugamos durante 1 min para
ayudar a precipitar sales insolubles que podrian interferir en la determinacion. A
continuacion, la muestra se filtra (filtro de jeringa de 3 mm, 20 micras, membrana de teflon,
suministrados por Corning Laboratory Sciences Company) y se inyecta en el equipo de
HPLC. La cantidad de muestra inyectada fue de 100 pl para tener la seguridad de llenar el
loop de 50 pl.

En cada experimento se prepar6 una curva de calibracion de estandares (0; 0,2; 0,4;
0,5; 1; 1,5 y 2uM de 1,1,3,3-tetraetoxipropano en etanol tal y como se ha descrito

anteriormente).

El area del pico obtenido es directamente proporcional a la concentracion de MDA
en la muestra, que se calcula por intrapolacion en la recta de regresion obtenida con los

estandares.

3.6.3 Determinacion de grupos carbonilo en proteinas

La introduccion de grupos carbonilo en las cadenas laterales de los aminoacidos es
un sello distintivo de la degradacion oxidativa de las proteinas. La cuantificacién de estos
grupos carbonilo, como marcador de dafio oxidativo a las proteinas del suero, se realizo6

mediante su reaccion con 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNFH) en medio &cido, segun el
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método descrito por Levine et al. [135], con algunas modificaciones introducidas por Tian
et al.[136]. Asi, la union de DNFH a los grupos carbonilo de las proteinas se cuantifico
colorimétricamente (A= 373 nm) tras la separacioén de las proteinas derivatizadas por

precipitacion con acido, lavado y posterior solubilizacién con guanidina.

Procedimiento:

Tomamos 200 uL de suero a los que se anadieron 400 mL de 2,4 DNFH 10 mM /CIH
2,5 M. Incubamos 1 hora a temperatura 40°, con agitacion ocasional.

1. Centrifugamos a 12600 rpm durante 3 minutos y afiadimos 1 mL de TCA al 20 %.

2. Centrifugamos a 12600 rpm durante 3 minutos.

3. Recogemos el pellet y lo lavamos 3 veces con 1 mL de etanol: acetato de etilo (1:1
v/v). Centrifugamos otra vez a 12600 rpm durante 3 minutos y recogemos el pellet.

4. Se resuspende el pelet con 1 mL de Guanidina 6 N a pH: 2,3, agitamos con un

vortex durante 2 minutos y centrifugamos a 12600 rpm.

Finalmente medimos el sobrenadante a una A= 373 nm utilizando un coeficiente de

extincion molar de 22,000/M-cm.

Para los calculos se restd la absorbancia del blanco realizado con agua y

expresandose los resultados dividiendo por el nimero de proteinas totales de la muestra.

3.7. Fuerza muscular. Evaluacion de la Fuerza Squat Jump (SJ) y
Handgrip (HG)

La fuerza muscular del tren superior fue determinada utilizando técnicas de
dinamometria Manual a través del Hand Grip (HG) y del tren inferior a través de una
plataforma de salto (Squat Jump). Los sujetos se familiarizaron con los procedimientos de
evaluacion de la fuerza durante una sesion informativa previa a la investigacion. Las
pruebas de HG y SJ se realizaron antes de la carrera y dentro de los 15 minutos posteriores
a la carrera. En la evaluacion de HG, los sujetos se mantuvieron de pie, con el brazo a su
lado con extensidén completa del codo, sosteniendo el dinamémetro de agarre (T.K.K. 5401
GRIP-D, Takei Scientific Instruments Co., Tokio, Japon) en su mano dominante. Se les
pidio que apretaran el dinamometro durante 5 segundos y la prueba se realizo dos veces,
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con 30 segundos de descanso entre intentos. Se registro el valor maximo de cada individuo
para el anélisis estadistico. Siguiendo estudios anteriores [114,137], se analizé el cambio
de HG de pre a post carrera, considerando que los masculos del miembro superior podrian
considerarse como musculos que apenas se ejercitan durante la carrera. En la evaluacion
de SJ, se pidio a los participantes que saltaran lo mas alto posible desde una posicion inicial
con las caderas y las rodillas flexionadas 80 grados y las manos estabilizadas en las caderas
para evitar el movimiento de los brazos. La altura del salto se estimd mediante el tiempo
de vuelo medido con una plataforma de contacto (Chronojump, Barcelona, Espafia). La
prueba se realizé dos veces, con 90 segundos de descanso entre intentos. Se seleccind el

mejor rendimiento de cada individuo para el analisis estadistico.

El dinamometro Hand Grip, como podemos observar en la figura es de la marca
Takei Scientific Instruments Co, Tokyo, Japon. Modelo TKK 5401 Grip-D.

HAND GRIP SE 1

FIGURA 9. HANG GRIP UTILIZADO. IMAGEN ORIGINAL DEL AUTOR.
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3.8 Andlisis estadistico

Se llevaron a cabo los andlisis estadisticos utilizando el software Statistical Package
for the Social Sciences (IBM SPSS Statistics para Windows, version 25.0, IBM Corp.,
Armonk, NY EEUU). Para asegurar la validez de los analisis, se verificé la distribucion
normal de las variables mediante la prueba de Shapiro-Wilk, considerando un valor de p >

0,05 como indicativo de normalidad [138]..

Para evaluar si las concentraciones de biomarcadores de estrés oxidativo (GR, GPX,
MDA y CG) estaban interrelacionadas o si guardaban alguna relacién con la pérdida de
fuerza en las extremidades superiores (HG) e inferiores (SJ), se utilizaron analisis de
correlacion de Pearson o Rho de Spearman. Adicionalmente, se examinO si estos
biomarcadores estaban vinculados con variables hematoldgicas que indican inflamacion
sistémica (CRP) y dafio muscular (CK, LDH), asi como con los resultados obtenidos en
pruebas de esfuerzo cardiopulmonar. Los valores de estas variables (GR, GPX, MDA, CG,
HG, SJ, CRP, CK y LDH) se midieron después de la carrera y a las 24 y 48 horas,
comparandolos con los niveles individuales previos a la carrera para calcular las
puntuaciones delta (D). Estas puntuaciones delta (D) se calcularon como el incremento
relativo: D (incremento multiple) = (valor post-carrera — valor pre-carrera) / valor pre-
carrera [139].

Por otra parte, las variables cuantitativas relacionadas con el estrés oxidativo se
compararon mediante pruebas t de Student o la prueba U de Mann-Whitney, dependiendo
de la distribucién de los datos, en cada uno de los momentos en los que se realizaron las
mediciones (pre-carrera, linea de meta, 24 y 48 horas después de la carrera). Cuando
existian dos categorias, se utilizaron las pruebas mencionadas, mientras que, en el caso de
que hubiera mas de dos categorias, se emplearon la prueba ANOVA o la prueba de
Kruskall-Wallis. Las comparaciones post-hoc se realizaron con el ajuste de Bonferroni para

corregir el error asociado a multiples comparaciones.

La significancia de los resultados obtenidos se evalu6 a través del tamafio del efecto
estimado parcial (n2 parcial) en los analisis ANOVA, y mediante el tamafio del efecto de

Cohen (d) para las comparaciones por pares. En este contexto, se considerd un tamario del
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efecto pequefio para valores de d de Cohen < 0.5; moderado para valores entre 0.5y 0.8; y
grande para valores > 0.8. De igual manera, se consideraron fuertes las correlaciones con
valores superiores a 0.5, moderadas las que oscilaban entre 0.3 y 0.5, y pequefias aquellas
por debajo de 0.3. Se establecid un nivel de significancia estadistica en p < 0.05, y los datos

se presentaron como medias junto con su error estandar correspondiente (SEM).

Finalmente, se llevo a cabo un analisis de regresion mdaltiple utilizando el método
paso a paso hacia adelante (forward stepwise), seleccionando Unicamente aquellas
variables dependientes que mostraban una distribucion normal. Entre los modelos
resultantes, se aplicd el principio de parsimonia para seleccionar el més adecuado
[140][96]. Dado el tamafo limitado de nuestra muestra y la distribucion no normal de
algunas variables independientes, se revisaron los errores residuales de los modelos para
garantizar su distribucion normal, lo que a su vez refuerza la confiabilidad de nuestros
modelos de regresion [141]. Para determinar el valor predictivo de los modelos, se aplico
el criterio de Cohen a los modelos ANOVA de una via. Segun este criterio, un valor de R?
menor de 0.10 indica un valor explicativo irrelevante; un R? entre 0.10 y 0.25 sugiere una
dependencia moderada en la explicacion de la varianza de las variables analizadas; y un R?

superior a 0.25 permite concluir que el modelo explicativo posee relevancia clinica.
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4. RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1 Analisis descriptivo de la muestra de estudio

4.1.1 Caracteristicas de los sujetos, rendimiento en carrera 'y

habitos de entrenamiento. Por sexo

La muestra de corredores estuvo compuesta por un total de 47 corredores (18
mujeres / 38,29%), de los que finalizaron 32 corredores (68 %). De los corredores finishers
el 59,4% (n=19) eran hombres y el 40,6% (n= 13) mujeres.

A continuacion, se muestra en la tabla 2 las caracteristicas descriptivas de lo/as
atletas con relacion a la edad en afios, los tiempos de finalizacion de la carrera, en minutos
y el consumo de complementos nutricionales en relacién al sexo. Destacamos que no
encontramos diferencias significativas en los analisis realizados intragrupo en ninguna de

las variables estudiadas.

TABLA 1 CARACTERISTICAS DE LOS SUJETOS, RENDIMIENTO DE CARRERA Y HABITOS DE
ENTRENAMIENTO POR SEXO.

Media (%
Variable P
DesvEst)
Total 40,9 (+ 5.55)
Edad Hombres 40,1 (£5.21)
0,157
Mujeres 42,2 (£ 6.0)
Total 1282 (+ 208)
Tiempo en carrera
Hombres 1243 (£ 238)
(min.) 0.100
Mujeres 1340 (£ 144)
Total 25 (54.3%)
Mas de 10 afios
Hombres 15 (53.6%) 0.895
corriendo
Mujeres 10 (55.6%)
Total 25+33
Hombres 3.0+£0.6 0.170
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N° de Carreras
finalizadas superiores = Mujeres 20x1.1

a 100 Kms previas

Total 48+1.2
Dias de entrenamiento
Hombres 47+0.3
semanal 0.491
Mujeres 48+0.3
Distancia en Media 70 £ 22
Kilometros de Hombres 71+5.8
entrenamiento 0.377
Mujeres 74 £ 3.7
semanal
Horas de Total 9.6 4.2
entrenamiento Hombres 10+0.9
0,286
semanal Mujeres 9+1.3
Total 62,5% n=20
Complementos
Hombres 57,9% n=11
nutricionales : 0.265
Mujeres 69,2% n=9

Los valores son presentados con media y Desviacion Estandar. *p<0,005 vs Hombres y

Mujeres.

4.1.2 Caracteristicas de los sujetos, rendimiento en carrera 'y

habitos de entrenamiento. Por grupos de edad

A continuacién, se muestra en la tabla 3 las caracteristicas descriptivas de lo/as
atletas con relacion a la edad en afios, los tiempos de finalizacion de la carrera, en minutos,
los hébitos de entrenamiento semanales y el consumo de complementos nutricionales en

relacion con los distintos grupos etarios.

Se muestra la media de los participantes en total y diferenciando los valores por
grupos de edades. EIl grupo de Jovenes entre 30 hasta 36 afios, Mediana edad 37 a 45 afios
y Seniors mayores de 45 afios. Se muestran las medias y desviaciones estandar. En la

Unica variable en la que aparecen diferencias significativas es en el volumen de
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entrenamiento semanal (en Kilometros) entre el grupo de corredores seniors y los jovenes

y de mediana edad.

TABLA 2 CARACTERISTICAS DE LOS SUJETOS, RENDIMIENTO EN CARRERA Y HABITOS DE
ENTRENAMIENTO POR GRUPOS ETARIOS

Variable Media £+ DesvEst P
Total 40.94 (£ 5.55)
Jovenes 34.6 (+ 1.8)
Edad (Aios)
Mediana edad 41.4 (= 2)
Seniors 48 (£ 3)
Total 1282 (+ 208)
Tiempo en carrera Jovenes 1313 (£ 232)
(min.) Mediana edad 1197 (£ 196) 0.086
Seniors 1393 (+ 208)
Total 25 (54.3%)
Mas de 10 aiios Jovenes 6 (35.71%) 0174
corriendo Mediana edad 9 (56.3%) .
Seniors 10 (71.4%)
finalizadas Jovenes 2+1.1
0.307
superiores a 100 Mediana edad 24x1.0
Kms previas Seniors 3.1+£0.5
Total 47+1.09
Dias de
Jovenes 4.81+1.04
entrenamiento
Mediana edad 5.13 £0.95 0.158
semanal
Seniors 4.36+1.21
Total 70 + 22
Distancia en
Jovenes 793+ 84
Kiléometros de <0.001
Mediana edad 73.445.1
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entrenamiento

Seniors 53.3+4.5%
semanal
Total 9.37+3.77
Horas de
Jovenes 9.88+4.74
entrenamiento
Mediana edad 9.19+ 2.99 0.802
semanal
Seniors 9+ 3.53
Total 20 (62.5%
Complementos Jovenes 7 (70.0%)
nutricionales Mediana edad 10 (71.4%) 0.241
Seniors 3 (37.5%)

Los valores son presentados con media y Desviacion Estandar *p<0,005 vs Jovenes y

mediana edad.

4.2 Evolutivo Variables Antropométricas Pre-Post Carrera

Se muestran a continuacion la evolucién de los valores antropomeétricos a lo largo
de la carrera tanto por sexo, como por grupos de edad.

