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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue realizar un estudio experimental,
triple ciego, sobre los posibles efectos de un complemento nutricional (Simbiotico,
Gasteel Plus®; Heel Espafia S.A.U.) en deportistas profesionales y personas
sedentarias, para analizar su efecto sobre mediadores inflamatorios y de estrés,
asi como el analisis de pardmetros que repercutan en la salud y estado fisico y
psiquico. Los participantes eran futbolistas profesionales de segunda divisién B
de la liga espafiola y estudiantes de igual sexo y mismo rango de edad. Estos dos
grupos de trabajo fueron divididos aleatoriamente, a su vez, en dos subgrupos
experimentales: uno control, que consumi6 placebo, y otro experimental, el cual
consumio el simbiotico. Para conocer el posible efecto del simbidtico, se valord en
cada participante, tanto en situacion basal como tras la intervencion, su perfil
neuroinmunoendocrino a través de la determinacion en sangre de la respuesta
inflamatoria a través de las citoquinas IL-lbeta, TNF-alfa, IL-6, IL-10, IL-8
(Bioplex-Luminex) y de factores de estrés y ansiedad, tales como catecolaminas
(adrenalina, noradrenalina, dopamina), hormonas del eje hipotdlamo-hipdfisis-
adrenal (hormona liberadora de corticotropina o CRH y cortisol) y serotonina
(por ELISA); asi como el perfil lipidico y glucémico (por técnicas estandar).
También se midieron los niveles de inmunoglobulina A (slgA) en saliva. Ademas
se analizaron diferentes pardmetros objetivos de salud, para lo que se realizaron
diversas pruebas funcionales como: antropometria, acelerometria (niveles de
actividad fisica y suefio) y variabilidad de la frecuencia cardiaca en reposo, que
complementasen a otras mas subjetivas, cuestionarios validados para la
determinacion de los niveles de estrés, ansiedad, calidad de vida y suefio, fatiga y
dolor percibidos. Los resultados obtenidos indican que, tras la intervencién con
Gasteel Plus®, se produjeron mejoras significativas en relacién a los niveles de
actividad fisica y calidad del suefio registrados mediante acelerometria en
poblacién deportista, asi como aumentos significativos en los niveles de salud y
disminucion en los niveles de estrés, ansiedad, fatiga y depresion percibidos.
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Ademas, el simbiotico produjo un claro efecto biorregulador, dependiente
del estado basal de partida de cada grupo experimental, a través de las
variaciones de algunos mediadores inflamatorios/inmunitarios (IL-1 y en menor
medida de la IL-10), siendo este efecto regulador mediado por el eje hipotalamo-
hipdfisis-adrenal (fundamentalmente por la CRH hipotaldmica), particularmente
en deportistas y relacionado, notoriamente, con la respuesta inflamatoria a través
de la IL-1P. Las variaciones inducidas por Gasteel Plus® en otros parametros
neuroendrocrinos (dopamina y en menor medida serotonina), también
particularmente en deportistas, parecen relacionarse con los efectos sobre la
ansiedad, el estrés, la depresion y la fatiga percibida, asi como sobre la mejora de
la calidad del suefio valorada de forma objetiva por acelerometria. Ademas, los
resultados muestran como el simbidtico no produjo efectos negativos en ambos
grupos de estudio en ninguno de los parametros inmunofisiologicos, metabolicos
o antropométricos evaluados, los cuales de forma basal ya presentaban rangos y
niveles saludables en nuestros voluntarios, entre ellos: la composicién corporal, el
perfil metabolico y la variabilidad de la frecuencia cardiaca en reposo. Tampoco
se observaron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de
inmunoglobulina A entre grupos ni como consecuencia de la intervencién. De
todo ello podemos concluir que el efecto del simbidtico Gasteel Plus® fue
particularmente relevante en la poblacion deportista, ejerciendo parcialmente un
efecto biorregulador anti-inflamatorio mediado por IL-1 3, y de mejora de los
niveles de estrés y ansiedad muy probablemente mediados a través de

variaciones en factores neuroendocrinos, como la dopamina y la CRH.
Palabras clave:

Simbidtico. Prebiotico. Probidtico. Inflamaciéon. Estrés. Ansiedad. Deporte.
Ejercicio. Sedentarismo. Salud.
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ABSTRACT

The main objective of this research was to carry out an experimental
study, triple blind, on the possible effects of a nutritional supplement (Synbiotic,
Gasteel Plus®, Heel Espafia S.A.U.) in professional athletes and sedentary people
to analyze its effect on some inflammatory and stress mediators, as well as the
analysis of different parameters that could affect health, physical and mental
state. The participants were professional soccer players of the second division B of
the Spanish league and students of the same sex and the same age range. These
two work groups were randomly divided into two, one control, which was
administered with placebo and the other experimental, which was administered
with the synbiotic. In order to know the possible effect of the synbiotic, each
participant was evaluated at baseline as well as after the intervention, for its
neuroimmunoendocrine profile through the determination in blood of the
inflammatory cytokines IL-1beta, TNF-alpha, IL6, IL10, IL8 (Bioplex-Luminex)
and stress factors catecholamines (adrenaline, noradrenaline, dopamine); and
hormones of the hypothalamus-pituitary-adrenal axis: cortisol and corticotropin
hormone or CRH, and serotonin (by ELISA); as well as the lipid and glycemic
profile (by standard techniques). Immunoglobulin A (slgA) levels were also
analyzed through saliva. Moreover, some objective health parameters were
measured, for which some functional tests were performed such as:
anthropometry, accelerometry (levels of physical activity and sleep), variability of
the heart rate at rest, that complement other more subjective ones, like some
validated questionnaires for the determination of the stress level, anxiety, sleep
and life quality, fatigue and perceived pain. The obtained results show that after
treatment with Gasteel Plus®, there were significant improvements in relation to
the levels of physical activity and sleep quality registered by accelerometry in the
athlete population, as well as significant increases in health levels and decrease in

perceived levels of stress and anxiety, fatigue and depression.
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Furthermore, the synbiotic induced a clear bioregulatory effect, dependent
of the basal situation of each experimental group, through the variations of some
inflammatory /immune mediators (IL-1(3 and, to a lesser extent, IL-10), being this
regulatory effect mediated by the hypothalamic-pituitary-adrenal axis (mainly by
hypothalamic CRH), especially in athletes and, notably, related to the
inflammatory response through IL-1B. Variations induced by Gasteel Plus® in
other neuroendocrine parameters (dopamine and to a lesser extent serotonin),
also particularly in athletes, seem to be related to the effects on perceived anxiety,
stress, depression, and fatigue, as well as on the improvement of sleep quality,
objectively assessed by accelerometry. Moreover, the results show how the
synbiotic did not produce negative effects in both study groups as well as in any
of the inmunophysiological, metabolic or anthropometric parameters evaluated,
which at baseline already had normal and healthy levels in our volunteers,
among them: body composition, metabolic profile and heart rate variability at
rest. There were also no significant differences in levels of immunoglobulin A
between groups or as a consequence of the intervention. From all this we can
conclude that the effect of the synbiotic Gasteel Plus® was particularly relevant in
the athlete population, partially exerting an anti-inflammatory bioregulatory
effect mediated by IL-1f3, and improving stress and anxiety levels, most likely
mediated through variations in neuroendocrine factors, such as dopamine and
CRH.

Key Words:

Synbiotic. Prebiotic. Probiotic. Inflammation. Stress. Anxiety. Sport. Exercise.
Sedentary. Health.
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SIGLAS Y ABREVIATURAS

ACTH: Hormona adrenocorticotropina.

AE: Ansiedad estado.

AGCC: Acidos grasos de cadena corta.

AR: Ansiedad rasgo.

ATP: Adenosintrifosato.

AVP: Arginina vasopresina.

CA: Catecolaminas.

CAMD: Colegio Americano de Medicina Deportiva
CRH: Hormona liberadora de corticotropina.

DA: Dopamina.

EDTA: 4cido etilendiaminotetraacético.

EFSA: Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria.
EMS: Error estandar de la muestra.

EP: Epinefrina.

FAO: Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion.
FC: Frecuencia cardiaca.

FDA: Administraciéon de Alimentos y Medicamentos.
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FOS: Fructooligosacaridos.

GABA: Acido gamma-aminobutirico.

G-CSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos.

GOS: Galactooligosacaridos.

GRAS: Generally Recognised As Safe, Generalmente reconocido como seguro.
HDL: Lipoproteina de alta intensidad.

Hfn: potencia de alta frecuencia en base a su logaritmo natural, dentro del analisis
del dominio de frecuencias de la variabilidad de la frecuencia cardiaca.

HHA: Hipotalamo-Hipdfisis-Adrenal.
HLPCQ: Cuestionario de Calidad de Vida y Control personal.
HRP: Peroxidasa de rdbano picante.
Hz: Hercios.

KD: Kilodalton.

Kg: kilogramos.

IDO: Indoleamina-2,3-dioxigenasa.
IFN: Interferdn.

IMC: Indice de masa corporal.

INF-vy: Interferén gamma.

IL: Interleuquina.

IL-13: Interleuquina 1beta.
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LDL: Lipoproteina de baja intensidad.

lgA: Inmunoglobulina A.

METs: Unidad de Equivalencia Metabdlica.
MI: Mililitros.

MVPA: Moderada a vigorosa actividad fisica.

NADPH: Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato.

NE: Norepinefrina.

NK: Natural Killer.

O2 Oxigeno.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.
Pd: Puntaje directo.

Pg: Picogramos.

PMN: Neutrdfilos poliformonucleares.
PSS: Escala de estrés percibido.

QPS: Presuncion de Seguridad Calificada.

RAE: Real Academia Espariola.

RMSDD: Raiz cuadrada de la media de la suma de las diferencias al cuadrado de

intervalos RR consecutivos.

RR: Periodo medio de intervalos entre latidos consecutivos.
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SlgA: Inmunoglobulina A en saliva.

SMA: Simpaticoadrenomedular.

SNA: Sistema Nervioso Auténomo.

SNC: Sistema Nervioso Central.

SNS: Sistema Nervioso Simpatico.

SS: Indice de estrés.

S/PS: Ratio simpatico/parasimpatico.

TGF-p: Factor de crecimiento transformante beta.
TNF-a: Tumor de Necrosis Tumoral Alfa.

TOS: Transgalactooligosacaridos.

URS: Upper Respiratory Symptoms, sintomas del tracto respiratorio superior.
VFC: Variabilidad de la frecuencia cardiaca.
VOzmax: Consumo maximo de oxigeno.

XOS: Xilooligosacaridos.

5-HT: 5-hidroxitriptamina o serotonina.

uL: Microlitros.

C: Grados centigrados.
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I - INTRODUCCION

1.1 ACTIVIDAD FISICA, EJERCICIO Y SEDENTARISMO: INFLUENCIAS
INMUNONEUROENDOCRINAS Y CARDIOVASCULARES.

En antropologia, el concepto de “sedentarismo” (del latin “sedere”, o la
accion de tomar asiento) se ha usado para describir el cambio desde una sociedad
nomada a otra situada alrededor de un lugar o region determinada. Con el paso
del tiempo, la creacion de las nuevas formas de transporte, trabajo y el continuo
desarrollo de la sociedad industrial han afirmado las caracteristicas de la sociedad
sedentaria, disminuyendo, cada vez mas, las oportunidades de gasto energético

en la vida cotidiana de los individuos (Romero, 2009; de Frutos, 2016).

Actualmente, la Real Academia Espanola (RAE, 2019), define el
sedentarismo como “actitud de la persona que lleva una vida sedentaria,
refiriéndose como sedentaria/o a un oficio o un modo de vida de poca agitacion o
movimiento”. Segtn la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS, 2019), la falta de
actividad fisica es el cuarto factor de riesgo en referencia a mortalidad mundial
(siendo esto aproximadamente el 6% de las muertes registradas en la totalidad
mundial). Ademas, se estima que dicha inactividad fisica es la causa principal de
multitud de enfermedades, entre las mas comunes: cancer de mama y de colon,

diabetes y cardiopatia isquémica, entre otras.

Una persona es considerada sedentaria, en referencia al concepto de gasto
energético, cuando en sus actividades diarias no aumenta mds del 10% de su
metabolismo basal, es decir, de la energia que se gasta en reposo. Este gasto
energético se mide en unidades de METs (Unidad de Equivalencia Metabolica),
durante la practica de diferentes actividades fisicas (Claros, Alvarez, Cuellar &
Mora, 2011).
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Una definicion de conducta sedentaria podria ser: “cualquier momento del
dia en el que se emplee tiempo en una posicion de sentado o recostado, en la que
la energia consumida sea menor a 1,5 equivalentes metabdlicos” (Wullems,

Verschueren, Degens, Morse & Onambélé, 2016).

El sedentarismo e inactividad fisica prolongada lleva a una disminucién
importante y progresiva de la masa muscular, la fuerza, la flexibilidad y del
equilibrio. Ademas, se ha demostrado que la practica de actividad fisica de forma
regular, con un minimo de tres veces por semana, suscita diferencias bastantes
significativas en los indices de grasa corporal, disminuyendo asi los riesgos de
padecer algunas enfermedades (Delgado-Rodriguez, Martinez-Gonzdlez &
Aguinaga, 2001).

La OMS considera actividad fisica a “cualquier movimiento corporal
producido por los musculos esqueléticos que exija un gasto de energia”. Algunos
beneficios, al mantener un nivel apropiado de actividad fisica de manera regular

en adultos son:

> Reducir las posibilidades de padecer hipertension, cardiopatia, accidente
cerebrovascular, diabetes, cAncer de mama y de colon, depresion y caidas.

> Mejorar la salud musculoesquelética y funcional, siendo un factor esencial
del gasto energético, claves para mantener el equilibrio caldrico y el
control del peso.

La "actividad fisica" no debe confundirse con el concepto de "ejercicio". Este
es “un tipo de actividad fisica planificada, estructurada, repetitiva y realizada con
un objetivo: la mejora de uno o mas componentes de la aptitud fisica”. Ademas, la
actividad fisica comprende el ejercicio, pero también otras actividades que
implican movimiento corporal, como puede ser el juego (OMS, 2019)

El Colegio Americano de Medicina Deportiva (ACSM, 2017), divide a la
poblacion en cuatro grupos de edad y hace unas recomendaciones respecto al
tiempo e intensidad que dicho colectivo deberia practicar actividad fisica, siendo

su principal objetivo el de obtener multitud de beneficios para la salud.
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En la tabla 1 observamos diferencias de recomendaciones de actividad fisica
entre diferentes grupos de edad, asi como diferencias en los beneficios obtenidos

en funcion de la intensidad a la que se realice dicha actividad fisica.

Tabla 1. Recomendaciones de actividad fisica segtin Colegio Americano

Medicina Deportiva (2017)

Menores de 5 afios Jovenes(5-17) Adultos Mayores
(18-64) (>65)
Tiempo 60 min/dia 150 min/semana
Recomendado No anda Ya anda 3 Intensidad moderada o
veces/semana 75 min/semana
Intensidad Intensidad vigorosa
vigorosa
Mayor Aumentar gradualmente  >60 min/dia 300 min/semana
Beneficio la intensidad a medida 3 Intensidad moderada o
que van creciendo veces/semana 150 min/semana
Intensidad Intensidad vigorosa
vigorosa

Existe un creciente interés en entender los diversos mecanismos
involucrados en dicho efecto de proteccion derivado de la préctica de ejercicio
fisico, algunos como la movilizaciéon de células progenitoras del endotelio y
apoyo a la integridad vascular, la inhibicién de factores pro-inflamatorios, el
aumento de la sensibilidad a la insulina, la supra regulacion de enzimas anti-

oxidantes, factores neurovegetativos, entre otros (Kasapis & Thompson, 2005).