4.2.1 Evolutivo Variables Antropomeétricas Pre-Post Carrera por

Sexo

En la tabla 4 se reflejan los valores en la salida y meta de ambos sexos, hallando en
los hombres cambios estadisticamente significativos en el Peso, el IMC y el % de masa
magra. Para las mujeres, estos cambios significativos solo se observan en el IMC y el % de
masa magra. En el analisis intragrupos encontramos mdltiples diferencias significativas
(Peso, IMC, % masa magra y masa grasa) entre ambos sexos, tanto en precarrera como en

meta.
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TABLA 3 EVOLUTIVO VARIABLES ANTROPOMETRICAS PRE-POST CARRERA POR SEXO.

Variable Sexo Pre-carrera Meta P/ d Cohen Pre/post Carrera

Peso (Kg) Hombres  73.1+6.4  714+6.2 <0.001/1.305
Mujeres 557 +5.1%  55.6+5.4%* 0.467

IMC Hombres  23.5+1.6 232+15 <0.002/ 0.435
Mujeres  21.7+2.0%*  21.6+2.2% 0.523

% Masa Hombres 87.7+3.3 82.7 + <0.001/1.584
Magra Mujeres ~ 79.1 £4.3* 79 +5.56* 0.649
% Masa Hombres 124 +3.1 12.6 +4.2 0.324
Grasa Mujeres 209 +5.6%  21.5+5.8* 0.220

Los valores son presentados con media y Desviacion Estandar. *p < 0.05 vs Hombres
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4.2.2 Evolutivo Variables Antropométricas Pre-Post Carrera por
Grupos de Edad

En la Tabla 5, se reflejan las diferencias entre la salida y la meta para los grupos

de jovenes, mediana edad y seniors. Encontramos diferencias significativas en todos los

grupos de edad, exceptuando para la variable Peso e IMV en el grupo de jovenes.

Igualmente, el Unico grupo etario que presenta modificaciones en el porcentaje de masa

grasa es el grupo de seniors, que paradojicamente finalizaron la prueba con un % mayor

de masa grasa, relacionado con la importante pérdida de masa magra. No encontramos

diferencias significativas intragrupos en ninguna variable y en ningin momento del

seguimiento durante la prueba atlética.

TABLA 4 EVOLUTIVO VARIABLES ANTROPOMETRICAS PRE-POST CARRERA POR GRUPOS DE

EDAD.
Variable Grupos edad Pre-carrera Meta p / d-Cohen
(£ DesvEst) (£ DesvEst)

Peso (Kg) Jovenes 68.4(£9.1) 67.7(+8.4) 0.089
Mediana edad  63.1 (+8.8) 61.8(£8) <0.001/1,45
Seniors 68.4(£143) 67.2(x13.2) <0.001/1.57

IMC Jovenes 23.2(x12) 23.0(x1.2) 0.137
Mediana edad 223(£1.8) 21.8(x1.6) 0.003/0.50
Seniors 238(x3.0) 235(£238) 0.043/0.50

% Masa Jovenes 81.8(x4.4) 85.7(£5.8) <0.001/2.25

magra Mediana edad 81.0(£4.0) 85.1(x4.3) <0.001/2.067
Seniors 774 (x57)  80.5(x£7.6) 0.004 / 2.445

% Masa grasa Jovenes 143 (£58) 149 (+£6.0) 0.139
Mediana edad 149 (x43) 14.6(£5.8) 0.387
Seniors 19.5x76) 20.7(x7) 0.019/1.278

Los valores son presentados con media y Desviacion Estandar. *p < 0.05 vs Mediana

edad y Seniors.
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4.3 Variables evolutivas de fuerza, Dafio muscular, inflamacion y
recuperacion Post-carrera
En la tabla 6 se muestra el evolutivo intracarrera de las variables relacionadas con

la fuerza en tren superior y tren inferior, y las variables enzimaticas relacionadas con el

dafio muscular, la inflamacion pre y postcarrera, y la recuperacion a las 24 y 48 horas.

En relacién a la fuerza, Gnicamente encontramos diferencias significativas en los

pares musculares relacionados con el tren inferior y medidos a través de la plataforma de

salto (SJ).

En las variables relacionadas con el dafio y la inflamacién muscular, hallamos importantes

cambios con mdltiples diferencias significativas tanto en meta, a las 24 y 48 horas,

recogidas en la tabla n°6.

TABLA 5 VARIABLES DE HG Y SJ DE AMBOS SEXOS, EN PRECARRERA Y EN LA META.
ENZIMAS MARCADORES DE LA INFLAMACION CK, LDH Y PCR

Variable Media (xDesvEst) p punto anterior /
d-Cohen
Hand Grip Pre-carrera 42 (£2)
0.278
(Kg) Meta 41 (£2)
Squat Jump Pre-carrera 24 (1) 0,001/ 5.25%
(cm) Meta 18(x1)
CK (U/L) Pre-carrera 204 (= 39)
Meta 4951(%= 709) <0.001/0.79*
24 horas 2687 (£431) <0.001 /1.25*"
48 horas 1438 (+294) <0.001 /0.76**
LDH (UI/L) Pre-carrera 189 (= 6)
Meta 373 (£20) <0.001/48.7°
24 horas 322 (£ 20) <0.001 / 40**
48 horas 312 (£22) 0.085/107*
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PCR (mg/DL) Pre-carrera 0.16 (£ 0.08)

Meta 2.0(£0.2) <0.001/1.88"
24 horas 3.8(x0.4) <0.001 / 1.30%*
48 horas 1.9(£0.2) <0.001/1.13**

Los valores son presentados con media y Desviacion Estandar. *p < 0.05 con el punto

anterior; # p < 0.05 con los valores Pre-carrera.

La evolucidn de las variables CK, LDH y PCR para la totalidad de la muestra puede
observarse graficamente en las figuras 9, 10 y 11.

CK (U/L)
6000

5000 4951*

4000

3000 2687*#

2000

1438*#
1000

0 204
Pre-Carrera Meta B 24 horas C 48 horas D
FIGURA 10 EVOLUCION TEMPORAL DE CK (U/L) PARA AMBOS
Figura 10. Evolucion temporal de CK (U/L) para ambos sexos, para los puntos A (Pre-
Carrera), B Meta, C a las 24horas y D a las 48 horas. Los valores son presentados con
media y barra de desviacion Estandar. *p < 0.05 con el punto anterior; # p < 0.05 con los

valores Pre-carrera.
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LDH (UI/L)
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300 373 L jT 312#
250
200 189

150

100

50

Pre-Carrera Meta B 24 horas C 48 horas D

FIGURA 11 EVOLUCION TEMPORAL PARA AMBOS SEXOS

Figura 11. Evolucion temporal de LDH (U/L) para ambos sexos, para los puntos A (Pre-
Carrera), B Meta, C a las 24horas y D a las 48 horas. Los valores son presentados con
media y barra de desviacion Estandar. *p < 0.05 con el punto anterior; # p < 0.05 con los

valores Pre-carrera.
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PCR (mg/DL)
4,5

3’8*#
3,5

2,5

*#
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Pre-Carrera Meta B 24 horas C 48 horas D

FIGURA 12 EVOLUCION TEMPORAL DE PCR PARA AMBOS SEXOS

Figura 12. Evolucion temporal de PCR (mg/DL) para ambos sexos, para los puntos A (Pre-
Carrera), B Meta, C a las 24horas y D a las 48 horas. Los valores son presentados con
media y barra de desviacion Estandar. *p < 0.05 con el punto anterior; # p < 0.05 con los

valores Pre-carrera.

4.3.1 Variables de fuerza, dafio muscular, inflamacién y

recuperacic')n post-carrera por sexo

En la tabla 7 se muestra el andlisis evolutivo de la prueba atlética, dividido por
sexos de las variables relacionadas con la fuerza (pre-post carrera), y las variables
enzimaticas relacionadas con el dafio muscular, la inflamacion (pre-postcarrera, y 24 y 48

horas posteriores).

Igualmente se realiza un analisis intergrupos para analizar las diferencias entre
ambos sexos para cada una de las variables y en cada momento de la prueba y la

recuperacion posterior.

Encontramos cambios estadisticamente significativos en todas las variables

analizadas y en distintos momentos del estudio que son recogidos en la tabla.
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TABLA 6 VARIABLES DE FUERZA, DANO MUSCULAR, INFLAMACION Y RECUPERACION POST-

CARRERA POR SEXO
Variable Sexo Pre-carrera Meta 24 horas 48 horas
(£DesvEst) (=DesvEst) (£DesvEst) (=DesvEst)

Hand Grip Hombres 48.8 (+5.5) 49.4 (1£6.9)

(Kg) Mujeres 31 (+2.4)! 28.7 (+4)*,!

Squat jump Hombres 26 (1) 18 (£1)*

(cm) Mujeres 21 (+0.7)! 18 (£ 0.7)*

CK (U/L) Hombres 252 (+ 63) 4868 (£957)* 3114 (£668) ** 1803 (+472) **
Mujeres 133 (£15) 5074 (+1091)* 2064 (+ 385) ** 905 (+ 148)**

LDH (UI/LL Hombres 191 (£ 8) 370 (£25)* 323 (+29)*" 318 (£34)"
Mujeres 187 (£ 6) 379 (£33)* 321 (£26)*" 303 (£24)*"

PCR Hombres 0.08 (+0.10) 2.0 (+0.3)* 4.0 (+0.6)** 2.0 (+0.3)*"

(mg/DL) Mujeres 0.3 (£ 0.2) 2.1 (£0.4)* 3.5 (+£0.6)*" 1.8 (£0.3)*"

Los valores son presentados con media y Desviacion Estandar. *p < 0.05 con el punto

anterior; # p < 0.05 con los valores Pre-carrera.* p < 0.05 vs Hombres.
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La figura 13 representa la evolucién de las variables de fuerza medidas a través de

HG y SJ, separada por sexos.

HG (Kg) por sexo Squat Jump SJ (cm) por
o sexo
0 30
43*

25

40
1 g 20 18* 18*

30

15
20

10
10 5
0 0

Hombres Mujeres Hombres Mujeres

FIGURA 13 DIFERENCIAS DE VARIABLES HG Y SJ POR SEXO

Figura 13. Diferencias para las variables HG y SJ en precarrera (barra color azul) y meta
(barra color rojo) por sexos. * p<0.05 entre las determinaciones de meta y precarrera.
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La evolucidn de las variables CK, LDH y PCR para cada uno de los sexos e la

muestra puede observarse graficamente en las figuras 13,14 y 15.

Evolucion CK por sexos

7000
e MUujeres

6000
5000 * 4868 "o074 = Hombres
4000
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2000

1000

Pre-Carrera Meta B 24h C 48h D

FIGURA 14 EVOLUCION TEMPORAL DE CK

Figura 14. Evolucion temporal de CK (U/L) por sexos. Puntos Pre-Carrera, Meta, 24horas

y 48 horas. Los puntos # p<0.05 con el punto anterior y con respecto a los valores basales

*p<0.05.
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En la figura 15, se observa la evolucionde LDH siendo parecidas entre ambos sexos.

Evolucion LDH (UI/L) por sexos

400

350

300 J;
e U ETES w4 301

250 191

*# 303

= Hombres

200

150

Pre-Carrera Meta B 24h C 48h D

FIGURA 15 EVOLUCION TEMPORAL DE LDH

Figura 15. Evolucion de LDH (U/L) por sexos. Puntos Pre-Carrera, B Meta, C a las
24horas y D a las 48 horas. Los puntos # p<0.05 con el punto anterior y con respecto a
los valores basales *p<0.05.
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En la figura 16, los 2 sexos alcanzan el maximo tras la 24h de finalizar la prueba y tiene
un comportamiento muy similar entre los sexos.

Evolucion PCR (mg/DL) por sexos
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4 = Mujeres
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FIGURA 16 EVOLUCION TEMPORAL DE PC POR SEXOS

Figura 16. Evolucion de PCR (mg/DL) por sexos. Puntos Pre-Carrera, B Meta, C a las
24horas y D a las 48 horas. Los puntos # p<0.05 con el punto anterior y con respecto a
los valores basales *p<0.05.

107



4.3.2 Variables de fuerza, dafio muscular, inflamacion y

recuperacion Post-carrera por grupos de edad

En la tabla 8 se muestra el evolutivo intracarrera, dividido por grupos etarios de las

variables relacionadas con la fuerza, y las variables enzimaticas relacionadas con el dafio

muscular, la inflamacion pre y postcarrera, y la recuperacion a las 24 y 48 horas. A destacar

que las concentraciones de CK estuvieron elevadas basalmente en el grupo de corredores

mas jovenes. En esta tabla se puede observar las diferencias de recuperacion en relacion

con los grupos de edad. El resto de enzimas de la inflamacion muestran valores o

comportamientos muy similares, siendo la concentracion de LDH méaxima en la Meta y

disminuyendo hasta las 48h de la llegada. En cuanto a la PCR, el pico méximo se produjo

para los 3 grupos a las 24h de la Meta.

TABLA 7 VARIABLES DE FUERZA, DANO MUSCULAR, INFLAMACION Y RECUPERACION
POSTCARRERA POR GRUPOS DE EDAD.

Variable  Grupos edad Pre-carrera  Meta 24 horas 48 horas
(xDesvEst) (xDesvEst) (xDesvEst) (xDesvEst)

Hand Jovenes 44 (£ 8) 43 (£ 10)

Grip (Kg) Medianaedad 41 (£ 3) 42 (+4)
Seniors 40 (£ 4) 36 (£4)

Squat Jovenes 26 (£1) 18 (£ 2)

jump Mediana edad 24 (+ 1) 19 (£ 0.8)

(cm) Seniors 22 (+ 1) 18 (+2)

CK (U/L) Jovenes 295 (£115) 3613 (+ 645%)! 1550 (£ 357*%) 783 (+ 219*%)
Mediana edad 181 (£30) 4522 (£1021*%) 3204 (+510%) 1910 (+ 610*%)
Seniors 129 (£ 14) 7376 (+1910%) 3204 (£787*") 1433 (+ 337*")

LDH Jovenes 184 (+ 11) 335 (£ 22%) 259 (£23*H)1 249 (+ 21*)

(UI'L) Mediana edad 193 (+ 8) 368 (+ 34%) 347 (+ 36" 351 (+43%
Seniors 190 (£10) 431 (£ 39%) 357 (+ 31*%) 324 (+ 31*%)
Jovenes 0.11 (£0.04) 2.0 (£0.4%) 3.6 (+ 0.9%%) 1.8 (+ 0.4*%)
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PCR Mediana edad 0.2 (+ 0.2) 1.7 (£0.3%)  3.9(£0.7%) 1.9 (+£0.4%%

(mg/DL)  Seniors 0.10 (£0.02) 2.5(+0.3%) 3.9(*0.7%) 2.0 (£ 0.4%%

Los valores son presentados con Media y Desviacion Estandar. *p<0.05 Con el punto

anterior; # p < 0.05 con los valores Pre-carrera.** p < 0.05 vs Seniors.