La practica de actividad fisica y ejercicio, asi como una adecuada
alimentacion, son factores claves para la salud de las personas, asi como para el

correcto funcionamiento fisiologico de los diversos sistemas del cuerpo humano.
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El sistema inmunitario se ha dividido tradicionalmente en dos ramas
diferenciadas: la respuesta inespecifica o innata y la respuesta especifica,
adquirida o adaptativa. La respuesta inmunitaria innata o inespecifica es aquella
que, junto a determinadas barreras fisioldgicas y anatdémicas (piel, mucosas,...)
ejerce la primera barrera defensiva del organismo, no necesitando previamente,
sensibilidad a un antigeno especifico, y siendo llevado a cabo por células
polimorfonucleares (PMN) neutréfilos, monocitos y macréfagos, células
dendriticas, células Natural Killer (NK), asi como diferentes mediadores solubles
(Walsh, Gleeson, Shephard, Gleeson, Woods, Bishop & Hoffman-Goete, 2011). La
inmunidad innata ademas de servir para regular e iniciar la posterior respuesta
inmunitaria especifica, también tiene un rol importante de proteccion del cuerpo

frente a infecciones (Serrano, 2011).

El sistema inmunitario es un sistema fisiolégico cuyo principal objetivo es
mantener la homeostasis que distingue entre las moléculas “propias” y “no
propias” para poder reconocer y defender al organismo contra una serie de
agentes infecciosos. Sin embargo, el sistema inmune no sélo defiende al
organismo contra antigenos, sino también ejerce un sistema de comunicacion
continuo con otros sistemas, el sistema nervioso y el endocrino. Todo ello a través
de una comunicaciéon bidireccional mediado por citoquinas, hormonas y
neurotransmisores (Besedovsky, & del Rey, 2007). A este eje de comunicacion se

le conoce como sistema neuroinmunoendocrino.

Las citoquinas (del griego “kyto” célula e “ina” sustancia) son unas
moléculas con un peso molecular muy bajo (10 a 40 kilodalton, kD), con la
capacidad de modular la funciéon de diferentes células y tejidos, siendo
producidas fundamentalmente por otros tipos celulares del sistema inmunitario
(macrdfagos, linfocitos T, Natural Killer o NK), pero también por células no
inmunes (fibroblastos, células endoteliales, células musculares, adipocitos,...).
Ademas, estas citoquinas pueden agruparse en interleuquinas (IL), quimioquinas,
interferones (IFN), factores estimuladores de colonias, factores de crecimiento y

factores de necrosis tumoral, respectivamente (Otero, 2011).
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Las citoquinas se producen como respuesta a diversos microorganismos y
antigenos, y, ademas de ser muy importantes en la respuesta inflamatoria e
inmunitaria, van a tener un papel destacado en multitud de procesos biologicos
como en la hematopoyesis, la embriogénesis y la angiogénesis, asi como en

diferentes procesos celulares (Otero, 2011).

Segun Abbas, Lichtman & Pillai (2004), las citoquinas, en funcion de sus

efectos inmunofisiologicos, pueden clasificarse en:

> Citoquinas pro-inflamatorias: las interleuquinas 1-beta (IL-1(3), IL-8, IL-12,
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) o el interferén gamma (INF-y),
promoviendo la respuesta inflamatoria.

» Citoquinas anti-inflamatorias: IL-4, IL-10 e IL-13, que, por el contrario,
inhiben la respuesta inflamatoria.

» Otras: factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) o la IL-6 que

pudiendo actuar como mediadores pro- o anti-inflamatorios.

Las citoquinas inflamatorias, entre ellas la IL-6, IL-1 y TNF-a, son liberadas
durante una respuesta inmune e inflamatoria, las cuales sirven para activar los
componentes esenciales del sistema de estrés, modificando asi la actividad de
neurotransmisores, provocando fiebre, somnolencia, fatiga y pérdida de apetito,
entre otros (Elenkov, 2008).

Ademds, el TNF-a, es el mediador esencial de la respuesta
inmunitaria/inflamatoria aguda frente a posibles bacterias Gram negativas y a
otros numerosos patogenos infecciosos. La IL-1 actia en conjunto, mediando la
respuesta inflamatoria frente a infecciones en funciéon de la cantidad secretada
(Abbas et al., 2004).

La IL-12 es una citoquina muy destacada de la respuesta innata en los
primeros estadios, promoviendo la inmunidad celular, asi como la respuesta

adaptativa.
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Dicha interleuquina estimula la produccion de INF-y que a su vez aparece
en respuesta a infecciones virales en periodos tempranos por las células NK y los
linfocitos T, siendo clave en el proceso entre la inmunidad innata y adquirida,
origindandose en las respuestas innatas iniciales a los microorganismos y
produciendo, posteriormente, la respuesta adaptativa para proteger al individuo
de la infeccion (Abbas et al., 2004).

La IL-10 participa en el balance homeostatico de las respuestas de la
inmunidad celular e innata, siendo una buena ejemplificacion de regulacion por
retroalimentacion negativa (Abbas et al., 2004). Ademads, es considerada la
citoquina inmunosupresora por antonomasia, inhibiendo la sintesis de otras

citoquinas como el TNF-q, IL-2 o IL-12.

Acorde a Otero (2011), en el conjunto de las citoquinas que participan en la
respuesta inmunitaria innata se incluyen aquellas generadas, mayoritariamente,
por los macréfagos y los monocitos activados de manera inmediata después del
contacto con un agente patdgeno, siendo por ello claves en el desarrollo de la
respuesta inflamatoria. Es por ello que, entre las citoquinas mas destacadas en
este papel se encuentran la IL-1, el TNF-alfa, la IL-6 y el IFN-y, que también
participan en la respuesta inflamatoria, asi como la IL-10 que tiene una clara

acciéon inmunosupresora.

Segun Besedosvky & Sorkin (1977) es una suposicion bastante racional que
el principal vinculo entre el sistema inmunitario y el sistema neuroendocrino es
efectuado por uno o algunos de los multiples eventos conocidos que conllevan a
la inmunizacidon. Las vias aferentes y eferentes desde y hasta el hipotdlamo
podrian visualizarse a través del funcionamiento de diversos antigenos,
anticuerpos, sefiales eléctricas desde nervios periféricos, hormonas y mediadores
quimicos. En este contexto, desde hace muchos afios existe un gran numero de
publicaciones relativas a la activacién, a través de citoquinas, del eje
hipotaldmico-hipodfisis-adrenal (HHA) y la gran importancia de su activacion

durante situaciones de estrés.
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La secrecion basal de glucocorticoides es necesaria para el normal
funcionamiento de la mayoria de los tejidos, e incluso, con pequefias desviaciones
de los niveles normales circulantes de dichos esteroides, provocan cambios en
una amplia variedad de pardmetros fisiologicos y bioquimicos (Turnbull & Rivier,
1999).

Existen vias reguladoras que controlan el sistema inmune en las que se
incluyen algunos mediadores como las catecolaminas (CA), desde el cerebro,
hasta varias hormonas producidas por el sistema endocrino. El sistema nervioso
simpatico (SNS) inerva los érganos inmunitarios y, cuando es activado, libera sus
moléculas de sehalizacion en las proximidades de las células inmunes. En
consecuencia, el equilibrio de citoquinas puede ser modulado por
neurotransmisores simpaticos, tanto en el sistema nervioso central (SNC) como en
el sistema periférico. Las células inmunitarias expresan varios receptores de
neurotransmisores que son sensibles a las monoaminas y a la produccién de
citoquinas y otros mediadores inmunitarios/inflamatorios que se modulan
mediante la activacion de estos receptores (Elenkov, 2008). Una vez que los
neurotransmisores han alcanzado las células objetivo, ocupan sus receptores
apropiados y la transduccion de senal iniciada modula la produccion de
citoquinas (Szelényi & Vizi, 2007). La figura 1 refleja este esquema de

comunicacion entre el sistema nervioso y el sistema inmunitario.
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Figura 1. Interacciones neuroinmunes. Esquema de la comunicacion entre el
sistema nervioso y el sistema inmunitario (Ilustracion de Naba Mora Colegio de
Meédicos de Georgia, adaptado de Sternberg, 1977)

A su vez, las citoquinas periféricas estimulan una variedad de funciones del
SNC, incluidas algunas como las respuestas neuroendocrinas, patrones de
comportamiento, suefio y fiebre. Ellas lo hacen a través de varias rutas,
estimulando segundos mensajeros, via el nervio vago. Las citoquinas periféricas
estimulan el hipotalamo para liberar la hormona liberadora de corticotropina o
CRH, asi como la glandula pituitaria para liberar la hormona
adrenocorticotropina (ACTH). Una vez que se libera la CRH hipotalamica,
estimula la liberacion de ACTH de la pituitaria anterior. La ACTH hipofisaria
estimula la liberacién de glucocorticoides, destacando la hormona cortisol
(conocida como la hormona del estrés), y catecolaminas (mayoritariamente
epinefrina y norepinefrina) desde las glandulas suprarrenales, que suprimen la
inflamaciéon, completando este ciclo de retroalimentaciéon entre el sistema

inmunitario y sistema nervioso central (Sternberg, 1977; Ortega, 2016).
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En individuos sanos, con una Optima regulacion de la capacidad
homeostatica, dichas hormonas de estrés inhiben la produccion de citoquinas pro-
inflamatorias como la interleuquina IL-12, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
a), y el interferon gamma (IFN-y), mientras estimulan la produccion de ciertas
citoquinas anti-inflamatorias como las interleuquinas IL-10 e IL-4, asi como el
factor de crecimiento transformante beta (TGF-3) (Elenkov & Chrousos, 2002). Es
por ello que, el sistema de retroalimentacion negativo, el cual intenta proteger al
organismo entre las citoquinas y el eje HHA, pudiera verse alterado en
determinadas patologias autoinmunes e inflamatorias, existiendo, ademas, otros
factores que pudieran alterar dicha respuesta innata/inflamatoria como pueden
ser el ejercicio (dependiendo de su intensidad), la edad, un estrés cronico agudo,

el embarazo y el periodo de postparto (Elenkov & Chrousos, 2002; Ortega, 2016).

El término de catecolaminas (CA), se refiere a todos aquellos compuestos
que contienen el grupo catecol (ortodihidroxibenzeno) y una cadena con un
grupo amino. Las catecolaminas de mayor importancia, fisiologicamente
hablando son la dopamina (DA), la norepinefrina (NE) y la epinefrina (EP). La
epinefrina, también conocida como adrenalina, se sintetiza y almacena en la
médula adrenal y se libera posteriormente hacia la circulacion sistémica. La
norepinefrina, o noradrenalina, ademds de sintetizarse y almacenarse en la

médula adrenal, lo hace también en los nervios simpaticos periféricos.

Los diversos factores estresantes causan una mayor actividad del sistema
nervioso simpatico (SNS) y de la médula suprarrenal, estimulando asi una mayor
descarga al torrente sanguineo de las hormonas epinefrina y norepinefrina,
provocando cambios en la actividad enzimatica que sintetizan las catecolaminas,
asi como en las concentraciones de dichas hormonas en el cerebro (Axelrod &
Reisine, 1984). En este contexto, las catecolaminas poseen también una gran
capacidad moduladora de la respuesta innata/inflamatoria con gran relacion a los

efectos del ejercicio y sus aspectos bioreguladores (Ortega, 2016).
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La dopamina, categorizada como un neurotransmisor en el sistema nervioso
central, se localiza en la médula adrenal y en los nervios simpaticos periféricos,
(Brandan, Llanos, Ruiz & Rodriguez, 2010). Ademas, tiene muchas funciones en el
cerebro, como pueden ser la cognicion, la motivacion, el suefio, el humor y el

aprendizaje (Barrio de Ugarte, 2017).

Entre otros transmisores de gran importancia a nivel fisioldgico, se
encuentra la serotonina, o la 5-hidroxitriptamina (5-HT), sintetizada a partir del
aminodcido triptéfano. Es un neuromodulador muy importante del sistema
nervioso. Entre los procesos conductuales modulados por la serotonina se
incluyen algunos como la percepcion, la recompensa, el apetito, la sexualidad y el
estado de animo. Su metabolismo se asocia a diversos trastornos psiquiatricos y

su concentracion se reduce debido al estrés (Berger, Gray & Roth, 2009).

La accion combinada de algunas hormonas, como pueden ser el cortisol y la
epinefrina, en conjunto con el sistema nervioso auténomo, permite la activacion
de diferentes vias metabdlicas para proveer a las demandas de energia que
cualquier estimulo de estrés pudiese generar, asi como la activacion e
involucracién de diversos aparatos como pueden ser el cardiovascular,

respiratorio, muscular y el conjunto del sistema digestivo (Brandan et al., 2010).

Se conoce como microbiota intestinal al conjunto de microorganismos que
habitan en el intestino, compuesta aproximadamente por 100 billones de
bacterias. Esta desempena un papel importante en la proteccion contra
organismos patogenos, el desarrollo y homeostasis de células inmunitarias, la
digestion de los polisacaridos y el metabolismo de las grasas, entre otros (Da
Silva, Dos Santos & Bressan, 2013).

Ademas de las interacciones que existen entre el sistema nervioso e
inmunitario, dentro del sistema endocrino es importante resaltar que una falta de
equilibrio en la microbiota intestinal o disbiosis intestinal, estd relacionada, de
forma directa, con el origen de varios procesos agudos y crénicos en la disfuncion

del huésped. Es por ello que, la capacidad de intervenir en la modificacion de la
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microbiota intestinal emerge en la actualidad como una posible tactica para la
intervencion terapéutica en diversas enfermedades (Vasquez et al., 2019). La
figura 2 muestra un resuimen como modelo de la interaccién que puede existir

entre la microbiota intestinal y los sistemas inmunitario y neuroendocrino.
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Figura 2. Resimen de la interaccién entre la microbiota intestinal, y los
sistemas neuroendocrino e inmunitario y la interaccion entre la microbiota
intestinal y los drganos diana de la microbiota del huésped (Adaptado de
Vasquez, Pereira, Peotta, Baldo & Campos-Toimil, 2019).

He aqui el gran interés por entender los principales mecanismos
involucrados en la interaccion que existe entre el sistema nervisoso, inmunitario y
endocrino, cuyo desequilibrio pudiera ser crucial en una gran variedad de
enfermedades humanas comunes y de interés general, y en este contexto de la

practica deportiva profesional.
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1.2 PROBIOTICOS, PREBIOTICOS Y SIMBIOTICOS: INFLUENCIAS
NEUROINMUNOENDOCRINAS Y CARDIOVASCULARES

1.2.1. Probiodticos

El término de probidtico tiene su origen en una palabra griega que significa
“para la vida” y ha sido usada para definir organismos vivos no patdgenos que
generan una serie de beneficios en la salud del huésped. (Manigandan,
Mangaiyarkarasi, Hemalatha, Hemalatha & Murali, 2012; Pandey, Naik &Vakil,
2015). Dicho término fue presentado por primera vez por el cientifico Ferdinand
Vergin en 1954 en su articulo titulado "Anti-und Probiotika", en el cual,
comparaba los efectos nocivos de antibioticos y otros agentes antibacterianos en la
microbiota intestinal con los efectos beneficiosos ("Probiotika") de algunas
bacterias utiles (Markowiak & Katarzyna, 2017). Unos afios mas tarde, en 1965,
Lilly & Stillwell definieron los probidticos como “sustancias secretadas por un

microorganismo que estimulan el crecimiento de otro”(Lilly & Stillwell, 1965).

Fuller, en 1989, defini6 a los probidticos como “microorganismos no
patogenos, que cuando se ingieren, ejercen una influencia positiva en la salud o
fisiologia del huésped”. En 2002, la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion (FAO), asi como expertos de la Organizacion
Mundial de la salud (OMS), definieron los probidticos como “microorganismos
vivos que, cuando se administran en cantidades adecuadas, generan una serie de
beneficios en la salud del huésped”. Dicha definicion se mantiene en la
actualidad, siendo corroborada por consenso de la Asociacion Internacional de
Probioticos y Prebioticos en 2014. (Hill, Guarner, Reid, Gibson, Merenstein, Pot &
Salminen, 2014).

Los probidticos estan sujetos a diversas regulaciones contenidas en la Ley
general de alimentos, segun la cual deben ser seguros para la salud humana y
animal. En Estados Unidos, los microorganismos usados para el consumo deben
tener el sello Generally Regarded As Safe (GRAS), considerado como seguro y
regulados por la Administracion de Alimentos y Medicamentos, Food and Drug

Administration (FDA). En Europa, la Autoridad Europea de Seguridad
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Alimentaria, European Food Safety Authority (EFSA) introdujo el término de
presuncion de Seguridad Calificada, Qualifief Presumption of safety (QPS), el cual
incluye algunos criterios adicionales de la evaluacion de la seguridad de los
suplementos con bacterias (Anadon, Martinez-Larrafiaga & Martinez, 2006;
Gaggla, Mattarelli & Biavati, 2010; Ricci, Allende, Bolton, Chemaly, Davies,
Girones & Norrung, 2017).

Entre algunos de los microorganismos mas conocidos se incluyen
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus reuteri, bifidobacterias y ciertas cepas de
Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus-group, Bacillus coagulans, Escherichia coli
cepa Nissle 1917, entre otros (Pandey et al.,, 2015). En la tabla 2, se muestran los
microorganismos probidticos mas usados en humanos, principalmente por el
efecto que ejercen sobre el desarrollo y equilibrio adecuado entre los patdgenos y
bacterias necesarias para un correcto funcionamiento del organismo (Markowiak
& Katarzyna, 2017).

Tabla 2. Microorganismos probidticos usados en humanos (Adaptaciéon de Markowiak &

katarzyna., 2017)
Genero L. acidophilus”, L.umylovorusb, L.casei*?, L. guasseri’, L.helveticus®,
Lactobacillus L.johnsonii’, L.pentosus®, L.plantarum®, L.reuteri®, Lrhamnosus® "
Género B.adolescentis®, B.animalis®, B.bifidum®, B.brevet, B.infantis’, B.longus®
Bifidobacterium
Otras Bacterias Enterococcus faecium®, lactococcus lactis®, Streptococcus thermophilus®
Acido Lactico
Otros Bacillus clausii®, Escheria coli Nissle 1917%, Saccharomyces cerevisiae®

Microorganismos  (boulardi)

a Mayoritariamente como productos farmacéuticos; ® Mayoritariamente como aditivos de alimentos.
Los probidticos pueden tener diferentes efectos beneficiosos en el
organismo y sus principales mecanismos de accion se basan en:

1. Antagonismo a través de sustancias antimicrobianas (Vandenbergh,
1993).
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2. Competicidon con los patdgenos por adherirse al epitelio, ademas de
por los nutrientes (Guillot, 2003).

3. Inmunomodulacion del huésped (Isolauri, Siitas, Kankaanpad,
Arvilommi & Salminen, 2001).

4. Inhibicién de la produccion de toxinas bacterianas (Brandao, Castro,
Bambirra, Amaral, Fietto, Tropia & Nicoli, 1998).

La estimulacion inmunoldgica inducida por probidticos también se
manifiesta en el aumento de la producciéon de inmunoglobulinas, en especial un
aumento de la inmunoglobulina A (IgA), en la actividad mejorada de macréfagos
y linfocitos, asi como en la estimulacion en la produccion de interferén-y
(Oelschlaeger, 2010). Otro mecanismo de accion destacado es que dichas bacterias
probidticas también pueden estimular la produccion de citoquinas por las células

inmunocompetentes del tracto gastrointestinal (Gill & Cross, 2002).

La microbiota intestinal puede ser modificada a través de la dieta, y es por
ello que se necesitan mas estrategias para una mejora de los procesos metabdlicos,
algunos como la regulaciéon de los niveles de colesterol o de tension arterial, asi
como el metabolismo de la glucosa. Los probioticos podrian jugar un papel muy
importante en dichos procesos metabolicos del huésped y en su modulacion
inmune, pudiendo influir en su desarrollo y fisiologia (Ruan, Sun, He, Chen F,
Chen R & Chen H, 2015).

Resultados de diversos estudios (Clarke & Mach, 2017; Pandey et al., 2015)
han confirmado el efecto positivo de los probidticos en enfermedades del aparato
digestivo (sindrome del intestino irritable, enfermedad inflamatoria intestinal,
diarreas,...), alergias (dermatitis atdpica), asi como ciertos beneficios en algunas
otras: obesidad, diabetes tipo 2, enfermedades del sistema inmunitario y
diferentes tipos de cancer. A pesar de ello, se necesitan mas trabajos cientificos
para afirmar los posibles beneficios en la salud cardiovascular y su relaciéon con la
reduccidn de la tensién arterial a través del uso de estos complementos. Ademas,
determinados rasgos especificos de especies y cepas de bacterias probioticas tales
como su estructura y superficie celular, tamafno y propiedades metabdlicas, son

muy importantes en su mecanismo de accion, siendo asi su efecto dependiente
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del tipo especifico de cepa, dosis y componentes utilizados para un determinado
producto probidtico (Markowiak & Katarzyna, 2017).

1.2.2. Prebioticos

El concepto de prebidtico lo introdujo Gibson en el afio 1995. Los prebidticos
son ingredientes alimenticios, mayoritariamente fibras no digeribles y que afectan
beneficiosamente la salud del huésped al estimular y/o favorecer el crecimiento
de algunos géneros de microorganismos en el colon, generalmente, lactobacilos y
bifidobacterias (De Vrese & Schrezenmeir, 2008). Diferentes prebidticos serviran
para estimular el crecimiento de diferentes bacterias intestinales exdgenas. Estos
tienen un gran potencial para modificar la microbiota intestinal, pero dichos
cambios se producen, al igual que sucede con los probidticos, a nivel de cepas y
especies individuales (Chung, Walker, Louis, Parkhill, Vermeiren, Bosscher &
Flint, 2016).

Diversas fuentes naturales de carbohidratos constituyen prebidticos
potenciales como las frutas y las verduras. Entre ellos destacan los tomates, las
alcachofas, los platanos, los esparragos, las bayas, los ajos, la cebolla, la achicoria,
los vegetales de color verde, las legumbres, y también algunos cereales como la
avena, la linaza, la cebada y el trigo (Markowiak & Katarzyna. 2017). Sin
embargo, algunos prebioticos se producen de forma artificial, entre los mas
destacados:  galactooligosacaridos  (GOS),  fructooligosacdridos  (FOS),
maltooligosacéridos, ciclodextrinas y lactosacarosa. Se cree que los fructanos
como la inulina y la oligofructosa son los mas tutiles en relacion a muchas especies

de probidticos (Bandyopadhyay & Manday, 2014).

De acuerdo a Wang (2009), existen cinco criterios fundamentales para

clasificar un ingrediente alimenticio como prebidtico:

1. Ser resistentes a la digestion en la parte superior de las regiones del
tracto digestivo y, como consecuencia, pueden llegar hasta el colon

donde son fermentados por potenciales bacterias beneficiosas.
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2. Ser fermentados por microbiota intestinal (aumento de acidos grasos
de cadena corta, reduccion del pH en el colon...).

3. Tener un efecto beneficioso sobre la salud del huésped.
Estimular de forma selectiva el crecimiento de probioticos.

5. Ofrecer estabilidad en diversas condiciones del proceso alimenticio.

Segun Schley & Field (2002), algunos posibles efectos beneficiosos se dan

en parametros inmunoldgicos, entre ellos:

1. Regular la acciéon de enzimas hepaticas lipogénicas debido al
incremento en la produccion de acidos grasos de cadena corta (AGCC).

2. Producir AGCC (&cido buritrico) aumenta la disponibilidad de
numerosos genes para factores de transcripcion.

3. Modular la produccion de mucina.
Incrementar los linfocitos y/o leucocitos en tejidos asociados al
intestino y en sangre periférica.

5. Incrementar la secrecion de IgA en tejidos asociados al intestino
pudiendo estimular la accion fagocitica de macréfagos

intrainflamatorios.

Entre algunos de los posibles efectos beneficiosos de dichos prebiodticos en
la salud humana, ademads de los ya anteriormente mencionados, se encuentran la
reduccion de la lipoproteina de baja intensidad (LDL) en sangre, la mayor
capacidad de absorcion de calcio, el mantenimiento de los niveles de pH
intestinal, el bajo valor caldrico, asi como el posible alivio de tlceras pépticas e

infecciones vaginales (Markowiak & Katarzyna, 2017).

Sin embargo, se deben respetar las dosis y el tiempo adecuado de
consumo, ya que un exceso podria provocar diversos problemas del aparato
digestivo como diarreas y flatulencias. Se ha afirmado, ademas, que dichas
sustancias no provocan alergias y que, a pesar de ser un método de eliminacién
de patdgenos menos eficaz que los antibioticos, si que puede ser propuesto como
un sustituto natural, con menores efectos secundarios que los conocidos
antibidticos (Crittenden & Playne, 2009).
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1.2.3. Simbidticos

A través de la introduccion del término de prebidtico (Gibson, 1995), se ha
especulado con la idea de un nuevo concepto que surge de la combinaciéon de un
probidtico y un prebidtico (De Vrese & Schrezenmeir, 2008). Un simbiotico se
define como un producto beneficioso que produce un aumento en la
supervivencia del huésped, asi como la implantacion de complementos dietéticos
microbianos vivos en el tracto digestivo, que estimulan, de forma selectiva, el
crecimiento y/o activacion del metabolismo de uno o un namero limitado de
bacterias que promueven la salud. Debido a que la palabra “simbidtico” se refiere
a sinergia, este término alude a productos en los que el o los componentes
prebidticos favorecen, selectivamente, el o los organismos probioticos,
aumentando asi su supervivencia en el tracto digestivo (Cecic & Chingwaru,
2010).

En la actualidad es un término bastante nuevo, y las investigaciones
cientificas han ido creciendo a lo largo de los ultimos afios. Su efecto en la salud
podria considerarse de la combinacion individual de un prebidtico y un
probidtico, pudiendo darse multitud de combinaciones, y siendo entre las mas
destacadas la combinacion de algunas cepas probidticas: Bifidobacterias o
Lactobacilos en combinacion con fructooligosacararidos como prebiotico (De Vrese
& Schrezenmeir, 2008; Pandey et al., 2015; Pena, 2007).

Tabla 3. Ejemplos de prebidticos y simbioéticos usados en nutricion humana

(Adaptacion de Markowiak & Katarzyna., 2017)

Prebioticos Simbidticos
FOS*
COS* Bacterias del género Lactobacilos + Inulin
Bacterias del género Lactobacilos,
Inulina Streptococcus y Bifidobacterias +FOS
XOs* Bacterias del género Lactobacilos y
Lactitol Bifidobacterias + oligofructosa

Bacterias del género Lactobacilos y

Lactosucrosa y Lactulosa e . .
y Bifidobacterias + Inulina

Oligosacaridos de Soja

TOS*

*FOS: fructooligosacaridos; GOS: galactooligosacaridos; XOS: xilooligosacaridos; TOS:
transgalactooligosacaridos.
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En la tabla 3 se muestran las combinaciones mas usadas de productos
simbidticos en nutricion humana. El principal mecanismo de accién de los
simbidticos es wutilizar esa simbiosis para crear complementos dietéticos
microbioldgicamente viables, asegurando, a su vez, un entorno adecuado que
permita un impacto positivo en la salud del huésped (Zhang, Cheng, Lu, Yi, Yang
& Wu, 2010). En particular, el aumento significativo de acidos grasos de cadena
corta (AGCC), cetonas, disulfuro de carbono y acetato de metilo parecen justificar
algunos de los efectos positivos (antibacterianos, anticancerigenos y antialérgicos)
en la salud tras el consumo de productos simbioticos (Vitali, Ndagijimana,
Cruciani, Carnevali, Candela, Guerzoni & Brigidi, 2010). En la figura 3 se

muestran algunos de los mecanismos de accion de los simbidticos y sus efectos.

Cambios en la microbiota | .| Resistenciaa la colonizacion, supresion de patégenos y
intestinal mejora de los procesos digestivos
(7]
(@] Disminuciéndelos | -} Efecto positivo en
Q - ” g
= > niveles de toxinas combatir diarreas
‘9 Efectos metabélicos
-] | Mejora digestion lactosa y suministro de nutrientes |
e [
o Desconjugacion y secrecion de sales biliares
reduciendo el colesterol sérico
7 Inmunomodulacion BN Armonizacion del sistema |nmlfne y !)revencwn de
(@] enfermedades respiratorias
o
= |—
Q
2] Cambios en la microbiota N Efecto positivo en el desarrollo de bacterias intestinales
E intestinal beneficiosas, asi como en la salud del huésped
@
Ty — N Reduce el riesgo de cancer de colon y otros posibles
tumores
(7]
(o]
— 2 — Inmunomodulacion — Mantenimiento y refuerzo del sistema inmunitario
e
Q|
o Efectos en la absorcion de
E ——— —>| Reduce el riesgo de obesidad y del sindrome metabdlico
.
Inhibicién de patégenos |—| Proteccion frente a patogil:l):dque pudieran perjudicar la

Figura 3. Mecanismos de accién y efectos de los simbioticos (Adaptado de
Markowiak & Katarzyna, 2017).
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Los complementos nutricionales probidticos, prebioticos y simbioticos
pueden jugar un papel muy importante en la dieta y aportar multitud de efectos
positivos en la salud humana, pero esto dependera no solo del género de bacterias
usados para cada individuo, sino también de la dosis, tiempo de consumo y perfil

individual de cada sujeto.

1.3 POTENCIALES FECTOS DIFERENCIALES EN DEPORTISTAS VERSUS SEDENTARIOS

Existen diferentes efectos del ejercicio sobre la fisiologia del intestino.
Dependiendo del volumen y de la intensidad del ejercicio, se ha demostrado que
existen diferencias en la salud del tracto digestivo (Colbey, Cox, Pyne, Zhang,
Cripps & West, 2018; Costa, Knechtle, Tarnopolsky & Hoffman, 2019). En este
contexto, el ejercicio moderado se ha asociado con la reduccién de los niveles de
cancer de intestino, muy influyente en la funcion inmune y en la degradacion de
moco intestinal (Clark & Mach, 2016; Cox, Pyne, Saunders & Fricker, 2010). Por el
contrario, el ejercicio realizado de forma extenuante y continua, se asocia a la
depresion de la funcion de las células inmunes, que, junto a una dieta inadecuada
o inapropiada, podrian influir negativamente en el proceso de

inmunocompetencia (Gleeson, Nieman & Pedersen, 2004).

Aquellos deportistas que realizan un ejercicio severo e intenso, pueden
tener un mayor riesgo de sufrir determinados sintomas respiratorios en las vias
superiores (URS, Upper Respiratory Symptoms), asi como perturbaciones inducidas
por el ejercicio en la inmunidad celular y humoral, con cambios agudos y cronicos
en la secrecién de inmunoglobulina A (SIgA) en saliva. Ademas, el entrenamiento
de alta intensidad puede provocar agotamiento cronico, provocando una
disminucion en el rendimiento del deportista (Salarkia, Ghadamli, Zaeri & Rad,
2013).

La literatura muestra una gran evidencia entre la relacion de ejercicio,
dieta y microbiota intestinal (Clark & Mach, 2016; Costa et al., 2017), asi como
estudios que muestran efectos beneficiosos en la salud general de deportistas tras

el consumo de probidticos, prebidticos y/o simbioticos (Clancy, Gleeson, Cox,
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Callister, Dorrington, D’este &Henriksson, 2006; Kekkonen, Vasankari, Vuorimaa,
Haahtela, Julkunen & Korpela, 2007; Cox et al., 2010; Cecchini & Pompei, 2011;
Martarelli, Verdenelli, Scuri, Cocchioni, Silvi, 2011; Lamprecht & Frauwallner,
2012; Pyne, West, Cox & Cripps, 2015, Coman, Verdenelli, Silvi, Cecchini,
Gabianelli, Amadio & Cresci, 2017). Algunos de ellos, afirman que dichos
complementos nutricionales benefician indirectamente a los deportistas, al
mantener su salud gastrointestinal, previniendo los efectos inmunosupresores y
las infecciones en el tracto respiratorio causadas por un ejercicio muy intenso
(West et al., 2009; Martarelli et al., 2011). Sin embargo, otros estudios concluyen
que el ejercicio en si podria afectar al transito intestinal y a la respuesta
inmunitaria, pudiendo modificar la composicion y metabolismo de la microbiota
intestinal (Costa et al., 2017).