La figura 17 representa la evolucion de las variables de fuerza medidas a traves de

HG y SJ, separada por grupos de edad.

HG (kg) por grupo de edades SJ (cm) por grupo de edades
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Jovenes Mediana edad Seniors Jovenes Mediana edad Seniors

FIGURA 17 REPRESENTACION DE HG Y SJ POR EDADES

Figura 17. Representacion de la fuerza en Kg en HG y cm (SJ) entre precarrera (barra color
azul) y meta (barra color rojo) por grupos edad. * p<0.05 entre las determinaciones de meta y

precarrera.
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La evolucidn de las variables CK, LDH y PCR para cada grupo de edad de la
muestra puede observarse graficamente en las figuras 18, 19y 20.
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FIGURA 18 EVOLUCION DE CK POR EDADES

Figura 18. Representacion de la evolucién temporal de CK (U/L) con barra de errores de

desviacion estandar para los distintos grupos etarios. Puntos: Pre-Carrera, Meta, a las 24

horas y a las 48 horas. Los puntos # p<0.05 con el punto anterior y con respecto a los

valores basales *p<0.05.
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La figura 19 representa la evolucion de LDH de los tres grupos de edad alcanzando

el maximo en la meta.

Evolucion de LDH ( UI/L) por grupos de edad
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FIGURA 19 EvOLUCION DE LDH POR EDADES
Figura 19. Evolucion temporal de LDH (U/L) con barra de errores de desviacion estandar
para los distintos grupos etarios. Puntos Pre-Carrera, Meta, a las 24horas y a las 48 horas.

Los puntos # p<0.05 con el punto anterior y con respecto a los valores basales *p<0.05.
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En la Figura 20, se puede ver como la PCR alcanza el maximo tras la 24h, en todos

los grupos de edad, con similitud en todos los grupos.

Evolucion de PCR ( MG/DL) por grupos de edad
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FIGURA 20 EvOLUCION DE PCR POR GRUPOS DE EDADES
Figura 20. Eevolucion temporal de PCR (mg/DL) con barra de errores de desviacion
estandar. Puntos A (Pre-Carrera), B Meta, C a las 24horas y D a las 48 horas. Los puntos

# p<0.05 con el punto anterior y con respecto a los valores basales *p<0.05.
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4.4 Variables de estrés oxidativo

En la tabla n° 9 se presenta la actividad de las enzimas antioxidantes GPx y GR, asi como
la concentracion de los marcadores de dafio oxidativo a lipidos (MDA) y proteinas (GC)
analizados en pre-carrera, Meta y tras 24 y 48 horas. Se observan cambios significativos
en todas las variables con excepcion de la actividad GPx. La actividad de la GR se vio
incrementada al finalizar la carrera y tras 24h de la misma, recuperando los valores iniciales
transcurridas 48 horas desde el evento. La concentracion MDA y GC aumentd
significativamente en meta, sin embargo, la concentracion de MDA fluctu6 temporalnte a
las 24 horas para volver a incrementarse a las 48h. El contenido de GC en cambio, se
mantuvo elevado durante los dos dias posteriores a la carrera. Por lo tanto, no se observa
una recuperacioén, en términos de dafio oxidativo a lipidos y proteinas, transcurridas 48

horas desde el evento.

TABLA 8 VARIABLES DE ESTRES OXIDATIVO.

Variable Media (xDE)
Pre-carrera 87(£7)
Meta 97(x5)
GPx (umol/L x min)
24 horas 98 £ 6)
48 horas 96 (= 3)
Pre-carrera 2.6 (£0.1)
Meta 3.3 (20.2%)
GR (UI/'mL)
24 horas 7.3 (£ 0.5%%
48 horas 2.6 (£0.1%)
Pre-carrera (0.8 £0.1)
Meta 1.3 (£0.1%
MDA (uM)
24 horas 0.9 (£0.1%)
48 horas 1.4 (£ 0.1%%)
Pre-carrera 1.4 (£0.1)
GC (nmol/mL) Meta 2.2 (£0.2%
24 horas 1.9 (£ 0.2%)
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48 horas 2.1 (£0.3%

Los valores se presentan con media y DE. *p < 0.05 Con el punto anterior; # p < 0.05 con

los valores Pre-carrera

En la figura 21, se muestra la evolucion de la actividad GPx, cuyos valores se
vieron incrementados en meta y tras 24h, sin que lleguen a ser estadisticamente

significativas.

GPx (umol/L x min)
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FIGURA 21 EVOLUCION DE GPX
Figura 21 Cambios en los marcadores plasmaticos del estado oxidativo a lo largo del

estudio para la totalidad de los corredores. Actividad GPx (glutation peroxidasa).
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En la figura 22 se muestran los valores basales y evolutivos de recuperacion post-
carrera de la actividad GR, observandose un incremento significativo en meta y durante las

24 horas posteriores, normalizadose transcurridas 48 horas desde la carrera.

GR (Ul/mL)

Pre-carrera Meta 24 horas 48 horas

FIGURA 22 EVOLUCION DE LA ACTIVIDAD GR
Figura 22. Actividad GR a lo largo del estudio. * p<0.05 con el punto de extraccién

anterior y # p<0.05, con respecto a los valores basales.
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En la figura 23 se muestran los valores basales y evolutivos de recuperacion
postcarrera de la concentracion de MDA, observandose un incremento significativo de la
misma en meta y transcurridas 48 horas desde el evento cuando se compara con los valores

previos a la carrera.

MDA (M)

Pre-carrera Meta 24 horas 48 horas

FIGURA 23 EVOLUCION DE MDA
Figura 23. Concentracién de MDA a lo largo del estudio. * p<0.05 con el punto de

extraccion anterior y # p<0.05, con respecto a los valores basales.
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En la figura 24 se muestran los valores basales y evolutivos de recuperacion post-
carrera del contenido en GC. Dicho parametro incremeto significativamente en meta y se
mantuvo elevado los dos dias posteriores.

Grupos Carbonilo GC (nmol/mL)
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FIGURA 24 EVOLUCION EN EL TIEMPO DE LOS GC
Figura 24. Concentracion de GC (nmol/mL). * p<0.05 con el punto de extraccion anterior
y # p<0.05, con respecto a los valores basales.
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4.4.1 Evolutivo de las variables de estrés oxidativo por sexo

Se muestra a continuacion en la tabla 10, la evolucion de las variables de estado
oxidativo en funcion del género. No se observaron diferencias en la evolucion de la
actividad de las enzimas antioxidantes. Sin embargo, se observan diferencias significativas
en la concentracion de MDA transcurridas 48 horas de la carrera entre hombres y mujeres.
Igualmente existen diferencias significativas en la concentracion de GC entre hombres y

mujeres en la recuperacion de la carrera, encontrando concentraciones mas elevadas en las
mujeres.

TABLA 9 VARIABLES DE ESTRES OXIDATIVO POR SEXO.

Variable Sexo Pre-carrera Meta 24 horas 48 horas

GPx Hombres  95.7 (£9.1) 972(x7) 95.7 (£ 7.3) 99.3(+3.4)

(umol/Lxmin)  Mujeres  73.9 (£11.1) 97.4 (+8%) 101.4 (+8.8%) 914 (+4.1*

Hombres 2.6 (£0.2) 3.2(£02%  7.2(£0.6*)  2.5(£0.2%
GR (UI/mL)

Mujeres 2.4 (+0.2) 3.4(£03%)  75(x0.7*)  2.7(+0.1%)

Hombres 0.6 (£0.1) 1.4 02%) 09 (x0.1*¥% 1.6+ (0.1%%
MDA (uM)

Mujeres 0.9 (+02) 1.1(x02%)  07(x01%) 1.1 (£0.1)

Hombres  1.5(£0.1) 1.7 (£ 0.3) 1.7 (£0.2) 1.4 (£0.1)
GC (nmol/mL)

Mujeres 1.3 (£0.1) 2.9 (x04%)! 22 *02%)1 2.5 (+0.3%)!

Los valores son presentados con Media y Desviacion Estandar. *p < 0.05 Con el punto

anterior; # p < 0.05 con los valores Pre-carrera.l p < 0.05 vs Hombres.
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Los valores obtenidos por sexo para la actividad GPx (umol/L x min) se recogen

graficamente en la figura n° 24, sin que se aprecien diferencias significativas.
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FIGURA 25 EVOLUCION DE LA ACTIVIDAD DE GPX POR SEXO
Figura 25. Evolucion de la actividad GPx (umol/L x min) en funcion del género. Los
valores son presentados con Media y Desviacion Estandar. *p < 0.05 Con el punto

anterior; # p < 0.05 con los valores Pre-carrera.
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En la figura 26 se representan diferenciados por sexo los valores de actividad GR
(Ul/mL) obtenidos a lo largo del estudio. EI comportamiento es muy similar en ambos

sexos, marcando un maximo a las 24h después de la prueba.

GR (Ul/mL) por sexo

+0.7 *#; 7,5 4,25
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4
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1
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Pre-carrera Meta 24 horas 48 horas

e HOmbres e Mujeres

FIGURA 26 EVOLUCION DE LA ACTIVIDAD DE GR POR SEXO
Figura 26. Evolucién de la actividad GR (UI/mL) en funcion del género. Los valores son
presentados con Media y Desviacion Estandar. *p<0.05 Con el punto anterior; # p < 0.05

con los valores Pre-carrera.
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La evolucion de la concentracion de MDA (uM) en funcion del sexo se recoge

graficamente en la figura n® 26. Se observan diferencias significativas transcurridas 48

horas desde el evento, siendo la concentracién de MDA significativamente mas elevada en

los hombres.
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FIGURA 27 EVOLUCION DE LA CONCENTRACION DE MDA POR SEXO

Figura 27. Evolucion de la concentracién de MDA por sexo. Los valores son presentados

con Media y Desviacion Estandar. *p<0.05 Con el punto anterior; # p < 0.05 con los valores

Pre-carrera; ! p < 0.05 vs Hombres.
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La figura 28 recoge el evolutivo de los valores obtenidos de contenido en GC
(nmol/mL) en funcion del sexo. Se observa que el contenido en GC es significativamente
maés elevado en mujeres que en hombres en meta y transcurridas 24 y 48 horas desde la

carrera.
GRUPQOS CARBONILO (nmol/mL) por sexo
3,5
#;2,81
3
0.3*%#; 2,21
2,5
2
+0.1; 1,
1,5 £ 02,17
1 +0.1;1,5 +0.2;1,5
0,5
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e HOMmbres e |\ujeres

FIGURA 28 EVOLUCION DE LA CONCENTRACION DE GC
Figura 28. Evolucion de la concentracion de GC en funcion del sexo. Los valores son
presentados con Media y Desviacion Estandar. *p < 0.05 Con el punto anterior; # p < 0.05

con los valores Pre-carrera. 1 p < 0.05 vs Hombres.
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4.4.2 Variables de carrera estrés oxidativo por grupos de edad.

En la tabla n°11 se muestra el evolutivo de las variables de estado oxidativo
analizadas basalmente, pre-carrera y su evolutivo en meta, 24 y 48 horas, asi como las
diferencias intregrupos en cada momento de las determinaciones. Asi, se observa que la
actividad GR basal es significative menor en los corredores senior. Se observa igualmente,
que el contenido en GC en meta de los corredores senior fue significativamente menor que

en el resto de grupos de edad.

TABLA 10 VARIABLES DE CARRERA DE ESTRES OXIDATIVO POR GRUPOS DE EDAD

Pre-
Variable Grupos edad Meta 24 horas 48 horas
carrera
GPX Jovenes 101 £19 108 £11 95+9 93+2
(umol/L x Mediana edad 78 +8 87+8 101 £10 99+6
min) Seniors 85+8 101+9 97+ 7 95+ 2
Jovenes 3.0+0.2 3604 7.7+0.9* 25+0.2%
GR (U/mL) Medianaedad 2.5+0.2 32402* 7.6+0.7* 27+02*
Seniors 2.2+0.3! 3.2 £0.4* 6.4+08* 24+01*
Jovenes 0.7+£0.1 1.5 £0.4* 0.7+0.1* 1.3+0.2*
MDA (uM) Medianaedad 0.7 +0.3 1.1+£0.1 09+0.1* 1.3+0.1*
Seniors 09+0.3 1.4+0.1 1.1£0.2 1.7+0.2*
Jovenes 14+0.1 1.9+04 1.8£0.2 22+0.6
CARBONILO -
Medianaedad 1.3+0.2 2.7+0.5 20+03 24+04"
(nmol/mL)
Seniors 1.5+£01 1.7+03"  21+03* 15+04*

Los valores son presentados con Media y Desviacion Estandar. *p < 0.05 Con el punto

anterior; # p < 0.05 con los valores Pre-carrera.* p < 0.05 Vs jovenes y mediada edad.
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La evolucion de las variables actividad GPX, actividad GR, concentracion de MDA
y contenido en GC, asi como las diferencias significativas para cada grupo de edad puede
observarse gréficamente en las figuras n° 29, 30, 31y 32.

En relacion a la actividad GPx no se observaron diferencias significativas en

funcidn del grupo etario.