Seguin Ortega (2016), los efectos del ejercicio sobre la respuesta innata
estdn mediados principalmente por el sistema nervioso simpatico (SNS) y/o el eje
hipotalamo-hipdfisis-adrenal (HHA). El ejercicio practicado de forma regular
puede inducir estabilizaciones neuroinmunoendocrinas en personas con
inflamacion desregulada y la retroalimentacion de estrés al reducir ciertas
hormonas de estrés y citoquinas inflamatorias. Respuestas antiinflamatorias y
“anti-estrés” parecen producirse en individuos con desregulaciones inflamatorias
después de una sesion de ejercicio teniendo, paraddjicamente, el efecto contrario
en personas sanas. Todo ello se conoce con el término de “efecto bioregulador del
ejercicio”, aquel que, reduce o previene cualquier efecto excesivo de mediadores
inflamatorios y que estimula las defensas innatas contra patdgenos. Ambos
efectos del ejercicio, pro- y antiinflamatorios, podrian implicar efectos
secundarios. Las respuestas “pro-inflamatorias” inducen a una mayor proteccion
frente a infecciones en personas sanas, pudiendo exacerbar algunos aspectos de
su condicion en personas que sufren de enfermedades inflamatorias o de estrés,
asi como los ejercicios que inducen efectos antiinflamatorios podrian
comprometer la efectividad del sistema inmune en contra de los patdgenos
(Ortega, 2003; Ortega, Garcia, Bote, Martin-Cordero, Escalante, Saavedra &
Giraldo, 2009; Ortega, 2016).
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La respuesta al estrés ocurre siempre que un individuo se encuentra con
un cambio enddgeno o exdgeno, percibido como desagradable, adverso o
amenazante, pudiendo ser inducido por un estimulo fisico o psicologico (Galley,
Nelson, Yu, Dowd, Walter, Kumar & Bailey, 2014). El ejercicio puede ser un
causante de estrés. Aunque no existe un consenso sobre qué sintomas o
marcadores definen el estrés, se dan algunos signos comunes y ampliamente
aceptados en la literatura cientifica, que incluyen algunos como indicadores
hormonales y otros sintomas asociados con la fatiga, el empeoramiento del
rendimiento, insomnio, cambios en el apetito, pérdida de peso, y cambios de
humor, entre ellos, irritabilidad, ansiedad, depresion, falta de motivacién, asi

como inflamacion e inmunosupresion (Purvis, Gonsalves & Deuster, 2010).

Dos sistemas distintos, pero interrelacionados entre si, que afectan a las
respuestas de estrés durante el ejercicio son el eje simpatico adrenomedular
(SAM) y el eje HHA, ya mencionado anteriormente. La activacion de estos dos
ejes provoca la liberacion de catecolaminas (norepinefrina y epinefrina) y
glucocorticoides en la circulacion sanguinea (Ulrich & Herman, 2009). Ademas, la
evidencia muestra que la microbiota intestinal también modula
neurotransmisores excitatorios e inhibitorios (serotonina, &4cido gamma-
aminobutirico y dopamina) en respuesta al estrés fisico y emocional (Clarke et al.,
2014). Las respuestas de estrés al ejercicio intenso estdn mediadas por circuitos
superpuestos en gran medida en el prosencéfalo limbico (cerebro anterior), el
hipotalamo y el tronco encefalico, de modo que, las contribuciones respectivas en
los sistemas endocrino y autéonomo, se ajustan de acuerdo al nivel del factor de
estrés y su intensidad. Cuando el tallo cerebral recibe sefiales que indican
perturbaciones homeostaticas importantes como pueden ser la dificultad
respiratoria, desequilibrio energético, deshidratacion, dolor visceral o somatico, e
inflamacion, responde a través de la coordinacion de los dos ejes, el HHA vy el
sistema nervioso autéonomo, simpatico y parasimpatico (Ulrich & Herman, 2009).

Dentro del eje HHA, el estrés activa las neuronas hipofisiotropicas,
segregadas en el hipotdlamo y que a su vez secretan hormonas liberadoras como
la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y la arginina vasopresina (AVP)

en la circulacion.
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Estas hormonas actian promoviendo la secrecion de la hormona
adrenocorticotropica (ACTH), que a su vez actia sobre la corteza suprarrenal
interna para iniciar la sintesis y liberacion de hormonas glucocorticoides. Los
microorganismos que colonizan el tracto digestivo pueden participar en la
regulacion del eje HHA a través de la regulacion de acidos grasos de cadena corta

y neurotransmisores, asi como citoquinas (Clark & Mach, 2016).

La respuesta de estrés neuroendocrina al ejercicio, es producida no solo
por el estrés emocional, sino también, por el volumen de exposicion fisica, es
decir, la intensidad y duracion de dicho ejercicio. A medida que aumenta dicha
intensidad, hay aumentos proporcionales en las concentraciones circulantes de
ACTH y cortisol, existiendo un umbral critico de intensidad de ejercicio que se
debe alcanzar (50-60 % de la capacidad maxima de consumo de ocigeno, Vozmax)
antes de que los niveles circulantes de dichas hormonas aumenten en respuesta a
dicho ejercicio (Luger et al., 1987; Brooks & Carter, 2013).
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Figura 4. Hormonas de estrés secretadas durante el ejercicio fisico intenso
(adaptado de Clark & Mach, 2016)
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Entre las enfermedades mas comunes de los deportistas se aprecian
sintomas en el tracto respiratorio, problemas gastrointestinales y deficiencias del
sistema inmunitario. Modular una disbiosis de la microbiota intestinal con
complementos nutricionales podria contribuir a mejorar la salud, asi como a
reducir las enfermedades o los sintomas, apoyando a su vez tratamientos ya
establecidos, a través de ingredientes alimenticios especificos complejos en la
dieta, asi como la ingesta de microorganismos vivos particulares (Ceapa,
Wopereis, Rezaiki, Kleerebezem, Knol & Oozeer, 2013; Colbey et al., 2018).

De acuerdo con Costa et al. (2018), se han propuesto varias intervenciones
con complementos nutricionales para optimizar la integridad gastrointestinal y/o
su funcion en respuesta al ejercicio en humanos. Se incluyen antioxidantes (acido
ascorbico, tocoferol), ciertos aminodcidos como la arginina o la glutamina, asi
como los probioticos. El uso de probidticos, prebioticos y simbiodticos en la dieta
se postula como una nueva estrategia para la mejora y efectos positivos en la
salud de la poblacion humana en general, asi como de la poblacion deportista
(Bosscher et al., 2009).

Deportistas expuestos a entrenamientos de alta intensidad muestran una
elevada incidencia en sintomas o problemas gastrointestinales, frecuentemente
asociados con alteraciones en la permeabilidad intestinal, disminucion de la
funcion de la barrera gastrointestinal y respuestas sistémicas (por ejemplo,
endotoxemia), denominado “sindrome gastrointestinal producido por el
ejercicio” (Lampretch & Frauwallner, 2012; Costa el al., 2017; Snipe, Khoo, Kitic,
Gibson & Costa, 2018). Tras la suplementacion con probidticos se han observado
diversos efectos sobre la estructura de la integridad gastrointestinal, la
translocacion de endotoxinas y la modulacion inmune que, a su vez, podria tener
un efecto consecuente en la mejora del rendimiento deportivo. Dichas
reducciones en la permeabilidad intestinal podrian asociarse, ademas, a la
disminucion en los lipopolisacdridos circulantes, tanto en reposo como después
del ejercicio, que pudiera justificar dichos beneficios. Sin embargo, dicho
mecanismo de accién contintia sin estar muy claro en la literatura cientifica
(Shing, Peake, Lim, Briskey, Walsh, Fortes & Vitteta, 2014).
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En deportistas, otra observacion comun, son sintomas de infecciones
respiratorias y deficiencias inmunitarias, que pudieran provocar un posterior
detrimento de su rendimiento fisico (Walsh et al., 2011; Gleeson & Williams,
2013). Una variable inmune que ha sido constantemente asociada con mayores
incidencias en la aparicion de infecciones, es la inmunoglobulina A en saliva
(SIgA). Bajas concentraciones de IgA en saliva en deportistas o caidas transitorias
sustanciales de dicha inmunoglobulina estan asociadas con un mayor riesgo de
padecer sintomas en las vias respiratorias superiores, siendo por ello, un
anticuerpo critico en la inmunidad de la mucosa (Neville, Gleeson & Folland,
2008).

De acuerdo a diversos estudios de la literatura cientifica (Clarke & Match,
2017; Pandey et al., 2015) se observan posibles efectos beneficiosos tras el
consumo de prebidticos, simbidticos y probioticos (siendo estos los mads
estudiados) en poblacion deportista, siendo algunos de estos beneficios la
disminuciéon en sintomas del tracto respiratorio y gastrointestinal, mejoras en
parametros del sistema inmunitario, influencias positivas en el huésped
microbiano, asi como un incremento en los niveles de antioxidantes, que podrian
resultar, de forma indirecta, en mejoras en la eficiencia y rendimiento de los

deportistas.

No obstante, se necesitan mas trabajos que permitan obtener unas
conclusiones mas claras del efecto de estos complementos nutricionales en la
salud de poblacion deportista, debiendo unificar enfoques metodoldgicos, y evitar
la interpretacion parcial de los resultados, asi como la necesidad de unificar
estudios cientificos que aborden unas dosis similares que permitan comparacion.
Entre ellas la dosis deportiva, conforme a volumen y tipo de ejercicio, y la dosis
nutricional, en referencia a la cantidad, tiempo y tipo de cepas utilizadas (Quero,
Ortega & Manonelles, 2020).
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El intestino esta formado por trillones de microorganismos, conocidos
colectivamente con el nombre de microbiota intestinal, la cual juega un papel
fundamental en muchos aspectos de la biologia humana, incluyendo el
metabolismo, asi como en funciones endocrinas, nerviosas e inmunologicas (Clark
& Mach, 2016). La perturbacién de la microbiota intestinal, a consecuencia de
ciertas circunstancias como la dieta, el estrés, el estilo de vida..., puede conducir a
enfermedades crénicas tales como enfermedades autoinmunitarias, cancer de
colon, ‘tlceras gastricas, enfermedades cardiovasculares, enfermedades
funcionales del intestino y obesidad (Vyas & Ranganathan, 2012). Es por ello que

la microbiota intestinal juega un rol fundamental en la salud humana.

Desde su introduccion, los probidticos, prebidticos y simbidticos han atraido
mucho la atencion de los investigadores por su gran capacidad de mejorar la
salud de las personas simplemente manteniendo la microbiota beneficiosa del
tracto gastrointestinal humano. Estudios recientes en el uso de probidticos y
prebidticos para la mejora de la salud, han introducido un nuevo término, los
simbioticos, no siendo otra cosa que la sinergia entre probioticos y el efecto
prebidtico en el tracto intestinal. Ademads, dicha combinacion tiene efectos mas
beneficiosos sobre la salud humana que usando éstos por separado, ya que
incrementa el nimero de bacterias beneficiosas y su supervivencia en el tracto
inestinal (Bandyopadhyay & Mandal, 2014).

El producto simbiético de Gasteel Plus® (Heel Espafia S.A.U) tiene una
composicion Unica y sinérgica a cada perfil de paciente. Segun sus
especificaciones contribuye a un buen mantenimiento de la funcién intestinal, asi
como una adecuada absorcion de alimentos principalmente en procesos
inflamatorios intestinales, por la pérdida selectiva de bifidobacterias, con la

consiguiente aparicion de inflamacion intestinal.



Gasteel Plus® tiene la siguiente composicion de Probidticos: Bifidobacterium
lactis CBP-001010, Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036, y el Bifidobacterium
longum ES1; Prebidticos: Fructooligosacaridos; Otros componentes: zinc, selenio y
vitamina D contribuyen al funcionamiento normal del sistema inmunitario
(Laboratorios Heel Espafa S.A.U, Heel Probiotics. Consultado en:
https://www .heel.es/es/home.html).

Debido al considerable estrés al que se someten deportistas profesionales,
asi como la importancia de la dieta en la modulacion de la composicion de la
microbiota intestinal (Collins & Gibson, 1999), se hace necesario el estudio de los
procesos que intervienen en la liberacion de mediadores de estrés, asi como la
respuesta en algunas citoquinas inflamatorias, que permitan diferenciar sobre el

efecto de un simbidtico entre la poblacion deportista y la sedentaria.

De hecho, también se puede especular que el deporte de competicion, y el
estrés inherente al mismo, podria incluso modificar los efectos de los simbidticos
en las interacciones inmunoneuroendocrinas. En este contexto, se ha sugerido que
la microbiota intestinal puede modular la interaccion del eje hipotdlamo-hipofisis-
adrenal, asi como la actividad excitatoria e inhibitoria de algunos
neurotransmisores (serotonina, 4cido gamma-aminobutirico o GABA, y
dopamina) y sustancias similares a los neurotransmisores, especialmente en
respuesta al estrés fisico y emocional (Clarke et al, 2014; Clark & Mach, 2016).
Dada la estrecha relacion bidireccional entre el sistema neuroendocrino y el
sistema inmunitario, modificaciones en la neuromodulaciéon inducidas por el
consumo del simbidtico podrian constituir un mecanismo de efectividad de la
mejora del sistema inmunitario, y por tanto de la salud, subyacente al consumo de
estos suplementos nutricionales, con particular importancia practica en los

deportistas.



Por otro lado, algunos de los causantes del sobrepeso y la obesidad son la
genética y el estilo de vida. Es por ello que, cambios en el estilo de vida y en la
dieta a través del consumo de complementos probidticos y prebiodticos podrian
ser una nueva herramienta para la mejora de dichos trastornos metabolicos , todo
ello a través de la posible modificaciéon del microbioma (genes de la microbiota)
(Barengolts, 2016).

Debido a la gran interaccion que existe entre el “eje intestino-cerebro” sobre
algunos parametros como el estrés, la actividad fisica y la dieta, el objetivo
general de este estudio se justifica por una parte al reconocer las respuestas
inmunoneuroendocrinas inducidas por el ejercicio en deportistas y, por otra, al
resaltar el papel que dicha interaccion produce al influir en las funciones
metabdlicas, neuroendocrinas e inmunitarias del hospedador en personas

sedentarias.

Ademas, se debe resaltar aqui la escasez de investigaciones que analizan los
posibles mecanismos de accién atribuidos a los diversos beneficios que el
consumo de probidticos, prebidticos y simbidticos parecen inducir sobre la salud,
observando en la mayoria de los estudios unas conclusiones mas conceptuales
que directamente experimentales. Este hecho justifica atin mas la presente
investigacion, contribuyendo en este caso a tratar de conocer los mecanismos de
efectividad inmunoneuroendocrinos de los beneficios ya reportados en la salud

del simbidtico objeto de estudio.
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III - OBJETIVOS

El objetivo principal de la siguiente investigacion ha sido identificar el
efecto del complemento nutricional Gasteel Plus® y sus posibles
diferencias en poblacion deportista y sedentaria respecto a parametros
neuroinmunoendocrinos y en relacién a las caracteristicas metabdlicas,
antropométricas, de actividad fisica cotidianas y calidad de suefio

asociadas a la salud y al rendimiento deportivo.

Para la consecucion de este objetivo principal se llevaron a cabo los

siguientes subobjetivos parciales:

A. Evaluar la influencia del simbidtico en la composicion corporal

determinada a través de técnicas de antropometria.

B. Evaluar la influencia del simbidtico en los niveles de actividad
fisica y suefio a través de su determinacion por técnicas de

acelerometria.

C. Evaluar la influencia del simbiotico sobre el rendimiento y
valoracién de la condicidon cardiaca a través del estudio de la

variabilidad de la frecuencia cardiaca en reposo.

D. Evaluar la influencia del simbidtico en los niveles de estrés,
ansiedad, fatiga y calidad de vida y suefio percibidos a través de

cuestionarios cientificamente validados.
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E. Evaluar la influencia del simbidtico en las variaciones del estado

metabolico a través de la determinacion del perfil lipidico y

glucémico.

Evaluar las variaciones en el perfil neuroinmunoendocrino,
determinando la  concentraciéon sistémica de citoquinas
involucradas en la respuesta inflamatoria, asi como diferentes
mediadores de estrés y ansiedad relativos al funcionamiento del
eje hipotalamo-hipofisis-adrenal y del sistema nervioso simpatico;
todo ello como biomarcadores inmunofisioldgicos objetivos de los

potenciales efectos del simbidtico.

. Evaluar potenciales variaciones en el sistema inmunitario

asociados a potenciales cambios en la microbiota intestinal
inducidos por el simbidtico a través de la valoracion de la

inmunoglobulina A (SIgA) en saliva.
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IV - MATERIALES Y METODOS

4.1 MATERIALES

4.1.1 Aparatos y equipos instrumentales

-> Acelerometro (Actigraph wGT3X — BT) y software Actilife 6.
- Pulsémetros (POLAR H7) y software Kubios HRV 3.0.
->Smartphone y ordenador portatil (BQ Compaq 610).

- Equipo instrumental de antropometria (Vascula digital SECA 862
(Alemania), antropémetro GPM (Siber-Hegner, Suiza), cinta metalica no

extensible Lufkin (EE.UU) y plicometro Harpenden (Reino Unido).
- Agitador BasicMagMix (OVAN).
- Refrigerador (Liebherr medline Lkv 3910).
-> Arcon Congelador de — 80°C (REVCO mod. ULTI 3856 — 5 V40).

- Autoanalizador ELISA para cuantificar la intensidad de color (Sunrise
TECAN).

- Analizador automatico de quimica clinica BA400 (BIOSYSTEMS).
- Centrifuga refrigerada (KUBOTA mod.5800).

- Lavador de placas ELISA (Hydroflex TECAN).

-> Luminex 200 System.

- Vortex (Heiodolph).
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4.1.2 Material de laboratorio

-> Guantes de vinilo.
-> Papel de filtro.
-> Bata de proteccion frente derrames y salpicaduras.

->Kit de extraccion de sangre (compresor, agujas, vacutainer, esparadrapo,

algodon, alcohol).
- Jeringas estériles 5 ml.
- Hisopos estériles.

- Micropipetas semiautomaticas de 1.000ul, 200ul y 10ul (HT, mod.
LABMATE).

-> Micropipeta semiautomatica multicanal 200ul (HT, mod. LABMATE).

- Pipeta repetidora capaz de dispensar 25ul, 50ul y 100ul (HT, mod.
LABMATE).

- Pipetas Pasteur estériles.
-> Puntas para pipetas.
- Tubos de extraccion de sangre con EDTA - K2.

-> Tubos de extraccion de sangre con agentes coagulantes y gel para separar el

suero.
- Tubos Eppendorf.

-> Crioviales para almacenaje de muestras.

-> Gradillas para tubos de extraccion sanguinea y para eppendorf.
-> Cajas de crioalmacenaje.

-> Receptaculo para desecho de material bioldgico.

-> Vasos de precipitado y matraces.

-> Marcadores y boligrafos.



CAPITULO IV: MATERIALES Y METODOS 69

4.1.3 Material bioldgico y reactivos

4.1.3.1 Composicion del complemento alimenticio Gasteel Plus® y del placebo:

El simbidtico Gasteel Plus® (Laboratorios Heel Espafia S.A.U.) es un
complemento nutricional que contiene zing, selenio y vitamina D que ayudan a la
mejora del sistema inmunitario, asi como a la proteccion de las células frente al
estrés oxidativo y al funcionamiento normal de los huesos. También contiene una
mezcla de Bifidobacterium lactis CBP-001010, Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036,
Bifidobacterium longum ES1 y fructooligosacaridos, asi como maltodextrinas. El
placebo, también suministrado por Laboratorios Heel, se compuso del mismo
excipiente del producto, compuesto por 3 gramos de maltodextrina, no pudiendo
diferenciarse del simbidtico debido a que tenian el mismo aspecto y eran

incoloros e insipidos.
Figura 5. Composicion del simbidtico Gasteel Plus® y cantidad apotada
por dosis diaria recomendada (Laboratorios Heel Espafia S.A.U.)

Bifidobactenum longum ES), Bifidobacterium loctis CEP-001000 ¥ Laoctobacilius — 1 R

rham i CHOM -4038

15 g (15% clal VRN®*)

Salenio 8,25 pg (15% dal VRN**)

Vitarmira D

*No se han establecido Valores de Referencia de Nutrientes. **VRN: Valores de Referencia de Nutrientes para

adultos.

Durante el tiempo de la intervencion, se recomendd la ingesta de un stick
al dia disuelto en agua, y preferiblemente por la mafnana. Ademas, se aconsejo
que dicho complemento nunca fuera sutitutivo de la dieta equilibrada que ya
siguieran los participantes. Las cajas, tanto del simbi6tico como del placebo,
presentaban el mismo aspecto y no ofrecian detalles del producto, estando
codificadas para poder distinguirse posteriomente. Cada caja contenia 30 sticks

para los 30 dias del tratamiento.
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4.1.3.2 Juego de reactivo del kit ProcartaPlex TM Multiplex Immunoassay para el
analisis mediante BioPlex 200 system (Luminex) de la concentracion de las
citoquinas IL-1B, TNF-a, IL6, IL10 e ILS:

1. Placa de fondo plano de 96 pocillos.

2. Estandares de antigeno premezclados.

3. Deteccion de anticuerpo (50X).

4. Perlas magnéticas, paneles premezclados (1X). Contiene azida de sodio.
5. Solucién conjugada competitiva (50X).

6. Streptadivin-PE (SAPE) (1X).

7. Concentrado de tampdn de lavado (10X).
8. Deteccion de diluyente de anticuerpos.
9. Tampon de ensayo universal (1X).

10. Tampon de lectura.

11. Tubo de PCR de 8 tiras.

12. Tapa de microplaca negra

13. Sellador de placa.
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4.1.3.3 Juego de reactivo del kit Salivary Secretory IgA (indirect enzyme immunoassay
kit) para el andlisis mediante ELISA de la concentracion en saliva de
Inmunoglobulina A (slgA):

1.

Placa de microtitulacion. Recubierto con SIgA humano altamente

purificado (1 placa de 96 pocillos).

Estandar SIgA. 600 pg/mL, en una matriz similar a la saliva y diluido en
serie antes de su uso, de acuerdo a la preparacion de reactivos. Contiene

SlgA humano altamente purificado, tampdn, preservativo (1 vial de 100
uL).

Controles SIgA. Alto, bajo, en una matriz similar a la saliva. Listo para

usar (2 viales de 50 pL cada uno).

Conjugado enzimatico de anticuerpos SIgA concentrado (5X). Contiene
SlgA antihumano de cabra conjugado con HRP (peroxidasa de rabano
picante), preservativo (1 vial de 50 pL).

Concentrado de diluyente SIgA (5X). Contiene tampdn fosfato,
conservante (1 bote de 50 mL).

Concentrado de tampoén de lavado (10X). Contiene tampoén fosfato,

detergente, conservante (1 bote de 100 mL).
Solucién de sustrato TMB (1 bote de 25 mL).
Detencion de la solucion (1 bote de 12,5 mL).

Cubiertas adhesivas de placa (2 unidades).
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4.1.3.4 Juego de reactivo del kit General Epinephrine (EPI) RD-EPI-Ge-96T y General
Noradrenaline (NE) RD-NE-Ge-96T para el andlisis mediante ELISA de Ia
concentracion sérica de las catecolaminas sistémicas: Epinefrina y Norepinefrina

1. Placa de 96 pocillos.

2. Estandar.

3. Reactivo de deteccion A (70uL).
4. Reactivo de deteccion B (120uL).
5. Tampon de dilucion (45 mL).

6. Tampon de lavado (30X).

7. Sustrato TMB.

8. Solucidn de parada.

9. Sellador de placa.

4.1.3.5 Juego de reactivo del kit Dopamine Research para el andlisis mediante ELISA
de la concentracion sérica de la catecolamina sistémica: Dopamina

1. Placa de microtitulacion de 96 pocillos.

2. Conjugado enzimatico, inmunoglobulinas anti-conejo de cabra,

conjugadas con peroxidasa.

3. Tampodn de lavado concentrado (50X), con un detergente no iénico y pH

fisiologico.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Substrato, Sustrato cromogénico que contiene tetrametilbencidina, tampon

de sustrato e hidrégeno peroxido.

Solucién de parada.

Tiras de microtitulacion de dopamina.
Antisuero de dopamina.

Tampodn de ajuste.

Tampon TRIS-EDTA.

Controles y estandares. Tampon acido con estabilizador sin mercurio,

enriquecido con una cantidad definida de dopamina
Tampon de acilacion.

Reagente de acilacion.

Coenzima S-adenosil-L-metionina.

Enzima Catecol-O-metiltransferasa.

Placa de extraccién, placas de 48 pocillos recubiertas con un gel de

afinidad de boronato.

Acido clorhidrico.
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4.1.3.6 Juego de reactivo del kit General 5-Hydroxytryptamine (5-HT) RD-5-HT-Ge
para el andlisis mediante ELISA de la concentracion sérica de la serotonina

1. Placa de 96 pocillos.

2. Estandar.

3. Reactivo de deteccion A (70uL).
4. Reactivo de detecciéon B (120uL).
5. Tampon de dilucion (45 mL).

6. Tampon de lavado (30X).

7. Sustrato TMB.

8. Solucién de parada.

9. Sellador de placa.

4.1.3.7 Juego de reactivo Human Corticotropin Releasing Hormone (CRH) RD-CRH-
Hu para el andlisis mediante ELISA de la concentracion sérica de la hormona
liberadora de corticotropina (CRH)

1. Placa de 96 pocillos.

2. Estandar.

3. Reactivo de detecciéon A (70uL).
4. Reactivo de detecciéon B (120uL).

5. Tampon de dilucion (45 mL).
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6. Tampon de lavado (30X).
7. Sustrato TMB.
8. Solucién de parada.

9. Sellador de placa.

4.1.3.8 Juego de reactivo para el andlisis mediante ELISA de la concentracion
sérica de cortisol (The DetectX Cortisol Immunoassay Kit)

1. Placa de 96 pocillos con revestimiento transparente. Cada una esta

recubierta con IgG de cabra anti-raton.

2. Estandar de Cortisol, a 32.000 pg/ml en una solucion estabilizadora

especial.

3. Cortisol anticuerpo monoclonal de raton especifico para el cortisol.

4. Conjugado de cortisol-peroxidasa en una solucion estabilizadora especial.

5. Buffer de ensayo concentrado (5X), debe ser diluido con agua destilada.

6. Reactivo de disociacion, para utilizar con muestras de suero o plasma.

7. Tampon de lavado concentrado (20X), debe ser diluido también con agua
destilada.

8. Sustrato TMB.

9. Solucion de parada, 1M de acido hidroclorhidrico.

10. Sellador de placas.
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4.2 METODOS

4.2.1 Poblacion de estudio y diseiio experimental

La presente tesis doctoral se llevd a cabo a través de un estudio
experimental, cuya muestra estaba formada por un total de 28 participantes
varones, de los cuales, 14 eran futbolistas profesionales de un nivel de segunda
division B de la liga nacional espafiola, asi como 14 estudiantes sedentarios con
niveles bajos de actividad fisica (< 150 minutos/semana). Estos dos grupos, a su
vez, se subdividieron aleatoriamente, para completar el estudio a triple ciego, en
un grupo administrado con el simbidtico y un grupo control, que recibié placebo.
A lo largo del protocolo se produjo una “muerte experimental” debido a una
lesién en uno de los participantes deportistas, quedando una muestra final de 27
participantes. Ni el administrador del producto ni los participantes conocian si
pertenecian al grupo placebo o experimental con simbiotico. En la tabla 4 se

muestran los datos descriptivos basales de los participantes.

Tabla 4. Datos descriptivos de los participantes

Sedentario Sedentario Deportista Deportista
Placebo Simbidtico Placebo Simbiético

n 7 7 6 7
Edad (afos) 24,31 + 3,94 23,04 + 2,09 21,9+2,77 20,66 + 1,39
Peso (Kg) 79,81 £ 8,05 77,47 13,47 73,95 + 6,42 70,57 £ 6,75
Talla (cm) 183,97+ 7,30 176,23 + 4,49 180,6 + 8,57 178,23 +4,78

Los resultados se muestran mediante la media + desviacién tipica

Los participantes en el estudio no podian presentar enfermedad y/o lesién
durante el momento de las valoraciones. De este mismo modo, quedaron
excluidos de la investigacion aquellos que estaban siguiendo tratamientos
farmacoldgicos o dietas alimentarias especificas que pudieran interferir en el
estudio, especialmente que consumieran algun tipo de producto con probidticos.
Todos ellos participaron voluntariamente en este estudio y firmaron un

consentimiento informado (Anexo 2) antes del inicio de las pruebas. El presente
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estudio fue previamente aprobado por el comité de ética de la Universidad
Catolica San Antonio de Murcia, siguiendo la legislacion vigente.

| DISERiO EXPERIMENTAL | MUERTE
(n=27) EXPERIMENTAL
| (n=1)
I 1 I
GRUPO SEDENTARIO GRUPO DEPORTISTA
(n=14) (n=13)
I 1 [ 1
GRUPO GRUPO GRUFPO GRUPO
PLACEBO SIMBIOTICO PLACEBO SIMBIOTICO
(n=7) (n=7) (n=6) (n=7)
Pre-test Post —test
(Mayo) (Junio)
30 dias protocolo/1 stick al dia
> ™
B /
1semana - - == 1semana
acelerometria - acelerometria

Figura 6. Diagrama de poblacion y disefio experimental de la investigacion

A lo largo de dos dias (“pre-test y post-test”), todos los participantes
realizaron, en ayuno, una serie de pruebas. El orden y horario de dichas pruebas
no varié para el “post-test”, usando los mismos materiales y procedimientos,
trascurriendo un periodo de 30 dias consecutivos entre cada prueba. El
tratamiento se llevo a cabo durante la tltima quincena del mes de mayo de 2019 y
la primera del mes de junio de este mismo ano, coincidiendo en ambos sujetos
con situaciones de posible estrés fisico y mental, siendo al final de un periodo de
examenes, asi como el final de la temporada de fatbol. En la figura 6 se muestra el

diagrama de poblacién y disefio experimental llevados a cabo.

Las pruebas de variabilidad de la frecuencia cardiaca se realizaron antes de
la recogida de muestras, con reposo total de los participantes y posteriormente se
realizaron las mediciones antropométricas. Tras ello, se procedié a la recogida de
muestras de saliva y sangre, en este mismo orden. Los acelerémetros, que
llevaron durante un periodo de 7 dias de registro (en dias consecutivos), fueron
distribuidos una semana previa a la realizacion de las pruebas basales y otra
semana posterior a las pruebas “post”. Los cuestionarios se rellenaron dos veces,

el dia de las pruebas basales y el dia de las pruebas finales. Ademas, a cada sujeto
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se le asignd un codigo (sedentario o deportista), asi como a cada una de las
pruebas (acelerometria, variabilidad FC, antropometria, muestras saliva y sangre,
y cuestionarios) en funcion de cuando se realizaron (basal o post) y en funcion del
tratamiento con el que cada sujeto fue administrado (placebo o simbiotico).
Dichos codigos, y por tanto las muestras, no permitian conocer tampoco al
investigador el grupo de pertenencia durante la determinacion de las variables
experimentales y el procesamiento de las mismas; completando asi el estudio a

triple ciego.

4.2.2 Toma y recogidas de muestras biologicas

Para llevar a cabo la extraccion sanguinea, una persona cualificada, practico
una puncion estéril en la vena cubito mediana con los participantes en posicion de
sentado. Se rellenaron cuatro tubos estériles por voluntario, dos con EDTA, para
aislar el plasma, y dos con agentes coagulantes y gel para separar el suero.
Transcurridos 20 minutos de la extraccion (en el caso del suero, imprescindible
para facilitar la formacion del coagulo), se centrifugaron ambos tubos durante 10
minutos a 1.600 y 1.800 rpm, respectivamente, a 4 °C. Gracias a este proceso se
aisla el suero y el plasma en los tubos correspondientes y, posteriormente, se
alicuotaron en tubos Eppendorf con un volumen total de 400 ul en cada uno de
ellos. Las muestras de suero y plasma fueron codificadas y refrigeradas a -20°C
gradualmente a medida que se fueron obteniendo, hasta conservarlas finalmente

a -80°C en un arcon congelador.