GPX (umol/L x min) por edad
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FIGURA 29 EVOLUCION DE LA ACTIVIADD GPX POR GRUPOS DE EDADES
Figura 29. Evolucion de la actividad GPx (umol/L x min) por grupos de edad. Los
valores son presentados con Media y Desviacion Estandar. *p < 0.05 Con el punto

anterior; # p < 0.05 con los valores Pre-carrera.
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En la figura 30, se observa el maximo valor de GR, a las 24h y recuperando los
valores basles a las 48h después de terminar la prueba. Se observa que los corredores
senior presentan una menor actividad GR basal que el resto de corredores, siendo esta

diferencia estaditicamente significativa.

GR (Ul/mL) por grupos de edad
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FIGURA 30 EVOLUCION DE LA ACTIVIDAD GR POR GRUPOS DE EDADES

Figura 30. Evolucion de la actividad GR en funcion de la edad. Los valores son presentados

con Media y Desviacién Estandar. *p<0.05 Con el punto anterior; # p < 0.05 con los valores

Pre-carrera. 1 p < 0.05 Vs jovenes y mediada edad.
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En la figura 31, se recoge la evolucion de la concentracion de MDA en funcion de la edad

sin que se aprecien diferencias estaditicamente significativas.

MDA (uM) por grupos de edad
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FIGURA 31 EvoLuciON DE MDA POR GRUPOS DE EDADES

Figura 31. Evolucion de MDA (uM) Pre-carrera, Meta, 24 horas y 48 horas post-carrera.
Los valores son presentados con Media y Desviacion Estandar. *p<0.05 Con el punto

anterior; # p < 0.05 con los valores Pre-carrera
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La figura 32 recoge la evolucion del contenido en GC en el plasma de los
corredores segun la franja de edad. Se observa que los corresdores senior presentan un
menos contenido en GC en meta cuando se comparan con el resto de corredores, siendo

esta diferencia estaditicamente significativa.

Grupos Carbonilo (nmol/mL) por grupos de edad
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FIGURA 32 EVOLUCION DE LA CONCENTRACION DE GC POR GRUPOS DE EDADES

Figura 32. Evolucién del contenido en GC (nmol/mL) en funcién de la edad. Los valores
son presentados con Media y Desviacion Estandar. *p<0.05 Con el punto anterior; # p <
0.05 con los valores Pre-carrera. 1 p < 0.05 Vs jévenes y mediada edad.
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4.5 Correlacion entre los marcadores de estres oxidativo, fuerza, dafo

muscular y respuesta inflamatoria sistémica

La tabla 12 muestra la correlacion entre los marcadores de estres oxidativo en el

plasma de los corredores y los pardmetros de dafio muscular, inflamacion y fatiga. Se ha

indicado el r vaior en aquellas correlaciones estadisticamente significativas.

TABLA 11 CORRELACION ENTRE LOS MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO Y LA FUERZA DE

PRODUCCION DEL MUSCULO ESQUELETICO, DANO MUSCULARY RESPUESTA INFLAMATORIA

SISTEMICA
Correlaciones (p/r valor) GPx GR MDA Carbonilo
A Hand Grip meta 0.60 0.17 0.032/-0.379 0.47
A Squat Jump meta 0.08 0.027/0.405 0.98 0.11
A CK meta 0.33 0.019/-0.411 0.50 0.10
A CK 24 horas 0.13 0.048/-0.352 0.99 0.48
A CK 48 horas 0.043/-0.360 0.071/-0.323 0.73 0.39
A LDH meta 0.18 0.023/-0.402 0.73 0.21
A LDH 24 horas 0.88 0.017/-0.418 0.17 0.048/0.358
A LDH 48 horas 0.77 0.021/-0.406 0.19 0.045/0.363
A PCR meta 0.29 0.53 0.75 0.97
A PCR 24 horas 0.75 0.93 0.61 0.96
A PCR 48 horas 0.88 0.89 0.72 0.94

Los valores que se muestran con rvaior, presentan una correlacion significativa en nivel de

0.05 (bilateral).

4.6 Analisis de Regresion Multiple.

Los resultados del anélisis de regresion mdaltiple se enumeran en la Tabla 13. Al

realizar el analisis de regresion lineal multiple utilizando la edad y GR como variables

predictivas, se obtuvo una ecuacién de regresion significativa para la variable dependiente

del valor delta de SJ. Este analisis indicaria que el grupo de menos edad como principal

predictor y mayor concentracion basal de GR, se obtuvo un menor valor delta de SJ tras
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finalizar la Ultra Trail. Este modelo de regresion predice el 28,3% de la varianza. Ademas,
se obtuvo otro modelo de regresion lineal multiple en el que la variable dependiente fue el
valor de linea de llegada de A CK y las principales variables predictivas fueron la Edad y
el GR. En este escenario, el modelo de analisis de regresion predice un 18,3% de la

varianza.

Como hemos mencionado anteriormente, segun el criterio propuesto por Cohen
[142], nuestros modelos de regresion podrian considerarse por su valor predictivo,
explicando dentro de un contexto de modelo multicausal la influencia del estrés oxidativo
sobre el dafio muscular y la fatiga después de un esfuerzo severo como corriendo una Ultra
Trail.

TABLA 12 MODELOS DE REGRESION LINEAL

Modelo R? Coeficiente Error F()
Adjusteda estandarizado ~ Estandar
Beta d
Variable dependiente: A
0.6521
SJ en linea de meta. 0.283 0.217 0.16389
(0.005)

Covariables: Edad, GR.
Variable Dependente: A

CK en meta 0.183 -0.413 0.15558  3.431 (0.002)
Covariables: Edad, GR.

Abreviationes: ASJ (Incremento Squat Jump; ACK (Incremento Creatine Kinase); GR
(Glutathione reductasa).
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5. DISCUSION
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5 DISCUSION

El objetivo general de este estudio es determinar la relacion entre el estado oxidativo del
plasma de corredores de Ultra Trails y la magnitud de la respuesta inflamatoria sistémica, la
pérdida de fuerza del musculo esquelético y el dafio muscular post carrera. Para ello se han
analizado variables sociodemograficas y antropométricas de los corredores, parametros
indicadores del estado oxidativo en plasma (MDA, grupos carbonilo, GPx y GR), marcadores de
dafio muscular e inflamacidn (LDH, CK y PCR), asi como variables de rendimiento deportivo (HG y
SJ). Mas concretamente, las variables antropométricas y pardmetros de desarrollo de fuerza
muscular se determinaron antes de iniciar la prueba y meta, mientras que el estado oxidativo del
plasma, el daifio musculary la respuesta infamatoria se evaluaron entes del inicio de la prueba, en

meta y posteriormente, transcurridas 24 y 48 horas.

5.1. Caracteristicas de los sujetos, rendimiento en carrera y habitos de

entrenamiento

En cuanto a las caracteristicas de los participantes, se analizaron los datos por sexos y por
edades tal y como se recoge en las tablas 2 y 3.

En relacién a la edad de los corredores, la media se situ6 en 40,9 afios, en la linea de lo
publicado en estudios sobre carreras de largas distancias [143], pero siendo algo inferior a la
descrita en la mayoria de los trabajos que, sorprendentemente, suelen superar los 42 afios de media
[126,144,145]. De hecho, en el estudio de Kim y colaboradores se muestra que la media de edad

de los participantes en una super Ultra Trail de 622 Km supera incluso los 50 [146].

Cuando nos fijamos en el género de los participantes, observamos que un 59,4% fueron
hombres y un 40,6% mujeres, siendo habitual en las Ultra Trails que participen mas hombres que
mujeres, mostrando nuestro estudio un porcentaje mas elevado de mujeres del que se suele registrar
[147,148]. De hecho, es bastante habitual encontrar estudios en los que la muestra nicamente esta
constituida por hombres [149]. Ha sido en esta Gltima década cuando se han empezado a popularizar
este tipo de carreras y consecuentemente se han incrementado el nimero de trabajos que
contemplan en sus resultados las diferencias de género, observandose que el nimero de hombres
es superior al de las mujeres [143,150] en concordancia con nuestros resultados. Estés diferencias

podrian deberse a la diferente motivacion que lleva a hombres y mujeres a participar en Ultra Trails.
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Asi, tal y como discuten Knechtle y colaboradores en un estudio comparativo sobre la participacion
de hombres y mujeres en maratones y Ultra Trails, las diferencias de género podrian deberse a una
naturaleza menos competitiva de las mujeres. Mientras que las mujeres presentan una mayor
motivacion intrinseca y preocupacion por la salud, los hombres centrarian més su motivacion en

ganar las carreras o quedar mejor posicionados que sus oponentes.

Por otro lado, el tiempo medio de carrera fueron 1282 minutos y no se observaron
diferencias significativas al comparar el tiempo necesario para finalizar la carrera entre los distintos
grupos de estudio por sexo o edad (Tablas 2 y 3, respectivamente). Este resultado no es comparable
con otros estudios por ser carreras con caracteristicas diferentes, sin embargo, otros estudios
muestran que la media de edad de los corredores mas rapidos se encontraria en torno a los 35 afios,
gue se corresponderia con nuestro grupo de corredores jovenes [151-153]. Asimismo, Suter y
colaboradores indican que en la Ultra-Trail du Mont Blanc cuando se analizaron los tiempos de los
5 corredores mas rapidos en el grupo de los hombres y de las mujeres de todos los participantes
entre los afios 2008 y 2019, los corredores masculinos mas rapidos presentan unos tiempos de
carrera mejores que las 5 mujeres mas rapidas, si bien es cierto que cada afio las mujeres van
reduciendo estas diferencias con respecto a los hombres en especial en aquellas carreras en el rango
de los 50-100km [153,154]. En nuestro estudio encontramos resultados similares, dado que, aunque
no se observan diferencias estadisticas en los tiempos de carrera entre hombres y mujeres (Tabla
2), lo 5 corredores mas réapidos fueron hombres.

En cuanto al entrenamiento previo a la carrera practicamente no se observaron diferencias
en las variables estudiadas entre los diferentes grupos de estudio. Ha sido anteriormente descrito
gue la experiencia es uno de los mejores predictores de éxito en una ultramaraton [155]. Es
resefiable que la media de afios corriendo de los participantes en el estudio es de 8 afios. Asimismo,
la media de carreras de mas de 100 Km completadas previamente es de 2,5. Por tanto, se trataria
de corredores experimentados sin que se observen diferencias por sexo o edad, tal y como se recoge
en las tablas 2 y 3. Por otro lado, en relacion a las caracteristicas del entrenamiento, se estudiaron
los dias y horas de entrenamiento semanal, asi como el nimero de Km recorridos semanalmente,
observandose diferencias significativas Unicamente en el nimero de Km recorridos por los
corredores senior frente a los que corren los jovenes y de mediana edad. Asi, la tabla 3 muestra que
los corredores del grupo de mayor edad recorren distancias significativamente mas cortas, aunque
este factor no parece influenciar de forma significativa los tiempos de carrera. De hecho, la edad

(en el rango comprendido en nuestro) no parece ser un factor limitante e incluso hay estudios que
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indican que aquellos corredores de mas edad podrian mantener mejores ritmos de carrera [156].
No se observaron diferencias significativas entre sexos para estas variables. Estos resultados
demuestran, en concordancia con lo lo publicado anteriormente en diferentes tipos de carrera, que
el tipo y nivel de entrenamiento en hombres y mujeres siguen los mismos patrones actualmente
[150,155] y que el tipo de entrenamiento realizado por los participantes del estudio tiene el mismo
patron que en estudios publicados en carreras de similares caracteristicas [157]. Hay que destacar,
sin embargo, que de los 47 corredores que iniciaron el estudio, solo finalizaron la carrera el 68%,
demostrando la exigencia de este tipo de pruebas. Es importante sefialar que, en el caso de los
hombres, aproximadamente un 60% finalizaron la carrera, mientras que en el caso de las mujeres

solo lo hicieron un 40%.

Finalmente, en este apartado se recogen también los datos descriptivos de suplementacion
con diferentes complementos nutricionales antes y durante la carrera. El uso de suplementos
dietéticos es muy habitual entre los corredores de ultra resistencia con el objeto de incrementar el
rendimiento, evitar dafio o acelerar la recuperacion tras la carrera. Se observa que un 62,5% de los
corredores ingiri6 algun tiempo de suplemento antes o durante la carrera. Dado que se trata de un
estudio descriptivo y no un ensayo clinico en el que se haya controlado la suplementacion que
reciben los corredores, no podemos garantizar el efecto que éstas hayan podido tener sobre los
resultados del estudio, siendo ésta por tanto una de las principales limitaciones del mismo. Si que
podemos afirmar, tal y como se recoge en las tablas 2 y 3, que no existen diferencias en el patron

de consumo de las mismas entre sexos 0 grupos de edad.

5.2. Variables antropomeétricas

En relacion a las variables antropométricas susceptibles de cambio a lo largo del estudio,
como el peso, el IMC y los porcentajes de masa magra y grasa, se realizaron dos determinaciones,
antes de iniciar la carrera y al finalizarla. Como es de esperar, los resultados precarrera indican
diferencias significativas en todas las variables analizadas entre sexos, siendo el peso, IMC vy
porcentaje de masa magra superior en los hombres y el porcentaje de masa grasa superior en las
mujeres (Tabla 4). Estos datos se encuentran en la linea de los observados en corredores de Ultra
Trails previamente [158]. Tras la finalizacion de carrera se observa una pérdida significativa de
peso, IMC y porcentaje de masa magra en hombres que no se observa en mujeres (Tabla 4). Estos
resultados se asemejan a los obtenidos en otros trabajos anteriores [159]. Cuando se tratan estas
variables clasificadas en funcion del grupo etario, no se observan diferencias significativas entre

los 3 grupos de edad. Sin embargo, si se observan diferencias en los valores obtenidos entre
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precarrera 'y meta, observandose una pérdida significativa de peso e IMC en los grupos de mediana
edad y senior tras la finalizacion de la carrera (Tabla 5). Contrariamente el porcentaje de masa
magra se incremento significativamente en los tres grupos de edad, mientras que en el grupo de
mayor de edad también incrementd significativamente el porcentaje de masa grasa. Estos cambios
en los porcentajes de composicion corporal podrian deberse a las alteraciones hidricas que tienen
lugar durante la carrera y que se han puesto de manifiesto anteriormente en otros trabajos [137].

5.3 Variables de fuerza, Dafio muscular, inflamacién y recuperacion

Post-carrera

La realizacion de Ultra Trails suponen un esfuerzo fisico extremo, que genera una alteracion
transitoria de biomarcadores asociados a condiciones patoldgicas como procesos inflamatorios y

dafio muscular, cardiaco o renal [160-162].

En nuestro estudio se han analizado variables de fuerza y pardmetros indicadores de dafio
muscular y procesos inflamatorios, quedando recogidos los resultados en las tablas 6- 8, asi como
en las figuras 9-20. Hay que especificar que la fuerza muscular sélo se analiz6 previa a la carrera'y
posteriormente en meta, mientras que los parametros de dafio muscular e inflamacion en el plasma
de los corredores se analizaron también los dos dias posteriores a la carrera, por ser parametros

Cuya recuperacion es mas lenta [163].

5.3.1. Variables de fuerza y fatiga muscular

En relacion a los parametros de fuerza muscular que se describen en la tabla 6, esta descrito
gue el indice de disminucion de la fuerza, medido mediante pruebas como el HG y el SJ, seria un
parametro adecuado de la fatiga muscular [164]. En este sentido, cuando se contempla la muestra
total, sin segregacion por género o edad, Gnicamente encontramos diferencias significativas en los
pares musculares relacionados con el tren inferior, medidos a través de la plataforma de salto (SJ),
sin gue se observen diferencias en tren superior (HG). Estos resultados son esperables al tratarse de
un ejercicio que afecta principalmente a los musculos de las piernas. Estudios previos sugieren que
las Ultra Trails de montafia extremadamente largas inducen menos fatiga que otras de distancias
menores que oscilarian entre 100-150Km, debido a que los corredores podrian adoptar estrategias
de ritmo mas conservadoras, preservando la integridad muscular y reduciendo la probabilidad de
abandono [165,166]. La Ultra Trail de montafia escogida para nuestro estudio tiene una longitud de
108Km y queda claramente demostrada la presencia de fatiga muscular en tren inferior, en

consonancia con lo publicado anteriormente, por lo que es posible que la pérdida de fuerza de los
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miembros inferiores aumente proporcionalmente a la longitud de la Ultra Trail hasta alcanzar una

meseta en carreras extremadamente largas (a partir de 350Km).

En lo que se refiere a las diferencias de género, la tabla 7 y figura 13, muestran diferencias
significativas entre hombres y mujeres al inicio de la carrera, tanto en tren superior (HG) como
inferior (SJ), desarrollando una mayor fuerza muscular los hombres que las mujeres, tal y como es
de esperar, al presentar también mas masa muscular (Tabla 4). Se observa también una pérdida de
fuerza en tren inferior en meta tanto en hombres como en mujeres y una pérdida de fuerza muscular
en tren superior (HG) en meta con respecto a la desarrollada precarrera Unicamente en las mujeres
(Tabla 7). Estos datos indican que la Ultra Trail realizada induce fatiga muscular en ambos grupos
de estudio, especialmente en tren inferior, algo 16gico al tratarse de una carrera que implica
principalmente un trabajo de piernas. Sin embargo, se observa una fatiga muscular mas
generalizada en mujeres que hombres, posiblemente porque ya de inicio parten de una menor fuerza
muscular, tanto en tren superior como inferior (Tabla 7, figura 13). Es resefiable, por el contrario,
que la pérdida de fuerza muscular en tren inferior (SJ) es mayor en hombres que en mujeres, puesto
gue el punto de partida en los hombres era significativamente superior al de las mujeres, mientras
que en meta la fuerza desarrollada por ambos es la misma, indicando una mayor pérdida, por tanto,
en hombres que en mujeres (Tabla 7, figura 13). Estudios previos han demostrado que la fatiga
muscular podria afectar de forma diferencial a hombres y mujeres. Asi, las mujeres parecen
fatigarse menos que los hombres durante contracciones isométricas en numerosos grupos
musculares, sin embargo cuando aumentando la intensidad de la contraccion y se incluyen
contracciones dindmicas (como podria ser el caso de nuestro estudio) estas diferencias disminuyen
[103,167].

Cuando analizamos los resultados por edad, no observamos diferencias significativas en el
desarrollo de fuerza muscular precarrera en tren superior ni inferior entre los distintos grupos de
edad incluidos en el estudio (Tabla 8, figura 16). Cuando se analizan los mismos parametros en
meta, no se observan pérdidas significativas en el desarrollo de fuerza muscular en tren superior
(HG), mientras que si se observa fatiga muscular en tren inferior en todos los grupos de edad (Tabla
8, figura 17). Por lo tanto, la edad no parece influir en la aparicion de fatiga muscular y pérdida
asociada de fuerza muscular, al menos en el rango de edad de los participantes de nuestro estudio
(entre 31 y 53 afios). Estos datos encajan con la literatura previa, en la que se describe que la edad
a la que se alcanza un mejor rendimiento en Ultra Trails es mas elevada que para las maratones y
gue esta edad se incrementa proporcionalmente con la distancia de la carrera [168]. De hecho,
Hoffman mostrd que en Ultra Trails de mas de 100Km los mejores tiempos de carrera se lograron
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a la edad de 30-39 afios para los hombres y 40-49 afios para las mujeres [169]. Teniendo en cuenta
gue los corredores de nuestro estudio se encuentran en estos rangos de edad, no es sorprendente
que no encontremos diferencias en términos de fatiga muscular entre los distintos grupos de edad
establecidos en este estudio. Una posible explicacion para la edad relativamente avanzada de los
ultramaratonianos podria ser el hecho de que la edad media de inicio de la primera Ultra Trail es
de aproximadamente 36 afios. Esta elevada edad media se debe, posiblemente, a que antes de
realizar una Ultra Trail suelen haber completado varias maratones previamente, elevando por tanto

la media de edad de los ultramaratonianos frente a los corredores de maraton [168,170].

5.3.2. Dafio muscular inflamacién y recuperacion postcarrera

Con respecto a los marcadores de dafio muscular (CK y LDH) e inflamacién (PCR) en el
plasma de los corredores, se realizaron determinaciones previo a la carrera, en metay 24 y 48 horas
después de haber finalizado la carrera. Esta ampliamente descrito en la literatura que la realizacion
de este tipo de ejercicio eleva intensamente y de forma transitoria dichos parametros, hecho que

gueda claramente constatado en nuestros resultados (Tabla 6 y figuras 10-12).

La CK, alcanzé su valor maximo inmediatamente después de la carrera (un incremento de
24 veces respecto al valor basal) y disminuyé durante las 24 y 48 horas posteriores a la misma sin
Ilegar a normalizarse (Tabla 6, Figura 10). Aunque este parametro se utiliza rutinariamente como
marcador de dafio muscular y siempre resulta elevado tras carreras de larga distancia, no existe un
consenso generalizado al respecto de su patron de liberacion. Asi, en medias maratones y maratones
completas en carretera se ha descrito el pico de CK a las 24 horas de haber finalizado la carrera
[171,172], mientras que en Ultra Trails mas largas (166 km), dicho pico se produce inmediatamente
después de la carrera [163,173], en consonancia, por tanto, con los resultados de nuestro estudio.
Estas diferencias podrian estar influenciadas por varios factores como podria ser el nivel de
entrenamiento de los participantes, la longitud de la carrera o la relacion entre la distancia y el

cambio de altitud de las carreras [166].

En lo que ser refiere a la LDH, al igual que se observa con la CK, alcanzd su maximo en
meta y descendi6 significativamente a las 24 horas, aunque sus valores siguieron elevados. No se
observaron cambios a las 48h con respecto al valor obtenido a las 24h, sugiriendo un patrén de
recuperacion mas lento que el de la CK, a pesar de que el incremento en meta no es tan intenso
como el de esta enzima (Tabla 6, Figura 11). Estos resultados estan en consonancia con los valores
descritos anteriormente en otros estudios similares como los de Millet [174], Hoppel [175] 0 Rubio-
Arias [176].
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Ademas del as enzimas CK y LDH como marcadores de dafio muscular, se determind la
PCR en el plasma de los corredores dado que su incremento se asocia a la presencia de procesos
inflamatorios y es bien sabido que las carreras de ultra resistencia inducen una reaccion inflamatoria
aguda [168,177,178]. Nuestros resultados muestran una respuesta inflamatoria significativa al
finalizar la carrera y que se intensifico significativamente durante las 24 horas posteriores. Una vez
transcurridas 48 horas de la finalizacion de la carrera se observa una disminucion de este parametro,
pero sin llegar a normalizarse (manteniéndose en el orden de los valores obtenidos en meta) (Tabla
6, Figura 12).

Por lo tanto, se observa que transcurridas 48 horas desde la finalizacién de la carrera,
ninguno de los pardmetros de dafio muscular o inflamacidn se normalizaron en el plasma de los
corredores, mostrando que la recuperacidn tras este tipo de carreras es lenta y requiere varios
dias de evolucién. El dafio muscular y las respuestas inflamatorias asociadas a la realizacién de
Ultra Trails rara vez tienen consecuencias adversas entre los atletas; sin embargo, la liberacion de
cantidades excesivas de proteinas intramusculares al torrente sanguineo puede afectar
negativamente a la funcidn renal, principalmente en condiciones de estrés térmico,
deshidratacion, problemas renales subyacentes, de uso de antiinflamatorios no esteroideos o en

individuos con un entrenamiento inadecuado [166].

Este estudio pretende aportar ademas una vision sobre las posibles diferencias en funcion
del género o la edad, en lo que se refiere a la aparicién de dafio muscular e inflamacion tras la
realizacidn de carreras de Ultra Trail. Es resefiable que no se observa ninguna diferencia en
funcion del género (Tabla 7, Figuras 14-16), por lo que éste no parece ser un determinante en los
mecanismos que dan lugar a la presencia de dafio muscular y procesos inflamatorios. Por el
contrario, otro estudio ha puesto de manifiesto respuestas fisiolégicas especificas de género tras
una Ultra Trail de 171 Km, determinando que para un rendimiento similar en carrera se observan
alteraciones mas frecuentes y con efectos de mayor magnitud en los hombres que en las mujeres
[179]. Estas diferencias podrian deberse a las distintas caracteristicas de la carrera o al patrén de

entrenamiento de los corredores entre otros factores.

Al segmentar la muestra en tres grupos de edad (jévenes, mediana edad y seniors) se
observa lo siguiente, por un lado, los niveles de CK en meta son significativamente mas altos en
el grupo de los corredores senior (Tabla 8, Figura 18), indicando que el dafio muscular podria ser

mayor en estos corredores. Por otro lado, se observa también en los corredores senior que la
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recuperacion de los valores de LDH tras la carrera es mas lenta también en este grupo de
corredores, siendo los niveles de LDH significativamente superiores a los de los corredores
jovenes a las 24h horas de haber terminado la carrera. Estos resultados nos indican que a pesar
de que no hay diferencias en la aparicidn de fatiga o en los tiempos de carrera, el dafio muscular
y la recuperacién post-carrera presentan patrones diferentes en los corredores de mayor edad.
Estos resultados podrian estar condicionados por el hecho de que los corredores senior corrieron
menos kildmetros semanales durante su entrenamiento para la carrera (Tabla 3), tal y como se
ha mencionado anteriormente. Es importante sefalar también que, aunque no se aprecian
diferencias estadisticamente significativas, en la Tabla 5 se aprecia que los corredores senior son
los que menor porcentaje de masa magra tienen, a la vez que presentan un mayor porcentaje de
masa grasa. Esta diferencia en la composicidon corporal, que no afecta al IMC, podria estar
condicionando también los resultados de dafio muscular obtenidos tras la carrera, asi como la

recuperacién del mismo.

5.4 Variables de estrés oxidativo

Este trabajo pretende determinar la relaciéon entre varios marcadores plasmaticos de
estrés oxidativo de los atletas y el grado de fuerza y dafio muscular tras el ejercicio de Ultra Trail
teniendo en cuenta la posible influencia del sexo y la edad del corredor. Es importante destacar
gue este tipo de estudios presenta limitaciones en cuanto al tamafio de la muestra debido a la
dificultad para finalizar la competicién por parte de los corredores habiendo muchos abandonos
durante la carrera. De hecho, nuestra muestra inicial fue de 47 corredores, de los cuales

Unicamente 32 finalizaron la misma.

En la Tabla 9 se muestran los datos descriptivos de los pardmetros que nos permiten
conocer el estado oxidativo del plasma de los participantes en nuestro estudio antes de la carrera,
en la linea de meta y en las 24 y 48 horas posteriores a la carrera. En cuanto a las defensas
antioxidantes, se determind la actividad de las enzimas GPx y GR. Se observa un aumento en la
actividad GPx tras la carrera y en los dias posteriores a la misma, sin que llegue a ser
estadisticamente significativo en ningin momento. Sin embargo, la actividad GR si aumenté
significativamente en la linea de meta y alcanzd el valor mds alto 24 h después de la carrera,

regresando a los valores basales después de 48 h.
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En lo que se refiere a los pardmetros de dafio oxidativo, la peroxidacién lipidica
(concentracion de MDA) también aumentod en la linea de meta, disminuyé 24 horas después de la
carrera (coincidiendo con el pico de de actividad de la enzima antioxidante GR) y aumenté
significativamente de nuevo tras 48 horas. El dafo oxidativo a proteinas (contenido de CG)
también aumentd inmediatamente después de la carrera y permanecié elevado incluso 48 h

después.