Las muestras de saliva fueron obtenidas mediante un método no invasivo
(Collection methods salivaBio Oral swab, Salimetrics). De forma previa a la recogida
de muestras se pidio a los participantes que no ingirieran ningun tipo de comida
o bebida con aztcares, alcohol y/o cafeina, asi como tabaco, al menos 12 horas
previas a las pruebas. También se les pidié que no se cepillaran los dientes al
menos 60 minutos previos y que, al menos, 10 minutos antes de la recogida de
muestras, se enjuagasen la boca con agua para retirar cualquier posible resto de
comida en la boca. Posteriormente, se les pidid a los voluntarios que abrieran el

embalaje y retiraran el hisopo estéril para su colocacién adecuada en la boca,
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debajo de la lengua y se les recomendo6 que lo mantuvieran durante al menos 2
minutos, para no influir en la cantidad de volumen de la muestra, asi como en la

composicion de los analitos de dicha muestra.

Para extraer la muestra de saliva de los hisopos, se utiliz6 un método de
compresion con la ayuda de una jeringa estéril de 5cc, extrayendo la maxima
cantidad posible de saliva que iba siendo depositada en unos crioviales,
previamente codificados, hasta conseguir un volumen de aproximadamente 50 pl
de cada una de las muestras. Inmediatamente después de su extraccion, todas las
muestras eran refrigeradas a -20°C, y, finalmente, ser congeladas a -80°C hasta su

posterior analisis.

4.2.3. Mediciones antropométricas

Todas las medidas antropométricas fueron tomadas por dos
antropometristas, nivel 1 y 2, siguiendo los procedimientos de la Sociedad

Internacional para el avance de la cineantropometria (ISAK).

Se determind la masa corporal (kg) utilizando una béscula digital SECA
862 (Alemania), altura (cm) con un antropometro GPM (Siber-Hegner, Suiza),
circunferencias (cm) con una cinta metalica no extensible Lufkin (EE.UU) y grosor
de los pliegues (mm), medidos en 8 sitios: triceps, subescapular, biceps, cresta
iliaca, supraespinal, abdomen, muslo y pierna medial, con plicometro Harpenden
(Reino Unido).

La ecuacién que se utilizd para el calculo del indice de masa corporal
(IMC) fue la division del peso corporal (kg) entre la talla (m) al cuadrado. El
porcentaje de masa muscular se analiz6 mediante la férmula antropométrica
descrita por Lee et al. (2000) y en el que el porcentaje de masa grasa fue estimado
de acuerdo a la ecuaciéon de Whiters et al. (1987). Para evitar errores, todos los
instrumentos fueron calibrados previamente a la realizacion de las medidas. Cada
variable fue tomada dos, o tres veces, si la diferencia entre las dos primeras

medidas era mayor del 5% para los pliegues, y mayor de un 1% para el resto de
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las variables registradas, con el uso de valores medios o mediana, para su
posterior andlisis estadistico. Todas las medidas fueron registradas en una hoja de

calculo Excel.

4.2.4. Determinacion objetiva de los niveles de actividad fisica, sedentarismo y

suefo: acelerometria

El acelerometro que se utilizd fue el Actigraph wGT3X — BT, que es un
pequeno y ligero acelerémetro triaxial (4,6 x 3,3 x 1,5 cm, 19 g) con una frecuencia
de respuesta de 30 a 100 hercios. Dicho monitor de actividad es bastante conocido
entre investigadores de todo el mundo por su gran precision y facilidad de uso.
Este dispositivo se utilizé para medir diferentes parametros como son la actividad
fisica y su intensidad, el gasto energético, los ritmos METs (equivalentes
metabolicos), los pasos, los golpes de sedentarismo, la latencia y la eficiencia del
suefio y el nivel de luz ambiental recibida, entre otros. Los participantes llevaron
el acelerometro sujeto con una banda eldstica en la mufieca no dominante durante
7 dias consecutivos y de manera ininterrumpida, exceptuando aquellos
momentos del dia, en los que el funcionamiento correcto de dicho aparato se
pudiese ver comprometido (duchas o cualquier actividad relacionada con el

agua).

Posteriormente, los archivos generados por el acelerometro, fueron
analizados a través de un software especifico denominado Actilife 6. El andlisis a
través de este software también permitié conocer los niveles de intensidad de la
actividad en METs (que se definen como la tasa metabdlica en reposo de
aproximadamente 3,5 ml O:/kg/min) siguiendo el algoritmo de Freedson para
adultos (Freedson, Melanson & Sirad, 1998) y el tiempo promedio total que los
participantes habian destinado a actividades vigorosas (>6METs), moderadas (3 —
6 METs) y ligeras (1,5 — 3 METs) (Crespo-Salgado, Delgado-Martin, Blanco-
Iglesias & Aldecoa-Landesa, 2014), ademas del nuimero de pasos totales e
informacién sobre la eficiencia y las horas de suefio, asi como el tiempo de luz

ambiental recibida a lo largo de la semana de medicion.
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Dicho modelo de acelerometro registra el cambio de aceleracion del centro
de masas en 3 planos o ejes de movimiento (X, y, z) y lo convierte en una senal
digital cuantificable denominada “counts”, por tanto los “counts” son unidades
de movimiento y cada registro de “count” es sumado y guardado en la memoria
del acelerometro en un intervalo de tiempo configurable denominado “epoch”
(Santos, 2013).

En nuestro caso, utilizamos un periodo de tiempo o “epoch” de 60
segundos, en los cuales se producia un almacenamiento de datos, asi pues a
través de los “epoch”, pudimos obtener medidas cuantitativas de la actividad
fisica, asi como de los “golpes de sedentarismo”, cuando el acelerometro no

recogia ninguna actividad.

4.2.5. Estudio de la variabilidad de la frecuencia cardiaca en reposo

La frecuencia cardiaca (FC) es uno de los parametros no invasivos mas
utilizados en el analisis y en la valoracion de la actividad cardiaca. En este estudio
se analizd dicho parametro para complementar informacion relevante de la
condicidn fisica, en este caso, cardiovascular, y poder descartar cualquier tipo de
anomalia que pudiera inferir en el proyecto. Los participantes se colocaron un
pulsémetro Polar H7 (Kempele, Finlandia) con una banda situada en la cavidad

tordcica, por debajo del pectoral.

Los voluntarios se tumbaron en posicion dectbito supino en un lugar
tranquilo y sin ruidos, durante los 5 minutos de la medicion registrada, y, 5
minutos previos, para estabilizar la frecuencia cardiaca en reposo. Las series
temporales RR se registraron a través de un Smartphone a través de la aplicacion
Elite HRV (Perrotta, Jekklin, Hives,Meanwell & Warburton, 2017) para
posteriormente extraer los datos de los intervalos RR. Los andlisis posteriores se
realizaron con el software Kubios HRV version 3.0 (Tarvainen, Niskanen,
Lipponen, Ranta-Aho, Karjalainen, 2014) el cual proporciond informaciéon
cuantitativa sobre olas sefiales biomédicas utilizadas comtUnmente en la
evaluacidn objetiva de la salud humana, el bienestar y el rendimiento. Debido a la

gran cantidad de datos obtenidos en el software, se escogieron aquellas variables
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que aportaban informacion relevante en referencia a esta tesis doctoral, es por ello

que los pardmetros estudiados fueron:

1. RR: periodo medio de intervalos entre latidos consecutivos.
RMSDD: raiz cuadrada de la media de la suma de las diferencias al
cuadrado de intervalos RR consecutivos.

3. Hifn: potencia de alta frecuencia en base a su logaritmo natural, dentro del
analisis del dominio de frecuencias.

4. SS:indice de estrés.

5. S/PS: ratio simpatico/parasimpatico.

4.2.6. Determinacion de los niveles de salud, estrés, ansiedad, suefio y calidad
de vida percibidos

En este estudio se llevd a cabo la determinacidén de los niveles de salud,
estrés, ansiedad, sueno, fatiga y calidad de vida percibidos por los participantes,
mediante una evaluacion comparativa, previa y posterior al tratamiento, a través

de cuestionarios validados (Anexo 1). Entre ellos se interpretaron los siguientes:

1.Cuestionario SF-36 (Calidad de vida relacionada con la salud):

Consiste en una escala genérica que proporciona unos resultados acerca
del estado de salud de una poblacion general de mayor a 14 afos. Esta formado
por 36 preguntas (items) cubriendo 8 escalas que son: funcion fisica, rol fisico,
dolor corporal, salud general, vitalidad, funcién social rol emocional y salud
mental (Vilagut, Ferrer, Rajmil, Rebollo, Permanyer-Miralda, Quintana & Alonso,
2005). Las escalas estan ordenadas de forma que a mayor puntuacion, mejor es el
estado de salud (0 a 100). Para el cdlculo de las puntuaciones, después de la
administracion de los cuestionarios, se incluyeron los datos en un software web
(SF-36-flash-datos-graf, Universidad de Granada) que realizaba los calculos de
forma automatica y generando la puntuacién de cada una de las escalas y del

cuestionario general.
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2. Cuestionario de calidad de vida y control personal (HLPCQ) y calidad del
sueno:

Este cuestionario conocido como el HLPCQ (Healthy Lifestyle and
Personal Control Questionnaire), tiene el principal objetivo de gestionar el estrés y
promocionar la salud mediante la capacitacion de las personas a llevar el control
de sus vidas. Esta formado por 26 items en total usando una escala tipo Likert (1=
nunca o raramente, 2 = a veces, 3 = a menudo y 4 = siempre), y divididos en cinco
factores: opciones alimenticias saludables, evitar dafios en la dieta, rutina diaria,
ejercicio fisico organizado y equilibrio social y mental (Darviri, Alexopoulos,
Artemiadis, Tigani, Kraniotou, Darvyri & Chrousos, 2014). La puntuacion total,
fue hallada mediante el sumatorio de los valores que se obtuvieron en los
diferentes campos, anteriormente mencionados; puntuaciones mas altas indican

una mejor calidad de vida y control personal.

La calidad del suefio se evalu6 mediante una serie de preguntas que se
encuentran en el cuestionario ya descrito anteriormente, el HLPCQ, con
respuestas posibles entre el 0 y el 4. El total de la puntuacion se calculé sumando
todas las respuestas (minimo -1, maximo 10); puntuaciones mas altas indican una

mejor calidad del suefio.

3. STAI- Ansiedad-rasgo (AR) y Ansiedad-estado (AE):

Dicho cuestionario analiza el grado de ansiedad que muestra cada
participante. Esta dividido en dos partes, ansiedad-rasgo (lo que sentian
habitualmente o en general) y ansiedad-estado (expresan sus emociones en su
momento determinado o en ese mismo instante). El cuestionario est4d formado por
40 items, 20 para cada una de las subescalas. El sistema o escala de puntuacion va
de 0 a 3 (0=Nada, 1=Algo, 2=Bastante y 3=Mucho). Para obtener los resultados
finales se sumaron cada uno de los items, en el cual, puntuaciones mas altas
indican un mayor estado de ansiedad (Spielberger, Gorsuch, Lushene & Cubero,
1999).
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4. Escala de estrés percibido (PSS):

Dicho cuestionario permitié valorar, la frecuencia con la que los
individuos habian experimentado ciertos sentimientos y pensamientos en el
ultimo mes. Con ello se determind el numero de situaciones, consideradas
estresantes, que se producian durante ese mes en la vida del individuo (Cohen,
Kamarck & Mermelstein, 1983).

Para desarrollar este método, se les planted en el propio cuestionario una
serie de preguntas, separados en 14 items o apartados, cuyas respuestas consistia
en una valoracion que oscilaba entre 0 y 4 puntos, dentro de una escala tipo Likert
(0=Nunca, 1=Casi Nunca, 2=De vez en cuando, 3=A menudo y 4=Muy a menudo).
La puntuacion total se obtenia sumando cada item y teniendo en cuenta, que las
puntuaciones de los items 4, 5, 6, 7, 9, 10 y 13, se invierten de la siguiente manera:
0=4, 1=3, 2=2, 3=1 y 4=0, la minima puntuacion que se podia obtener es 0, mientras
que la maxima puntuacion seria 56, asi pues a medida que aumentaba la
puntuacion, se consideraba que mayor era el nivel de estrés percibido (Remor,
2006).

5. Fatiga percibida (BFI):

Con este parametro se evaluaron los niveles de cansancio fisico y/o mental
que habian experimentado durante las tltimas 24 horas y en el momento de la
cumplimentacion del cuestionario. El cuestionario constaba de 4 preguntas con 10
respuestas posibles, cada una las cuales tenian un valor que podian oscilar entre 0
(0=ninguna fatiga) y 10 (10=la peor fatiga que se pueda imaginar). La puntuacion
total se obtenia sumando los valores de dichas respuestas y los valores mas altos,
se correspondian con un mayor grado de fatiga. Para establecer un grado de
severidad en la fatiga se utilizo la siguiente clasificacion de Mendoza, Wang,
Cleeland, Morrissey, Johnson, Wendt & Huber, 1999:

— Con una puntuacion entre 1y 3=leve
— Con una puntuacion entre 4 y 6= moderada

— Con una puntuacion entre 7 y 10= severa
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6. Inventario depresion de Beck (BDI):

Este cuestionario fue utilizado para conocer cémo se habian sentido
durante la tltima semana, incluyendo el dia de la realizacion del test, con el cual,
se pudo determinar si presentaban o no signos de depresion. El test estaba
estructurado en 21 items con 4 respuestas cada uno y dichas respuestas venian
dadas con valores numéricos comprendidos dentro de una escala que iba de 0 a 3
(0=nada de depresién y 1= bastante). La puntuacion total se obtenia sumando las
puntuaciones de todas las respuestas y se compararon con los valores de
referencia, que a continuacion se muestran (Beck, Ward, Mendelson, Mock &
Erbaugh, 1961):

— Si el sumatorio es inferior a 10 (media 10,9): ausente o minima.
— Si el sumatorio esta entre 10 y 19 (media 18,7): leve
— Si el sumatorio es superior a 20 (media 25,4): moderada.

— Si el sumatorio es superior a 30 (media 30): grave.
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4.3 DETERMINACIONES METABOLICAS Y TECNICAS DE LABORATORIO

4.3.1. Perfil lipidico y glucémico

Las determinaciones para la obtencion del perfil lipidico y glucémico se
realizaron con el analizador automatico de quimica clinica BA 400 (BioSystems) en
los laboratorios SYNLAB Diagnosticos Globales S.A.U. de Badajoz. Dicho
analizador tiene un sistema 6ptico basado en LED con ocho longitudes de onda
de trabajo para lecturas espectrofotométricas, es decir, para medir cuanta luz
absorbe una sustancia quimica. Para llevar a cabo la medicién de las muestras de
glucosa se utilizé el método glucosas oxidasa/peroxidasa, en el que la D-fructosa
y la D-glucosa presentes en la muestra, generan, mediante la reaccidon descrita,
NADPH, nicotinamida adenina dinucledtido fosfato, que puede ser medido por
espectrofotometria. La configuracion de estos reactivos permite la determinacion
de D-glucosa/D-fructosa si se adiciona la enzima PGI o de D-glucosa si no se
adiciona.

D-fructosa + ATP —Fructosa-6-fosfato + ADP
D-glucosa + ATP —Glucosa-6-fosfato + ADP
Fructosa-6-fosfato —Glucosa-6-fosfato
Glucosa-6-fosfato + NADP+ —Gluconato-6-fosfato + NADPH + H+

Para llevar a cabo la determinacion del perfil lipidico, colesterol y
triglicéridos, se utilizd6 el mismo procedimiento, segun el método colesterol
oxidasa/peroxidasa y el método glicerol fosfato oxidasa/peroxidasa,
respectivamente. Para ello, tanto el colesterol libre y los triglicéridos como el
esterificado en la muestra crean, segiin una serie de reacciones acopladas, un
complejo coloreado que se cuantifica mediante espectrofotometria. El colesterol
de las proteinas de baja densidad (LDL), las de muy baja densidad (VLDL) y los
quilomicrones son hidrolizados mediante el colesterol oxidasa mediante una
reaccion enzimatica no formadora de color. El detergente presente en el reactivo B
solubiliza el colesterol de las lipoproteinas de alta densidad (HDL) de la muestra.
El colesterol de HDL se cuantifica espectrofotométricamente mediante unas

reacciones acopladas.
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4.4 DETERMINACION DE BIOMARCADORES INMUNITARIOS/INFLAMATORIOS Y
TECNICAS DE LABORATORIO

4.4.1. Determinacion de las citoquinas de la respuesta inflamatoria: IL1f3, TNF«,
IL8, IL10,IL6

Para la determinacion de las diversas citoquinas estudiadas se utilizé un
instrumento basado en citometria de flujo, a través del instrumento Luminex™ 200
System (Luminex Corporation, Texas, EEUU), capaz de realizar hasta 80 pruebas
diferentes en un solo volumen de reaccion. Se utilizo el kit de inmunoensayo
ProcartaPlex™ Multiplex Immunoassay (ThermoFischer Scientific, Austria). Dichos
andlisis fueron llevados a cabo en el Servicio de Apoyo a la Investigacion
Biomédica (STAB) de la Universidad de Extremadura.

Dicho ensayo consiste en una tecnologia sencilla, compuesta por un
conjunto de bolas con un coédigo y un color diferente previamente asignado a
cada una de ellas y situadas sobre una placa de 96 pocillos (en la figura 5 se
muestra un ejemplo del posible disefio de la placa). Cada tipo de bola se conjuga
con un reactivo diferente, especifico para cada analito de interés, y asi,
permitiendo analizar de forma simultdnea diversos analitos. El protocolo
comienza con la preparacion de los anticuerpos estandares y posteriormente, la
dilucién y la inclusion de las microesferas o bolas. Se realiza un paso previo de
incubacién y lavado y posteriormente se aniade el conjugado de deteccion de
anticuerpo y el conjugado de la proteina estreptavidina-PE. Entre todo, se
realizan lavados e incubaciones con movimiento y en oscuridad. Finalmente, los

datos son leidos y analizados en el Luminex™ 200.

Standards Samples
1 1 1 1 9 ' 17 17 5 25 33 33
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Figura 7. Ejemplo de posible disefio de placa en el inmunoensayo ProcartaPlex™
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4.4.2. Determinacion de la inmunoglobulina A (IgA) en saliva

Para la determinacion de la inmunoglobulina A en saliva se utilizé un kit
de inmunoensayo competitivo indirecto (salivary secretory IgA indirect enzyme
immunoassay kit). Para su consecucion se agrega una cantidad constante de SIgA
antihumano de cabra conjugado con peroxidasa de rabano picante a tubos que
contienen diluciones especificas de estandares o saliva. El conjugado enzimatico
de anticuerpos se une al SIgA en las muestras estdndar o de saliva. La cantidad de
conjugado enzimatico de anticuerpo libre restante es inversamente proporcional a

la cantidad de SIgA presente en la muestra.

Después de la incubacion y la mezcla, se agrega una solucion igual de
cada tubo por duplicado a la placa de microtitulacién recubierta con SIgA
humano. El conjugado enzimatico de anticuerpo libre o no unido se une al SIgA
en la placa. Después de la incubacion, los componentes no unidos se eliminan por
lavado. El conjugado enzimatico de anticuerpos SIgA unido se mide por la
reaccion de la enzima peroxidasa de rdbano al sustrato tetrametilbencidina
(TMB). Esta reaccion produce un color azul. Se forma un color amarillo después
de detener la reaccidon con una solucién acida. La densidad optica se lee en un
lector de placas estdndar a 450 nm. La cantidad de conjugado de enzima de
anticuerpo SIgA detectada es inversamente proporcional a la cantidad de SIgA

presente en la muestra (Chard, 1981).
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Figura 8. Principio del test para la determinacion de IgA en saliva (Salimetrics)
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4.5 DETERMINACION DE BIOMARCADORES NEUROENDOCRINOS Y TECNICAS DE
LABORATORIO

4.5.1. Determinacion de las catecolaminas sistémicas: epinefrina, norepinefrina

y dopamina

Epinefrina (EP):

Se empled el inmunoensayo de enzima de inhibicién competitiva técnica
(General Epinephrine Elisa Kit, RD-EPI-Ge 96 test) para medicion cuantitativa in
vitro de EP (epinefrina). Un anticuerpo monoclonal especifico para EP ha sido
recubierto previamente sobre una microplaca. Se lanza una reaccion de inhibicion
competitiva entre biotina EP marcado y EP no marcado (estandares o muestras)
con el pre-recubierto anticuerpo especifico para EP. Después de la incubacion, el
conjugado no unido se lava apagado. A continuacién, se agrega avidina
conjugada con peroxidasa de rabano picante (HRP) a cada microplaca y se incuba.
La cantidad de conjugado de HRP unido es inversamente proporcional a la
concentracion de EP en la muestra. Después, ademas de la solucién de sustrato, la
intensidad del color desarrollado es inversa proporcional a la concentracion de EP

en la muestra.
Norepinefrina (NE):

Este ensayo utiliza el inmunoensayo de enzima de inhibiciéon competitiva
técnica (General Noradrenaline Elisa Kit, RD-NE-Ge 96 test) para medicion
cuantitativa in vitro de NE (norepinefrina). Un anticuerpo monoclonal especifico
para NE ha sido recubierto previamente sobre una microplaca. Se lanza una
reaccion de inhibicion competitiva entre biotina NE marcado y NE no marcado
(estdandares o muestras) con el pre-recubierto anticuerpo especifico para NE.
Después de la incubacion, el conjugado no unido se lava apagado. A
continuacion, se agrega Avidina conjugada con peroxidasa de rdbano picante
(HRP) a cada microplaca y se incuba. La cantidad de conjugado de HRP unido es

inversamente proporcional a la concentracion de NE en la muestra.
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Después, ademds de la solucion de sustrato, la intensidad del color
desarrollado es inversamente proporcional a la concentracion de NE en la

muestra.
Dopamina:

Inmunoensayo enzimatico para la determinacion cuantitativa de
dopamina. La dopamina se extrae usando un gel de afinidad especifico de cis-
diol, se acila y luego se convierte enzimaticamente. El competitivo kit ELISA
(Dopamine Research) utiliza el formato de placa de microtitulacion. El antigeno esta
unido a la fase sdlida de la placa de microtitulacion. Los estdndares derivados,
controles y muestras y el analito unido a fase solida competir por un ntmero fijo
de sitios de union de anticuerpos. Después de que el sistema estd en equilibrio,
antigeno libre y los complejos antigeno-anticuerpo libres se eliminan mediante
lavado. El anticuerpo unido a la fase solida es detectado por un conjugado anti-
conejo IgG-peroxidasa usando TMB como sustrato. La reaccion se controla a 450
nm. La cuantificacion de muestras desconocidas se logra comparando su
absorbancia con una curva estdndar preparado con concentraciones estandar

conocidas.

4.5.2. Determinacion de los niveles sistémicos de serotonina (5-HT)

Este ensayo emplea el inmunoensayo de enzima de inhibicién competitiva
técnica (Kit ELISA General 5-Hydroxytryptamine, 5-HT). Se ha recubierto
previamente un anticuerpo monoclonal especifico para 5-HT en una microplaca.
Se lanza una reaccion de inhibicion competitiva entre 5-HT marcado con biotina y
5-HT no marcado (patrones o muestras) con el anticuerpo prerecubierto especifico
para 5-HT. Después de la incubacion el conjugado no unido se lava. A
continuacion, la avidina conjugada con la peroxidasa de rdbano picante (HRP) se
agrega a cada pocillo de microplaca y se incuba. La cantidad de conjugado de
HRP unido es inversamente proporcional a la concentracion de 5-HT en la
muestra. Después de la adicion de la solucion de sustrato, la intensidad del color
desarrollado es inversamente proporcional a la concentracion de 5-HT en la

muestra.
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4.5.3. Valoracion de la actividad del eje hipotalamo-hipofisis adrenal:
determinacion sistémica de la concentracion de CRH y Cortisol

Hormona liberadora de corticotropina (CRH):

Este ensayo utiliza el inmunoensayo de enzima de inhibiciéon competitiva
técnica (Human Corticotropin Releasing Hormone Elisa Kit RD-CRH-Hu 96 test). Un
anticuerpo monoclonal especifico para CRH se ha recubierto previamente en una
microplaca. Se lanza una reaccion de inhibicion competitiva entre CRH marcado
con biotina y CRH no marcado (estdndares o muestras) con el anticuerpo pre-
recubierto especifico para CRH. Después de la incubacidn, el conjugado no unido
se lava. A continuacion, la avidina conjugada con la peroxidasa de rabano picante
(HRP) se agrega a cada pocillo de microplaca y se incuba. La cantidad de
conjugado de HRP unido es inversamente proporcional a la concentracion de
CRH en la muestra. Después de la adicion de la solucion de sustrato, la intensidad
del color desarrollado es inversamente proporcional a la concentracion de CRH

en la muestra.

Cortisol:

El kit de inmunoensayo de cortisol DetectX® esta disefiado para medir
cuantitativamente el cortisol. Se proporciona un estandar de cortisol para generar
una curva estandar para el ensayo y todas las muestras deben leerse en una curva
estdndar generada por el investigador. Los estdndares o muestras diluidas se
pipetean en una placa de microtitulaciéon transparente recubierta con un
anticuerpo para capturar anticuerpos de ratéon. Un conjugado de cortisol
peroxidasa se agrega a los pocillos. La reaccion de unién se inicia mediante la
adicion de un anticuerpo monoclonal contra el cortisol. La reaccion inmunoldgica
ocurre entre la cantidad limitante de anticuerpo monoclonal anti-cortisol
agregado, el antigeno de cortisol en la muestra o estandar, y la cantidad limitante
de cortisol-peroxidasa agregada al conjugado. A medida que aumenta la
concentracion de cortisol en la muestra, la cantidad de cortisol-peroxidasa unida,

disminuye, causando una disminucién en la sefal, y viceversa.
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La senal se genera a partir de la cortisol-peroxidasa unida al anticuerpo
anti-cortisol que se une a las placas recubiertas con IgG de cabra anti-ratén. El
exceso de cortisol-peroxidasa no se une a las placas y se elimina del pocillo antes
a la adicion de sustrato. Después de una hora de incubacion, la placa se lava y se
agrega el sustrato. El sustrato reacciona con el conjugado de cortisol-peroxidasa
unido. Después de una breve incubacion, la reaccion se detiene y la intensidad del
color generado (figura 6) es detectada en un lector de placa de microtitulacion a
una longitud de onda de 450 nm. La concentracion del cortisol en la muestra se
calcula, después de realizar una correccion adecuada para la dilucion de la
muestra, utilizando un software disponible con la mayoria de los lectores de

placas.

Figura 9. Ejemplo de placa de microtitulacion y colores generados en cortisol.
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4.6 ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico se realizo con el software IBM statistics SPSS v20.0
(SPSS Inc., Chicago IL, EE. UU). Para comprobar la normalidad de los datos, se
utilizo el test de Shapiro-Wilk, una prueba t para muestras relacionadas para
determinar las diferencias entre las mediciones para un mismo grupo y una
prueba t para muestras independientes para comparar entre el grupo
experimental y el grupo control en niveles basales. Para analizar la interaccion

entre grupos diferentes se realizé una Anova de dos factores con dos niveles (pre-

post).

Los resultados se expresan como valores medios + error estandar de la
media (EMS) de cada una de las muestras. Se considerd el nivel de significacion

cuando p<0,05.
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V - RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 EFECTO DE LA ADMINISTRACION DEL SIMBIOTICO SOBRE LAS MEDICIONES
ANTROPOMETRICAS EN INDIVIDUOS SEDENTARIOS Y DEPORTISTAS

Existe una gran relacion entre las variables antropométricas peso corporal
e indice de masa corporal (IMC), ya que el calculo de esta tltima se obtiene a
partir de la divisién de la masa corporal (kg) entre la estatura (m) al cuadrado
(Grao-Cruces et al., 2013). Sin embargo, el IMC podria ser un indicador bastante
pobre ya que a pesar de tener en cuenta el porcentaje de masa grasa, no provee
informacién de como dicha grasa se distribuye, siendo de bastante interés en
poblacién deportista (Malina, 2007). De acuerdo a Clemente et al. (2016) la
participacion regular de jovenes en una actividad deportiva, incrementando asi
los niveles de actividad fisica y disminuyendo los niveles de sedentarismo, seria
un factor clave en la disminucion del peso corporal. Sin embargo en este estudio
no se observaron diferencias significativas en situacion basal entre sujetos
sedentarios y deportistas en referencia al peso e indice de masa corporal (p>0,05),

tal y como se muestra en las figuras 10 y 11 (A).

Se observan algunas diferencias significativas en el peso corporal (Figura
10, D), asi como en el indice de masa corporal (IMC) en la figura 11 (D), en los
sujetos deportistas que consumieron placebo tras el periodo de tratamiento, con
un nivel de significacion de p<0,05. Existen algunos estudios que muestran
cambios en referencia al peso y al IMC en sujetos que consumieron un simbidtico
(Lactobacillus salivarius LS33) durante un periodo de 30 dias (Ipar et al., 2015). Se
ha estudiado también el impacto que ejerce el consumo de probidticos sobre
diferentes parametros relacionados con la obesidad y el sobrepeso, demostrando
una reduccién del peso corporal en ratones alimentados con dieta alta en grasa
junto a varias cepas probidticas (Prados-Bo et al.,, 2015). En otro estudio con
adultos sanos y el uso de un probiotico (L.plantarum TENSIA) también se
mostraron valores mas saludables del IMC tras la intervencion (Hutt et al., 2015).
Hasta la fecha existen pocos estudios llevados a cabo en humanos para examinar
el posible efecto que los probioticos, prebidticos y/o simbioticos pudieran tener

sobre el peso corporal y el indice de masa corporal.
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En cualquier caso, seria plausible pensar que estos efectos, si los hubiere,
se producirian en individuos con sobrepeso y no con normopeso, en los que

variaciones en este sentido podrian incluso considerarse “no saludables”.
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Figura 10. Efecto del entrenamiento y del consumo de un simbidtico en esta
condicion sobre el peso corporal. A) Peso corporal basal en hombres sedentarios
(n=14) y deportistas (n=13); B) Influencia del entrenamiento sobre los efectos del
simbiotico en el peso corporal (n=7 y n=6 en grupos sedentario y deportista
respectivamente); C) Efecto del consumo de un simbidtico sobre el peso corporal
en individuos sedentarios con placebo (n=7) o con simbidtico (n=7); D) Efecto del
consumo de un simbidtico sobre el peso corporal en individuos deportistas con
placebo (n=6) o con simbidtico (n=7). Las determinaciones se expresan mediante la

media + EMS de cada una de las muestras. + p<0,05 respecto al basal.
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Figura 11. Efecto del entrenamiento y del consumo de un simbidtico en esta
condicion sobre el indice de masa corporal (IMC). A) Niveles basales del IMC en
hombres sedentarios (n=14) y deportistas (n=13); B) Influencia del entrenamiento
sobre los efectos del simbidtico en el IMC (n=7 y n=6 en grupos sedentario y
deportista respectivamente); C) Efecto del consumo de un simbidtico sobre el IMC
en individuos sedentarios con placebo (n=7) o con simbiotico (n=7); D) Efecto del
consumo de un simbidtico sobre el IMC en individuos deportistas con placebo
(n=6) o con simbiotico (n=7). Las determinaciones se expresan mediante la media

+ EMS de cada una de las muestras. * p<0,05 respecto al basal.
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En referencia a las notables diferencias en las medidas antropométricas,
existe una gran evidencia en que el porcentaje de masa muscular, generalmente,
es mayor en sujetos deportistas que en sedentarios, mientras que el porcentaje de
masa grasa, y por ende, el sumatorio de 6 y 8 pliegues es menor en sujetos
deportistas (Siquier-Coll et al., 2018; Blazquez Simén, 2018). Esto se muestra en
nuestro estudio (figura 12, A), en el cual se observan diferencias significativas
(p<0,05) respecto a las mediciones basales entre sedentarios y deportistas, asi
como en las figuras 13,14 y 15 A, con diferencias muy significativas con valor de
p<0,001. Esto se hace mdas notorio en deportes como el fatbol, haciéndose
necesario maximizar la masa libre de grasa, ya que dichos deportistas se ven
involucrados en actividades que requieren una gran fuerza, potencia y resistencia

muscular (Costill, Kenney & Wilmore, 2008).

Se aprecia un cambio en la “interaccion estadistica” (p<0,05) entre el grupo
deportista y sedentario con influencia del entrenamiento sobre los efectos del
simbiotico en los niveles de masa grasa y sumatorio de pliegues corporales,
donde el grupo sedentario aumenta de forma significativa tras el tratamiento
mientras que en el grupo deportista solo se observan diferencias en el grupo
placebo. Esto puede deberse al efecto del deporte en si (Kyle et al., 2001; Grund et

al., 2001), junto al posible efecto del simbidtico.