Se ha demostrado anteriormente que el ejercicio de ultrarresistencia se asocia a una tasa
notablemente mayor de utilizacién de oxigeno y a la generacién y acumulacién de ROS [180].
Ademas, el sistema del glutatién aumenta su actividad para restaurar el equilibrio redox celular
cuando aumenta la formacién de ROS. Nuestros datos mostraron un aumento del dafio oxidativo
a macromoléculas (lipidos y proteinas) que podria estar indicando un aumento de los niveles
celulares de ROS. El dafio por peroxidacién lipidica parece aumentar en la linea de metay 48 h
después de la carrera, lo que demuestra la presencia de dafio oxidativo en los lipidos dos dias
después del ejercicio extremo. Se observd, asimismo, un efecto parcialmente recuperador 24 h
después de la carrera, como puede verse en la Tabla 9 y Figura 28. A este respecto, estudios
previos han mostrado resultados controvertidos en relacién con los niveles de MDA en sangre
tras el ejercicio de Ultra Trail. Varios estudios mostraron un aumento de los niveles celulares de
MDA tras la realizacion del triatlon Ironman [181,182] o la realizacién de una Ultra Trail de 233
Km [183]. Por el contrario, otros trabajos no pudieron demostrar un incremento de peroxidacion
lipidica tras el ejercicio de resistencia en una Ultra Trail de 103 Km y 7000m de desnivel
ascendente (de caracteristicas similares a la nuestra) [184] o en una prueba de ultra resistencia
en nadadores [185]. Skenderi y colaboradores [126] incluso describieron una disminucion de los
niveles de MDA 48 horas después de la carrera en comparacion con los valores de control y
posteriores a la carrera. Sin embargo, en estos estudios, el tipo de deporte, la distancia, la altitud
acumulada o las caracteristicas antropométricas de la muestra podrian estar influyendo en estos
resultados. También cabe mencionar que estas diferencias pueden atribuirse a aspectos
metodolégicos, dado que el estudio de Spanidis presenta un tamafio muestral escaso (algo
habitual en este tipo de estudios tal y como se ha justificado anteriormente). Ademas, en dichos
estudios se utilizd la técnica TBARS (sustancias que reaccionan con el acido tiobarbiturico
determinadas espectrofotométricamente) que es una medida menos robusta de la peroxidacion

lipidica [180].
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En cuanto al analisis del contenido de CG, este parametro se mantuvo significativamente

elevado en todos los puntos temporales del estudio (linea de meta, 24 h después de la carrera 'y
48 h después de la carrera). Curiosamente, Spanidis y colaboradores [184] no encontraron
diferencias significativas para este parametro después de una carrera de montafa de
caracteristicas similares a la nuestra. Esta discrepancia se explicaria posiblemente debido a un
tamafio muestral insuficiente, tal y como se ha mencionado arriba. Por el contrario, Turner et al.,

[128] si demostraron un aumento del contenido de CG en plasma tras una carrera de Ultra Trail,

confirmando asi el dafio oxidativo de las proteinas tras el ejercicio de ultra resistencia.

En cuanto a las enzimas del sistema glutation, no se observaron diferencias significativas
para la actividad GPx. Por el contrario, la actividad GR mostré un aumento significativo en la linea
de meta que fue incluso mayor 24 h después de la carrera, coincidiendo curiosamente con la
recuperacién parcial de la concentracion de MDA. Aunque ambas enzimas se localizan
principalmente en el compartimento intracelular, su actividad plasmatica se ha utilizado
ampliamente como medida del estado antioxidante [186—189]. En el caso del ejercicio de ultra-
resistencia, estudios previos muestran resultados contradictorios en lo que respecta a las enzimas
antioxidantes [181,184,190,191], pero nuestros resultados apoyan la hipétesis de un mecanismo
compensatorio basado en un aumento temporal de la defensa antioxidante para compensar un
insulto oxidativo [188,192]. Es necesario resaltar ademas que, aunque la actividad de estas dos
enzimas se ha utilizado ampliamente para evaluar la presencia de estrés oxidativo, la GR se
considera el factor limitante de este sistema antioxidante [193]. Es plausible que el aumento de
la actividad del GR no vaya acompafiado de una mayor actividad de la GPx debido a que otras
enzimas antioxidantes como la catalasa o la paraoxonasa también son capaces de degradar el

perdxido de hidrogeno y podrian verse afectadas por el ejercicio intenso [194,195].

Ademas, en la tabla 12 informamos de las correlaciones significativas existentes entre los
valores basales de las variables de estado oxidativo y los parametros indicadores de dafio
muscular y fatiga. Asi, a pesar de que la actividad GPx no mostré alteraciones significativas a lo
largo del estudio, su actividad basal si correlaciona negativamente y de forma significativa con el
ACK a las 48 horas postcarrera. Ademas, se observa una correlacidon negativa significativa entre la
actividad basal de GR de los corredores y el grado de alteracidn de la membrana muscular tras la
carrera. Asi, la actividad basal de esta enzima se correlaciond con la ALDH en la linea de meta, tras
24 hy 48 hy con la ACK en la linea de meta y tras 24 h. Ademas, los niveles basales de dafio
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oxidativo a proteinas (contenido de CG) también mostraron una correlacidn positiva significativa
con la magnitud de la lesidn muscular tras la carrera (ALDH] tras 24 h y 48 h) (Tabla 12). Es
importante sefialar que asumimos que la CK 'y la LDH séricas evallan la alteracion de la membrana
muscular y no se correlacionan necesariamente con el dafio estructural muscular. Ademas,
también hemos informado de una correlacién positiva significativa entre la actividad GR basal y
la mejora en la ejecucién en la plataforma de salto (ASJ), asi como, una correlacién negativa
significativa entre los niveles basales de peroxidacidn lipidica (concentracién de MDA) y la mejora
en la ejecucidn en el Hand Grip (AHG). Aunque existe una limitacion en la potencia del coeficiente
de correlacion para asumir una causalidad evidente entre el estrés oxidativo y la fatiga muscular
(medida a través de la ejecucion en HG y SJ), estos hallazgos novedosos, sugieren que un estado
oxidativo plasmatico basal mas fuerte podria mejorar el desarrollo de fuerza muscular y reducir
la fatiga durante la préactica deportiva de ultra-resistencia. En concordancia con nuestros
resultados, Devrim-Lanpir y colaboradores mostraron que la capacidad antioxidante total del
suero de corredores de Ultra Trails y triatletas correlaciona positivamente con el tiempo
observado hasta el agotamiento cuando se sometieron a una prueba de ejercicio exhaustivo
agudo (cicloergémetro (45 min a 65% VO,max) seguido inmediatamente de una prueba en cinta
rodante (75% VO;max hasta el agotamiento) [196]. Sin embargo, son necesarios mas estudios
para aumentar el numero de participantes y validar los presentes resultados, dado que en la

actualidad no existen a penas estudios en la literatura que aborden esta cuestion.

Cuando se abordan las posibles diferencias de género (Tabla 10 y Figuras 26-29), se
observa que la actividad de las defensas antioxidantes no se ve influenciada por este factor
(Figuras 25 y 26). En lo que se refiere al dafio oxidativo a macromoléculas, la concentracion de
MDA 48 h después de la carrera fue mayor en los corredores varones que en las mujeres (Figura
27), mientras que las mujeres presentaron un contenido en GC significativamente mayor que los
hombres al final de la carrera y 48 h después (Figura 28). Sorprende que las atletas femeninas
mostraron un mayor contenido de CG y menores niveles de MDA que los atletas masculinos, dado
que presentan una menor masa muscular y mayor porcentaje de masa grasa corporal (Tabla 4).
Casi no existe bibliografia que tenga en cuenta las diferencias entre sexos en el tipo de pruebasy
aunque varios estudios incluyen a corredoras en sus investigaciones, la mayoria no describen
diferencias de sexo en los parametros medidos [197,198]. En 2008 Miyata y colaboradores

estudiaron el dafio oxidativo al DNA tras una Ultra Trail de dos dias de duracién y aunque
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encontraron la presencia de dafio tras la realizacién de la carrera, no observaron diferencias
significativas en funcién del género de los corredores [199]. Sin embargo, recientemente, Devrim-
Lanpir et al., informaron de una interaccién positiva significativa entre el tiempo hasta el
agotamiento y la ingesta dietética de antioxidantes en varones, que no se observé en mujeres,
[196]. Esta carencia de literatura sobre las diferencias de género probablemente sea debida a la
dificultad de conseguir muestras de tamafio suficiente tal y como se ha mencionado
anteriormente. Sin embargo, visto el incremento de la presencia de mujeres en los ultimos
tiempos en este tipo de carreras, es posible que en afios venideros se puedan extraer conclusiones

al respecto de estas posibles diferencias.

Los datos de la Tabla 11 muestran el efecto de la edad sobre el estado oxidativo de los
corredores. Unicamente la peroxidacién lipidica (concentracién de MDA) se vio afectada
significativamente por la edad. Asi, la concentracidon de MDA fue significativamente mayor en los
corredores seniors (45-53 afios) en comparacion con los de mediana edad (38-44) y los jovenes
competidores (31-37), tanto en linea de meta como 48 h después de la carrera. Una posible
explicacion para estos resultados seria la diferente composicidn corporal de los corredores senior
con respecto a los de mediana edad y los jovenes, de forma que se observa un mayor porcentaje
de grasa corporal junto con una menor masa muscular en comparacion tanto al inicio como tras
la finalizacién de la carrera (Tabla 5). Un mayor porcentaje de masa grasa facilitaria por tanto la
peroxidacién de lipidos y podria justificar unos valores mas elevados de MDA a lo largo del
estudio. Estos resultados concuerdan con los de Hattori y cols. que informaron de que en una
Ultra Trail de 130 Km que se realiza en dos etapas, los corredores de menos de 45 afios
presentaban niveles mas bajos de ROS en todos los puntos de carrera [117] en comparacidn con
corredores de mayor edad. De nuevo, serian necesarias series mas amplias para estudiar el valor
predictivo de este ensayo y considerar si una suplementacion antioxidante personalizada podria

favorecer la recuperacién fisioldgica tras grandes esfuerzos fisicos.

Por otro lado, al realizar el analisis de regresién lineal multiple utilizando Edad y la
actividad GR como variables predictoras, se obtuvo una ecuacién de regresion significativa para
la variable dependiente Valor delta de SJ (ASJ meta) (Tabla 13). Este analisis indicaria que una
menor edad como principal predictor y una mayor concentracién basal de GR, serian predictores
de una menor pérdida de fuerza en la prueba de la plataforma de salto (SJ) entre precarrera y
meta (ASJ meta). Este modelo de regresién es capaz de predecir el 28,3% de la varianza. Ademas,
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se obtuvo otro modelo de regresidn lineal multiple en el que la variable dependiente era el valor
ACK en meta y como principales variables predictoras volviamos a obtener la edad y el GR. En este

escenario, el modelo de andlisis de regresion predice un 18,3% de la varianza.

Por lo tanto, segun el criterio propuesto por Cohen [38], nuestros modelos de regresion
podrian ser considerados por su valor predictivo, explicando dentro de un contexto de modelo
multicausal la influencia la edad (junto con la actividad GR) sobre la pérdida de fuerza y la
aparicién de fatiga observada en los corredores de Ultra Trail (Tabla 6), aunque como se haya
mencionado anteriormente la edad media de los corredores en estas carreras cada vez es mas

elevada [155].
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6. CONCLUSIONES
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6 CONCLUSIONES.

1. Larealizacion de una prueba de Ultra Trail induce un deterioro del estado oxidativo
del plasma de los corredores tanto al finalizar la carrera como durante los dos dias

posteriores a la misma.

2. Se observa la presencia de dafio muscular, pérdida de produccion de fuerza del
musculo esquelético y una respuesta inflamatoria aguda tras la realizacion de
prueba de Ultra Trail que sélo se recupera parcialmente durante los dos dias

posteriores a la misma.

3. Se demuestra una relacion entre los valores basales del estado oxidativo del plasma
de corredores de Ultra Trail y la magnitud de la fatiga y dafio muscular posteriores

a la carrera, pero no con la intensidad de la respuesta inflamatoria.

4. Se observa una influencia significativa tanto del género como de la edad de los
corredores sobre los parametros analizados en este estudio. Ambos factores
condicionan el estado oxidativo del suero de los corredores tras la realizacion de
una Ultra Trail y durante su posterior recuperacion. La edad, ademas, podria ser

un predictor de la pérdida de fuerza muscular tras la carrera.
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Abstract: Oxidative stress has been widely studied in association to ultra-endurance sports. Al-
though it is clearly demonstrated the increase in reactive oxygen species and free radicals after these
extreme endurance exercises, the effects on the antioxidant defenses and the oxidative damage to
macromolecules, remain to be fully clarified. Therefore, the aim of this study was to elucidate the
impact of an ultramarathon race on the plasma markers of oxidative stress of 32 runners and their
post-race recovery, with especial focused on sex and age effect. For this purpose, the antioxidant
enzymes glutathione peroxidase (GPx) and glutathione reductase (GR) activity, as well as the lipid
peroxidation product malondialdehyde (MDA) and the carbonyl groups (CG) content were measured
before the race, in the finish line and 24 and 48 h after the race. We have reported an increase of the
oxidative damage to lipids and proteins (MDA and CG) after the race and 48 h later. Moreover, there
was an increase of the GR activity after the race. No changes were observed in runners’ plasma GPx
activity throughout the study. Finally, we have observed sex and age differences regarding damage
to macromolecules, but no differences were found regarding the antioxidant enzymes measured. Our
results suggest that several basal plasma markers of oxidative stress might be related to the extent of
muscle damage after an ultraendurance race and also might affect the muscle strength evolution.

Keywords: ultraendurance exercise; oxidative stress; antioxidants; muscle injury

1. Introduction

Ultramarathon races are defined as sport events that involve running and /or walking
distances greater than the 42,195 km of a marathon. In the recent years, these short of
competitive events have gained a lot of popularity. These extremely long races defiance our
physiological systems inducing muscle injuries (muscle membrane disruption), respiratory
fatigue, cardiac and renal damage, representing an outstanding model to evaluate the
ultra-endurance exercises/sports on human body physiology [1-4].

Oxidative stress is defined as the imbalance between the body oxidants and antiox-
idants in favor of the former [5] and has been widely studied in association to ultra-
endurance sports. However, although it is clearly demonstrated the increase in reactive
oxygen species (ROS) and free radicals, the effects of these extreme endurance exercises
on the cellular antioxidant defense system, and the oxidative damage to macromolecules,
remain to be fully clarified [6]. In this regard, an increase in different plasmatic antioxidant
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compounds such as glutathione (GSH), thioredoxin or paraoxonse, as well as in the total
antioxidant capacity [7-10], supports the hypothesis of a compensatory mechanism to
counteract the increased oxidative stress elicited by the intense exercise in these runners.
Conversely, other researchers also showed contradictory and inconclusive results regarding
the effects of intense activity on the antioxidant system. At this respect, several studies
showed that the antioxidant system remained unchanged or even a decrease in several
antioxidant molecules such as glutathione, catalase, or superoxide dismutase [11-14].

In this line of evidence, similar inconclusive results have been found regarding ultra-
endurance activity effects on oxidative damage to macromolecules such as proteins, de-
oxyribonucleic acid (DNA) or lipids [15,16]. It has been demonstrated that the optimal
muscle contractile function depends on the cellular redox state. However, the effects of
ROS as well as several antioxidant compounds on contractile function during fatigue and
recovery are still being debated [17,18].

Given this, the purpose of this study was to elucidate the impact of ultratrail endurance
exercise on several plasma oxidative stress markers with especial focus on the post-race
recovery. The objectives of this study are:

i.  To determine four plasma oxidative stress markers of long-distance amateur runners
throughout the study. Two of them are macromolecule oxidative damage markers
(MDA and CG) and the other two are antioxidant enzymes (GR and GPx).

ii.  Toevaluate the influence of physical variables (sex and age) on these plasma oxidative
stress markers after the race, 24 and 48 h afterwards.

iii.  To study the possible correlation between baseline values of these plasma oxidative
stress markers and the post-race degree of systemic inflammatory processes, loss of
skeletal muscle strength and muscle membrane disruption.

2. Materials and Methods
2.1. Participants

Forty-seven recreational ultra-endurance athletes (29 males and 18 females) were
recruited to participate in the study that was developed at the Penyagolosa Trails CSP race
in 2019. The track consisted of 107.4 km, starting at an altitude of 40 m and finishing at
1280 m above the sea level, with a total positive and negative elevation of 5604 and 4356 m
respectively. All volunteers were fully informed of the procedure and gave their written
consent to participate. They were also allowed to withdraw from the study at will. A
questionnaire was used to collect demographic information, the history of training and
competition and the consumption of antioxidant supplements in the preparation of the
race and in the development of the same. The investigation was conducted according to the
Declaration of Helsinki and approval for the project was obtained from the research Ethics
Committee of the University Jaume I of Castellon (Expedient Number CD/007/2019). This
study is enrolled in the ClinicalTrails.gov database, with the code number NCT03990259.

In order to have homogeneous groups, the participants were grouped by age as
follows; under 38, between 38 and 45, and over 45 years.

2.2. Blood Sampling and Analysis

Blood samples were collected from an antecubital vein by venipuncture at the time of
race number collection which was 8 to 6 h before the start, after crossing the finishing line,
24 and 48 h post-race using BD Vacutainer PST II tubes. Samples were centrifuged at 3500
rpm for ten minutes and kept at 4 °C during transport to Vithas Rey Don Jaime Hospital
(Castellon), where they were processed using the modular platform Roche/Hitachi clinical
chemistry analyzer Cobas c311 (Roche Diagnostics, Penzberg, Germany), as previously
published [1,19]. Lactate dehydrogenase (LDH) and creatin kinase (CK) were used to assess
muscle membrane disruption, as a surrogate for muscle damage. C-reactive protein (CRP)
as an indicator of acute inflammatory reaction [3] (supplementary Table S1).

The oxidative stress biomarkers used in the present investigation were GR, GPx, MDA
and CG, which were analyzed as follows:
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GPx activity, which catalyzes the oxidation by H,O, of glutathione (GSH)to its disul-
fide (GSSG), was assayed spectrophotometrically as reported by Lawrence et al. [20] toward
hydrogen peroxide, by monitoring the oxidation of nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate (NADPH) at 340 nm. The reaction mixture consisted of 240 mU/mL of GSH
disulfide reductase, 1 mM GSH, 0.15 mM (NADPH) in 0.1 M potassium phosphate buffer,
pH 7.0, containing 1 mM ethylethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) and 1m sodiu-
mazide; a 50 pL sample was added to this mixture and allowed to equilibrate at 37 °C
for 3 min. Reaction was started by the addition of hydrogen peroxide to adjust the final
volume of the assay mixture to 1 mL.

GR activity was determined spectrophotometrically using Smith proposed method [21].
Briefly, when the GR catalyzed reduction of GSSG to GSH is produced in presence of 5,5
dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB), 2-nitrobenzoic acid is formed as a subproduct,
which formation is monitored at 412 nm. The GSSG reduction was started by adding 25 pL
of brain sample to a solution containing DTNB 3 mM prepared in 10 mM phosphate buffer,
2 mM NADPH, 10 mM MEDTA in 0.2 M pH 7.5 phosphate buffer.

MDA concentration was measured by liquid chromatography according to a modifi-
cation of the method of Richard and coworkers [22], as previously reported [23]. Briefly,
0.1 mL of sample (or standard solutions prepared daily from 1,1,3,3-tetramethoxypropane)
and 0.75 mL of working solution (thiobarbituric acid 0.37% and perchloric acid 6.4%; 2:1,
v/v) were mixed and heated to 95 °C for 1 h. After cooling (10 min in ice water bath), the
flocculent precipitate was removed by centrifugation at 3200x g for 10 min. The super-
natant was neutralized and filtered (0.22 um) prior to injection on an ODS 5 pym column
(250 x 4.6 mm). Mobile phase consisted in 50 mM phosphate buffer (pH 6.0): methanol
(58:42, v/v). Isocratic separation was performed with 1.0 mL/min flow and detection
at 532 nm.

CG were determined to evaluate protein oxidation in milk samples. The CGs released
during incubation with 2,4-dinitrophenylhydrazine were measured using the method
reported by Levine et al. (1990) [24] with some modifications introduced by Tiana et al.
(1998) [25]. Briefly, the samples were centrifuged at 13,000x g for 10 min. Then, 20 mL
of brain homogenate was placed in a 1.5 mL Eppendorf tube, and 400 mL of 10 mM 2,4
dinitrophenylhydrazine/2.5 M hydrochloric acid (HCI) and 400 mL of 2.5 M HCI were
added. This mixture was incubated for 1 h at room temperature. Protein precipitation was
performed using 1 mL of 100% of TCA, washed twice with ethanol/ethyl acetate (1/1, v/v)
and centrifuged at 12,600 x g for 3 min. Finally, 1.5 mL of 6 N guanidine, pH 2.3, was added,
and the samples were incubated in a 37 °C water bath for 30 min and were centrifuged at
12,600x g for 3 min. The carbonyl content was calculated from peak absorption (373 nm)
using an absorption coefficient of 22,000 M~!cm~! and was expressed as nmol/mg protein.

Biochemical results obtained immediately post-race were adjusted by employing the
Dill and Costill method [26], using hematocrit and hemoglobin to determine the magnitude
of plasma volume changes after the race in each participant.

2.3. Muscle Strength. Squat Jump (S]) and Handgrip (HG) Strength Assessment

The 5] is a validated research test based on three parameters (body mass, jump height
and push distance), which allows to accurately assess the strength, speed and power
developed by the extensor muscles of the lower extremities during squat jumps [27].

Grip strength, short-term maximal voluntary force of the forearm muscles, measured
by dynamometry, is well established as an indicator of muscle status [28]. Grip strength
provides a direct measure of the hand skeletal muscle strength. It has been described as an
strength index, endurance and general muscular status because its association between
peripheral strength and exercise capacity [29].

Previous studies have also suggested that the strength decline index (SDI), calculated
as the decline in strength as a proportion of baseline values, measured through tests such
as the HG and §J, is a useful assessment of muscle fatigue [30].
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Volunteers were familiarized with procedures concerning strength assessment during
an informative session prior to the investigation. HG and SJ tests were performed before
the race and within 15 min after the race. In the HG assessment, volunteers remained in
standing position, arm by their side with full elbow extension, holding the grip dynamome-
ter (T.K.K. 5401 GRIP-D, Takei Scientific Instruments Co., Tokyo, Japan) in their dominant
hand. They were asked to squeeze the dynamometer for 5 s and the test was performed
twice, with 30 s of rest in between attempts. Each individual’s peak value was retained
for statistical analysis. Following previous studies [31,32], pre to post-race change in HG,
given that upper-limb muscles could be considered as being hardly no-exercising muscles
during the race. In the SJ assessment, participants were asked to jump as high as possible
from a starting position with hips and knees flexed 80 degrees and hands stabilized on
hips to avoid arm-swing. Jump height was estimated by the flight time measured with a
contact platform (Chronojump, Barcelona, Spain). The test was performed twice, with 90 s
of rest in between attempts. Each individual’s best performance was retained for statistical
analysis [3] (Supplementary Table S1).

2.4. Basal Metabolic Rate (BMR), Body Mass Index (BMI), and Body Composition Assesment

Volunteers height and weight were measured before the start the day of the race.
Participants were also subjected to a body composition evaluation test (Tanita BC-780MA,
Tanita Corp., Tokyo, Japan). The BMR is defined as the daily rate of energy metabolism an
individual needs to sustain in order to preserve the integrity of vital functions. The BMR
formula (BMR = Kg x 1 Kcal/h) was calculated based on previous studies [33].

2.5. Statistical Analysis

Statistical analyses were carried out using the Statistical Package for the Social Sciences
software (IBM SPSS Statistics for Windows, version 25.0, IBM Corp., Armonk, NY). Normal
distribution of the variables was verified through the Shapiro-Wilk test (p > 0.05) [34].

A Pearson or Rho Spearman correlation analysis was used to assess whether the
concentration of oxidative stress biomarkers (GR, GPX, MDA and CG) was interrelated or
related to the loss of upper (HG) and lower limb (S]) strength, hematologic variables of
systemic inflammation (CRP) and muscle damage (CK, LDH), as well as cardiopulmonary
exercise test results. Post-race and at 24 and 48 h values for these variables (GR, GPX,
MDA, CG, HG, 5], CRP, CK and LDH) for each participant were related to the individual
pre-race level to define the delta scores (A): A (fold increase) = (post-race value — Pre-race
value)/Pre-race value [3].

On the other hand, the quantitative variables of oxidative stress were compared using
the Student method Tests or U Mann Whitney in each of the sectors where measurements
were taken (pre-race, finish line, 24 and 48 h after the race) when they existed two cate-
gories and ANOVA test or Kruskall Wallis when there were more categories. Post-hoc
comparisons were performed using Bonferroni adjustment for multiple comparisons.

The meaningfulness of the outcomes was estimated through the partial estimated
effect size (N2 partial) for ANOVA and Cohen’s d effect size for pair wise comparisons. In
the latter case, a Cohen’s d < 0.5 was considered small; between 0.5-0.8, moderate; and
greater than 0.8, large [35]. Likewise, correlations > 0.5 were considered strong, 0.3-0.5,
moderate and <0.3, small. The significance level was set at p-value < 0.05 and data are
presented as means and standard error of the means (=SEM).

Finally, the multiple regression analysis was performed using the forward stepwise
method. Only normally distributed variables were used as dependent variables. Among
the different models obtained, the parsimony principle was applied [36]. Given our limited
sample size and the non-normal distribution of independent variables, residual errors
from the resulting models were inspected to ensure their normal distribution and thus the
reliability of our regression models [37]. To identify the predictive value of the model, the
Cohen criterion [38] was applied to one-way ANOVA models. This criterion indicates that
R? values less than 0.10 do not present a relevant explanatory value; an R? between 0.10
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and 0.25 indicates a dependency of the analyzed variables variance explanation for the
identified factors; and R? values above 0.25 is possible to affirm that the explanatory model
clinically relevant.

3. Results
3.1. Demographic Characteristics of The Participants

Thirty-two runners reached the finish line. Nineteen were male and thirteen females,
with an average finish time of 21 h 21 min + 3 h 28 min. All levels of performance were
represented in our sample, as shown by their rank, ranging from 7th to 32nd. The main
characteristics of these runners are described in Table 1, including sex and age differences.
As expected, males showed significant higher pre-race values in weight, BMR, BMI and
percentage of muscular mass when compared with female runners. No differences were
found in training characteristics or experience between male and female runners. The
runner’s age did not affect any of the parameters measured except for the weekly running
volume that was smaller in the senior runner group.

Table 1. Baseline characteristics of the runners which completed the race by sex and age (Average =+ SE).

Total Males Females Young Medium Senior
(n=32) (n=19) (n=13) (n=10) (n=14) (n=28)
Age (years) 409 +£1.0 401+1.2 422 +1.7 346+ 0.6 414+ 05 48+ 1.1
Weight Pre-race (Kg) 66.1 + 1.9 732+ 1.5 55.7 +1.4* 684 +29 63.1 £2.3 684 +5.1
BMR Pre-race (Kcal) 1619 + 52 1835 + 30 1302 + 32 * 1708 + 84 1563 + 69 1604 + 135
BMI Pre-race (kg/m?) 229+ 0.4 238+ 0.4 21.7+06* 232+04 2225+ 0.5 238 +1.1
% Body Fatty Pre-race (%) 159+ 1.1 12.4 + 0.8 209 +1.2*% 143+ 1.8 149+1.2 195 +27
% Muscular Mass Pre-race (%) 841+ 1.1 87.6 +0.8 791 +1.3* 85.7 + 1.8 851+ 1.2 80.5+2.7
Number of years running 8.0+ 05 8.0+ 0.6 8.1+0.9 7.7+ 1.0 7.7 +09 9.0+ 1.0
Number of races > 100 km 25+33 3.0+0.6 20+1.1 2+1.1 244+1.0 3.1+05
Weekly training days 48+1.2 474+03 48403 4.6 +0.3 52403 43+1.0
Weekly running volume (km) 70 +22 71+5.8 74 +3.7 79.3 £ 84 734 +5.1 533+45%
Weekly positive elevation (m) 1771 £+ 691 1869 + 175 1631 + 157 1600 + 175 2057 4+ 154 1488 + 318
Weekly training hours 9.6 4.2 10 £ 0.9 9+1.3 10+1.2 99+1.2 8.6 +1.6

Data partially published previously by our group (Martinez-Navarro et al., 2020) [3]. Abbreviations: BMR: Basal Metabolic Rate; BMI: Body
Mass Index. * p < 0.05 vs. Males; # p < 0.05 vs. Young and Medium.

3.2. Analysis of Plasma Markers of Oxidative Stress

Descriptive data of oxidative stress biomarkers pre-race (baseline), finish line and
after 24 and 48 h post-race are depicted in Table 2. Regarding the antioxidant defenses,
no significant changes were observed in GPx activity. The GR activity was significantly
enhanced in the finish line. The GR enzymatic activity reached the highest value 24 h post-
race and returned to normal values after 48 h. Lipid peroxidation (MDA concentration) was
also increased in the finish line, declined 24 h post-race, and was significantly increased
after 48 h. Oxidative damage to proteins (CG content) also increased immediately after the
race and remained elevated 48 h later.

Table 2. Changes in plasma markers of oxidative stress throughout the study period (Average =+ SE).

Baseline Finish Line 24 H Post-Race 48 H Post-Race

GPx (umol/L X min) 87 +£7 97 £5 98 £ 6 9 +3
GR (UI/mL) 26+0.1 33+02* 73405 26+£01%
MDA (uM) 0.8+0.1 1.3+£01% 094+0.1*% 14+01*
CG (nmol/mL) 1.4 +0.1 22+02%* 19+02* 21+03%*

*p <0.05 vs. preceding time point; # p < 0.05 vs. baseline value.
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3.3. Influence of Sex and Age in the Plasma Markers of Oxidative Stress Evolution of the Runners

Data depicted in Figure 1, demonstrate that female runners have a significantly higher
CG content when compared to males at the end of the race and 48 h later. To the contrary,
MDA concentration 48 h post-race is higher in male compared to female runners. The
antioxidant defenses, measured as GR and GPx enzymatic activity, are not conditioned by
runner’s sex.
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Figure 1. Changes in plasma markers of oxidative status throughout the study according to runners’ gender. CG (carbonyl
groups) content (A), MDA (malondialdehyde) (B), GR (glutathione reductase) activity (C) and GPx (glutathione peroxidase)

activity (D).

Data from Figure 2 shows the effect of the runner’s age. A tendency can be observed in
the plasma oxidative status of the senior runners which appears to be globally worse com-
pared to the in the younger runner’s values. Briefly, less antioxidant defenses and higher
levels of oxidative damage to lipids and proteins. However, only the lipid peroxidation
(MDA concentration) was significantly affected by the age. Thus, the MDA concentration
was significantly higher in the senior runners when compared to the middle age and young
competitors at the finish line and 48 h post-race.



Antioxidants 2021, 10, 355 7 of 12
CGcontent [MDA]
35 20
3.0
16
= 25
3 (=
3 20 Z 12
E | 1 fee T | et =
_E' 15 4 ATkt 2 T g 08
8 10 1 = #- Young 2 - -o- Young
d —&— Medium 04 —&— Medium
os4 ey ks Senior | | e semior
0.0 0.0
Baseline Finishline 24h 48h Baseline Finish line 24h 48h
* p<0.05 vs Young & Media
GR activity GPx activity
10 140
~ 120
'g ° g 100
3 2
2 6 2 30
> g
2 a4 s 60 - - Young
g - -Young g -
© 40 —— Medium
& 2 —&— Medium g .
20 weseodeess SENIOTP
..... e SENIOT
0 0

Baseline Finish line 24h 48h

Baseline Finish line 24h 48h

Figure 2. Changes in plasma markers of oxidative status throughout the study according to runners’ gender. CG (carbonyl
groups) content (A), MDA (malondialdehyde) (B), GR (glutathione reductase) activity (C) and GPx (glutathione peroxidase)
activity (D).

3.4. Correlation between the Plasma Markers of Oxidative Stress and the Skeletal Muscle Force
Production, Muscle Damage and Systemic Inflammatory Response

Regarding the post-race skeletal muscle strength, Table 3 shows that there was signifi-
cant negative correlation between basal MDA concentration and the fold increase in HG
values in the finish line. We also observed a significant positive correlation between basal
GR activity and the fold increase in SJ values at the finish line.

Table 3. Significant correlations between baseline plasma markers of oxidative stress and Delta
values of muscle strength (S] and HG) and muscle damage (CK and LDH).

R Value p Value
GR (UI/mL)/A S] Finish line 0.405 0.027
GR (UI/mL)/A CK Finish line —0.411 0.019
GR (UI/mL)/A ck 24/GR (UI/mL) —0.352 0.048
GR (UI/mL)/A LDH Finish line —0.402 0.023
GR (UI/mL)/A LDH 24 —0.418 0.017
GR (UI/mL)/A LDH —0.406 0.021
GPx (umol/L x min)/A CK 48 —0.360 0.043
CG (nmol/mL)/A LDH 24 0.358 0.048
CG (nmol/mL)/A LDH 48 0.363 0.045
MDA (uM)/A HG Finish line —-0.379 0.032

In addition, basal GR activity negatively correlated with the delta values of LDH at the
finish line, 24 h and 48 h post-race. Moreover, basal GR activity negatively correlated with
the fold increase of CK at the finish line. It was also demonstrated a significant positive
correlation between basal CG content (oxidative damage to proteins) and the rise in LDH
observed 24 h and 48 h post-race (Table 3). The inflammatory response observed after
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the race did not correlate significantly with any of the plasma markers of oxidative stress
parameters measured.

3.5. Multiple Regression Analysis

Results of the multiple regression analysis are listed in Table 4. When performing
the multiple linear regression analysis using Age and GR as the predictive variables, a
significant regression equation was obtained for the SJ delta Value dependent variable.
This analysis would indicate that younger age as main predictor and higher basal GR
concentration, a lower SJ delta value after finishing the ultramarathon was obtained. This
regression model predicts the 28.3% of the variance. Another multiple linear regression
model was obtained in which the dependent variable was the A CK finish line value and
the main predictive variables were Age and GR. In this scenario, the regression analysis
model predicts a 18.3% of the variance.

Table 4. Linear regression models.

Standardized

2 .
Model R* Adjusted Coefficients Beta Standard Error F (p)
Dependent Variable: A SJ finish line
Covariables: Age, GR. 0.283 0.217 0.16389 0.6521 (0.005)
Dependent Variable: A CK finish line 0.183 _0413 015558 3.431 (0.002)

Covariables: Age, GR.

Abbreviations: A SJ (Fold increase Squat Jump); A CK (Fold increase Creatine Kinase); GR (Glutathione reductase).

As we have previously mentioned, according to the criterion proposed by Cohen [38],
our regression models might be considered for their predictive value, explaining within a
multicausal model context the influence of oxidative stress on muscle damage and fatigue
after a severe effort such as running an ultramarathon.

4. Discussion

The present investigation aimed to ascertain the relationship between several athlete’s
plasma markers of oxidative stress and the degree of muscle strength and damage after
ultraendurance exercise. Results of this study were also extended to investigate the possible
runner’s sex and age influence. It is important to remark that this short of studies present
limitations regarding the sample size due to the difficulty to finish the competition by the
runners. The demographic/anthropometric characteristics of the present study (age, body
composition and resistance training) as well as muscle damage, acute inflammation and
muscle strength variables have been previously analyzed and discussed by our group [3]
(See Supplementary Table S1).

Briefly, male participants showed significant higher pre-race values for weight, BMR,
BMI and percentage of muscular mass when compared to women runners [31,32]. The
muscular membrane disruption variables, LDH and CK release, peaked after the race and
returned to normal values after 24 h. In the Supplementary material section, we also have
included results about acute inflammatory processes (CRP), muscle damage (CK and LDH)
and muscle strength (S] and HG), previously published by our research group [4]. No
changes were observed in the performance of SJ and HG before the race when compared
with the finish line. Both acute inflammation and muscle damage were observed in the
finish line, as well as 24 h and 48 h post race.

Regarding the plasma markers of oxidative stress, a time-course analysis of GPx and
GR activity, and the oxidative damage to lipids and proteins (MDA and CG, respectively)
was performed at the finish line, 24 h and 48 h post-race. It has been showed that ultra
endurance exercise is associated with a notably enhanced rate of oxygen utilization and
the generation and accumulation of ROS [6]. Moreover, the glutathione system increases
its activity to restore the cell redox balance when the formation of ROS is enhanced. Our
data showed an increase of the oxidative damage to macromolecules (lipids and proteins)
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indicating an increase of ROS cellular levels. Thus, lipid peroxidation damage appears
to be increased in the finish line and 48 h post-race as confirmed by the MDA levels,
proving the presence of oxidative damage to lipids two days after the extreme exercise. A
partially recovering effect was observed 24 h after the race as can be seen in Table 2. At this
respect, previous studies have shown controversial results regarding the blood MDA levels
after ultraendurance exercise. Several studies showed an increase on the cellular MDA
levels [14,16,39] compared to data supporting no lipid peroxidation effect after extreme
endurance exercise [12,13]. In addition, Skenderi et al., [9] demonstrated an MDA levels
decrease 48 h post-race when compared to control and post-race values. However, in this
study, the sport type (running, swimming), the distance, the accumulated altitude or the
anthropometric characteristics of the sample might be influencing these results. It is also
noteworthy to mention that these differences can be attributed to methodological aspects.
Authors used the TBARS (thiobarbituric acid-reacting substances) technique which, appear
to be a less robust measure of lipid peroxidation [6].

The analysis of the CG content remained significantly elevated for all the time points of
the study (finish line, 24 h post-race and 48 h post-race). Interestingly, Spanidis et al., [12] did
not find significative differences for this parameter after an ultramarathon mountain race. This
discrepancy is explained due to a sample size effect. In contrast, Turner et al., [16] demon-
strated an increase in plasma CG content after an ultramarathon race, thus confirming
oxidative damage to proteins after ultraendurance exercise.

Regarding the glutathione system enzymes, no significant differences were observed
for the GPx activity. Conversely, the GR activity showed a significant increase in the finish
line that was even greater 24 h post race, interestingly concurring with the partial MDA
concentration recovery. Although both enzymes are mainly located in the intracellular
compartment, their plasmatic activity have been broadly used as a measurement of the
antioxidant status [40—43]. In the case of ultraendurance exercise, previous studies show
contradictory results to what concern to the antioxidant enzymes [7,12,14,39], but our
results support the hypothesis of a compensatory mechanism based on a temporary increase
of the antioxidant defense to compensate an oxidative insult [44,45]. Although the activity
of these two enzymes has been used to evaluate the presence of oxidative stress, GR
is considered the limiting factor of these antioxidative system [46]. It is plausible that
the increase of GR activity is not accompanied by an enhanced GPx activity because of
other antioxidant enzymes such as catalase or paraoxonase also able to degrade hydrogen
peroxide that could be affected by the intense exercise [10,47].

Moreover, it is remarkable that we report a significant negative correlation between
the basal GR activity of the runners and the degree of muscle membrane disruption after
the race. Thus, the basal activity of this enzyme correlated with [LDH] in the finish line,
after 24 h and 48 h and with the [CK] in the finish line and after 24 h. In addition, the resting
levels of oxidative damage to proteins (CG content) also showed a significant positive
correlation with the magnitude of post-race muscle injury ([LDH] after 24 h and 48 h). It is
important to notice that we assume that serum CK and LDH assess for muscle membrane
disruption and do not necessarily correlate with muscle structural damage. Furthermore,
we have also reported a significant positive correlation between basal GR activity and the
improvement in the SJ performance as well as, a significant negative correlation between
the basal levels of lipid peroxidation (MDA concentration) and the enhancement in the
HG execution. Although there is a limitation on the correlation’s coefficient power to
assume an evident causality between oxidative stress and muscle fatigue, these novel
findings, suggest that a stronger basal plasma oxidative status might improve muscle
strength during ultraendurance sports practice. However, further studies are necessary to
increase the number of research volunteers and validate the present results.

Finally, we have reported sex differences in oxidative damage to macromolecules.
Surprisingly, female athletes showed higher CG content and less MDA levels than male
athletes, although female athletes have less muscular mass and higher body fat mass per-
centage. There is almost no literature considering sex differences in type of events, probably
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due to the difficulty in getting sufficient sample sizes. Although several studies include
female runners in their research, they do not describe sex differences in the parameters
measured [48,49]. Recently Devrim-Lanpir et al., reported significant interaction between
time at exhaustion and dietary antioxidant intake in males, but not in females, who under-
went an acute exhaustive exercise test (a cycle ergometer) followed by a treadmill test in a
laboratory [50]. Moreover, the results of the multivariate analysis show us the predictive
value of basal GR concentration and sex in relation to muscle fatigue and cell damage,
after ultramarathon.

5. Conclusions

Interestingly, the study yielded new results regarding the age of the runners. Senior
runners (45-53) showed significant higher levels of lipid peroxidation (MDA concentration)
than medium (38-44) and young runners (31-37) throughout the study. A plausible
explanation would be the higher body fat percentage observed in senior runners, together
with the loss of muscular mass compared to younger runners (Table 1). These results are
in agreement with Hattori and cols. who reported that ultramarathon runners aging less
than 45 years old had lower ROS levels at all race points [51]. Again, larger series would be
necessary to study the predictive value of this assay to consider if a personalized antioxidant
supplementation might promote the physiological recovery after great physical efforts.
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