Algunas cepas probidticas han demostrado ser influyentes en la reduccion
del peso corporal, asi como de las reservas de grasa en humanos (Firouzi et al.,
2013). Ademas, algunos géneros de bacterias, como el Bifidobacterium, han actuado
en otras areas del cuerpo humano, como es el higado, donde han influido en la
disminucion en la reserva de lipidos, con la consiguiente reduccion del peso y la
grasa corporal (Yin et al.,, 2010). Se ha demostrado que ciertas cantidades en el
tejido adiposo de 4acido linoleico conjugado, contenidos en ciertas cepas
probioticas, pueden reducir la masa corporal en ratones y humanos (Blankson et
al., 2000). Arronson et al. (2010) demostraron que el consumo de una cepa de
Lactobacillus paracasei en ratones, se asocidé con el incremento de angiopoyetina
tipo 4, un inhibidor de la lipoproteina lipasa que controla el depdsito de
triglicéridos en los adipocitos. De nuevo, resultados que dependen del tipo de

cepa utilizados en cada investigacion y no siendo generales a todos los estudios.
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En cualquier caso, la ingesta del simbidtico no conllevd ningun efecto
negativo en referencia a algunos parametros estudiados, como por ejemplo la
masa muscular de los deportistas. Ademas, conforme a los niveles de masa grasa,
dicho tratamiento simbidtico en deportistas impidié el aumento durante el

protocolo en la misma, tanto en los sedentarios como en deportistas.

Los probidticos, prebioticos, y su combinacidon, simbidticos, suelen
presentar un buen perfil de seguridad, por lo que los efectos adversos no suelen
ser habituales. Se observa como tanto los sujetos deportistas como los sedentarios
se encontraban dentro de los rangos normales y saludables en referencia a las
diferentes medidas antropométricas, y es por ello, que el mantenimiento
saludable de medidas como el peso y la masa muscular, hacen que el consumo de
dicho simbidtico pueda ser recomendable, especialmente en poblacidon deportista

y debido a su objetivo de maximizar su rendimiento.
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Figura 12. Efecto del entrenamiento y del consumo de un simbidtico en esta
condicion sobre el porcentaje de masa muscular. A) Niveles basales del % de
masa muscular en hombres sedentarios (n=14) y deportistas (n=13); B) Influencia
del entrenamiento sobre los efectos del simbiotico en los niveles porcentuales de
masa muscular (n=7 y n=6 en grupos sedentario y deportista respectivamente); C)
Efecto del consumo de un simbidtico sobre el % de masa muscular en individuos
sedentarios con placebo (n=7) o con simbidtico (n=7); D) Efecto del consumo de un
simbidtico sobre el % de masa muscular en individuos deportistas con placebo
(n=6) o con simbiotico (n=7). Las determinaciones se expresan mediante la media
+ EMS de cada una de las muestras. * p<0,05 grupo sedentario respecto al

deportista en situacion basal.
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Figura 13. Efecto del entrenamiento y del consumo de un simbidtico en esta
condicion sobre el porcentaje de masa grasa. A) Niveles basales del % de masa
grasa en hombres sedentarios (n=14) y deportistas (n=13); B) Influencia del
entrenamiento sobre los efectos del simbidtico en los niveles porcentuales de
masa grasa (n=7 y n=6 en grupos sedentario y deportista respectivamente); C)
Efecto del consumo de un simbidtico sobre el % de masa grasa en individuos
sedentarios con placebo (n=7) o con simbiotico (n=7); D) Efecto del consumo de un
simbidtico sobre el % de masa grasa en individuos deportistas con placebo (n=6) o
con simbidtico (n=7). Las determinaciones se expresan mediante la media + EMS
de cada una de las muestras. * p<0,05 respecto al basal; ** p<0,001 grupo
sedentario respecto al deportista en situacion basal. * p<0,05 grupo sedentario
respecto al deportista.
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Figura 14. Efecto del entrenamiento y del consumo de un simbidtico en esta
condicion sobre el sumatorio de 6 pliegues. A) Suma de 6 pliegues basales en
hombres sedentarios (n=14) y deportistas (n=13); B) Influencia del entrenamiento
sobre los efectos del simbidtico en la suma de 6 pliegues (n=7 y n=6 en grupos
sedentario y deportista respectivamente); C) Efecto del consumo de un simbiotico
sobre la suma de 6 pliegues en individuos sedentarios con placebo (n=7) o con
simbiotico (n=7); D) Efecto del consumo de un simbidtico sobre la suma de 6
pliegues en individuos deportistas con placebo (n=6) o con simbiotico (n=7).

Las determinaciones se expresan mediante la media + EMS de cada una de las
muestras. * p<0,05 respecto al basal; * p<0,001 grupo sedentario respecto al

deportista en situacion basal. * p<0,05 grupo sedentario respecto al deportista.
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Figura 15. Efecto del entrenamiento y del consumo de un simbidtico en esta
condicion sobre el sumatorio de 8 pliegues. A) Suma de 8 pliegues basales en
hombres sedentarios (n=14) y deportistas (n=13); B) Influencia del entrenamiento
sobre los efectos del simbiotico en la suma de 8 pliegues (n=7 y n=6 en grupos
sedentario y deportista respectivamente); C) Efecto del consumo de un simbiotico
sobre la suma de 8 pliegues en individuos sedentarios con placebo (n=7) o con
simbidtico (n=7); D) Efecto del consumo de un simbidtico sobre la suma de 8
pliegues en individuos deportistas con placebo (n=6) o con simbiotico (n=7).

Las determinaciones se expresan mediante la media + EMS de cada una de las
muestras. * p<0,05 respecto al basal; ** p<0,01 respecto al basal; ** p<0,001 grupo
sedentario respecto al deportista en situacion basal. * p<0,05 grupo sedentario

respecto al deportista.
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5.2 EFECTO DE LA ADMINISTRACION DEL SIMBIOTICO SOBRE LOS NIVELES DE
ACTIVIDAD FISICA, SEDENTARISMO Y SUENO EN INDIVIDUOS SEDENTARIOS Y
DEPORTISTAS

El estudio de la actividad fisica es necesario para entender las caracteristicas
basicas del movimiento humano y su relacion con ciertas enfermedades, la salud
y la calidad de vida (Yang & Hsu, 2010). Existen métodos subjetivos y objetivos
para el registro y analisis de dicha actividad fisica, como pueden ser diarios y
cuestionarios, pero que dependen de una interpretacion individual, obteniendo
unos resultados mas imprecisos (Meijer, Westerterp, Verhoeven, Koper & Ten
Hoor, 1991). Es por ello que, el uso de la acelerometria, permite unos resultados
cuantitativos mas precisos y fiables siendo ampliamente aceptados en el dmbito
investigador. En la tabla 5 se muestran los principales resultados obtenidos de
diversos pardmetros registrados a través de acelerometria durante un periodo de

7 dias consecutivos de forma previa y post al tratamiento.

Tabla 5. Resultados obtenidos a través de acelerometria durante un periodo de 7 dias

SEDENTARIOS DEPORTISTAS
PLACEBO (n=7) SIMBIOTICO (n=7) PLACEBO (n=6) SIMBIOTICO (n=7)
VARIABLE BASAL POST BASAL POST BASAL POST BASAL POST
Kilocalorias 1218589+ 1003114 + 9971,39 + 1031145+ 848581+ 8706,6 + 7856,41 + 8359,98 +
(cal/semana)  3052,62 2209,75% 6062,77 6416,28 1572,13 2808,90 1619,90 1590,97*
METS 49
(ml O2/kg x 152+0,13  1,44+0,10% 1,43+021  146+024  14+0,08 1462016 137:008 '
min) !
MVPA 1289,85 + 1036,57 + 1081,28 + 1081,14 + 1091,66 + 1103,16 + 949,28 + 952,85 +
(min) 332,09 188,80* 458,38 525,82 257,39 316,51 231 227,19
Pasos 81866 + 66338,85 + 70175 + 67588 + 73096 + 68058,66+ 65676+ 6894842 +
(totales/semana) 11746,98 7987,85 17506,86 20406,6 13529,34 13787,82 11799,4 1244745
G((’;P;ts ‘jiem 112,42 + 104 + 113,71 + 114,14 + 132,83 + 114,16 + 127+ 120 +
sedentarismo 47 95 16,32 27,34 2232 22,65 34,74 10,36 9,52
(>1 min)
Loz (i) 304,72 + 172,67 + 156,94 + 124,9 + 293,68 + 305,38 + 190,71 + 213,78 +
77,78 103,16 91,61 66,03 86,81 149,51 114,24 95,79

. 0,88 +
Latencia (min)  1,12+0,64  1,58+0,83 1912119 155:122  087:049 0672049 1382097
Eficiencia sueno 90,8 +
o 87,75+2,87  87,23+3,64 9144£316  OL04:218  8919%331 89,6245  8746:609 .

* P<0,05 ** P<0,01 respecto a BASAL. Los resultados se expresan como la media + desviacion estandar. METS: Equivalentes metabolicos; MVPA:
Moderada a vigorosa actividad fisica; lu: lumen
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En el grupo sedentario con “tratamiento placebo” se observan algunas
diferencias significativas respecto al basal (p<0,05). Se produce una disminucion
de las calorias, la tasa metabdlica y el nivel de intensidad de actividad fisica.
Situando el protocolo en un periodo especifico, cabe resaltar que los sujetos
sedentarios se encontraban al inicio del periodo de examenes finales de la
universidad, con lo que los niveles de sedentarismo pudieran verse aumentados

aun mas por dicha actividad tal y como se aprecia en la tabla 4.

No obstante, el simbidtico parece prevenir dicha situacion evitando las
disminuciones referidas e incluso aumentando el consumo de Kcal en individuos
sedentarios. En este contexto se puede concluir que en los individuos sedentarios,
el simbiotico parece inducir a un aumento en la actividad fisica y metabdlica a
través de la determinacion del consumo de kilocalorias mediante acelerometria,
mientras que los principales efectos observados en los deportistas fueron, ademas
del aumento en los niveles del consumo de Kcal al igual que en los sedentarioss,

una mejora significativa y relevante en la calidad del suefio.

Diversas investigaciones han afirmado que la falta de suefio, la corta
duracion del suefio, aumento en la latencia, asi como la presencia de algun
trastorno de dicho suefio, se asocian con una amplia gama de riesgos para la
salud, como pueden ser el aumento del peso corporal, la morbilidad
cardiovascular y la mortalidad general, entre otras (Katz & McHorney, 2002;
Ayas, White, Manson, Stampfer, Speizer, Malhotra & Hu, 2003). Ademas, algunos
estudios indican que la mala calidad del suefio se asocia con un peor estado de
salud mental, incluyendo tasas mas altas de depresion, ansiedad y estrés
psicoldgico, asi como condiciones que han sido relacionadas con aumentos
temporales en la actividad de los principales sistemas de estrés neuroendocrinos,
es decir, el sistema simpatico-adrenal-autonomo y el eje hipotalamo-hipofisis-
adrenal (Ford & Kamerow, 1989; Meerlo, Sgoifo & Sucheki, 2008).



108 CARMEN DANIELA QUERO CALERO

Conforme a los resultados en los participantes deportistas registrados a
través de acelerometria, no se apreciaron cambios significativos (p>0,05) en los
que consumieron placebo, mientras que los que siguieron el protocolo con la
ingesta del simbidtico, tuvieron mejoras en la eficiencia y latencia del suefio. Una
buena calidad y eficiencia del suefio, es un factor importante en la determinacion
de salud y un sintoma de buena calidad de vida. La privacién del suerio
contribuye a una serie de cambios moleculares, inmunes y neuronales que tienen
un rol destacado en el desarrollo de ciertas enfermedades (Luyster, Strollo, Zee &
Walsh, 2012). Ademads, algunos estudios, en animales y humanos, han
demostrado que una deficiencia en el suefio puede afectar al aumento de algunas
citoquinas inflamatorias como la IL-13, TNF-a e IL-6, asi como algunas
inmunoglobulinas (Ig) como 1gM, 1gG y IgA (Vgontzas, Zoumakis, Bixler, Lin,
Follet, Kales & Chrousos, 2004; Everson, 2005).

La literatura sugiere que el consumo de complementos probiodticos y
prebioticos podria modificar algunas funciones fisiologicas del ser humano como
el apetito, el suefio, el estado de animo y los ritmos circadianos, todo ello a través
de metabolitos producidos por la fermentacion de microbios en el intestino (Rhee
& Kim, 1987). De nuevo, se necesitan mas estudios que profundicen en los
mecanismos de accion de dichos complementos conforme a su efecto,
especialmente en el suefio y como consecuencia de ello, en la mejora de la calidad
de vida.
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5.3 ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD DE LA FRECUENCIA CARDIACA EN REPOSO

La variabilidad de la frecuencia cardiaca (VFC) es un método novedoso, facil
de usar, y no invasivo que describe las variaciones de los intervalos entre latidos
cardiacos consecutivos (Abellan, 2019). La VFC es el resultado de las interacciones
entre el sistema nervioso auténomo (SNA) y el sistema cardiovascular (Kleiger,
Stein & Bigger, 2005). Existen muchas variables que pueden influir en la
variabilidad de la frecuencia cardiaca, algunos como el género, la edad, la
posicion del cuerpo en la que se mide, la hora del dia, la temperatura, consumo de
tabaco y alcohol, asi como la condicion fisica de resistencia, el estrés y la actividad
muscular, siendo un buen marcador para la adaptabilidad al entrenamiento
(Pumprla, Howorka, Groves, Chester & Norlan, 2002; Gall, Parkhouse &
Goodman, 2004). Aunque parezca ilogico, una mayor variabilidad de la
frecuencia cardiaca, es decir mayores oscilaciones entre los intervalos RR, se
relacionan con un mejor estado de salud y una mejor condicién fisica (Wolf,
Varigos, Hunt & Sloman, 1978; Martinelli et al., 2005).

Tabla 6. Resultados de la variabilidad de la frecuencia cardiaca en reposo

SEDENTARIOS DEPORTISTAS
PLACEBO (n=7) SIMBIOTICO (n=7) PLACEBO (n=6) SIMBIOTICO (n=7)

VARIABLE  BASAL POST BASAL POST BASAL POST BASAL POST

RR (. 868,77 + 829,12 + 768,17 + 7772 + 1049,36 + 1016,86 + 1053,51 + 1085,31 +
(m/s) 1478 1374 55,59 125,83 271,38 232,6 233,52 176,34

RMSSD(m/s)  52,41+3642  46,68+3629  32+1318 33,62+ 14,46  6235+2475  733+4224 754143373  7582+29,86

Hifin (ms?) 6,24+ 1,49 6,01+1,7 6,01+ 0,67 5,88 +0,75 6,77 +0,85 721+1,01 6,85+ 1,34 7,1+0,92

55 (5 10,07+472  83+318 1403+563  1093+284  977+1,78 9,55 +2,55 8,18+1,83 18,15+ 12,49

0,54 +0,71
S PS 0,49 +0,72 0,76 + 0,48 0,54+ 0,29 0,26 + 0,14 018+0,11*  020+0,13 0,23+0,35

* P<0,05 respecto a BASAL. Los resultados se expresan como la media + desviacion estandar. RR: periodo medio de intervalos entre latidos
consecutivos ; RMSSD: raiz cuadrada de la suma de las diferencias al cuadrado de los intervalos RR; Hfin: potencia de alta frecuencia en base a su
logaritmo natural; SS: indice de estrés; S/PS: ratio simpatico/parasimpatico.
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En la tabla 6 se muestran los resultados obtenidos del estudio de la
variabilidad de la frecuencia cardiaca basal y post tratamiento. Entre las variables
del dominio temporal se pueden clasificar algunas como la RR y la RMSSD.
Segun Aubert et al. (2003), uno de los factores que incrementan en deportistas
entrenados es la RMSSD, siendo por ello un gran indicador de las adaptaciones
del tono vagal respecto al ejercicio. Mayores niveles de dicha variable, la RMSSD,
han sido asociados con un mejor estado de salud (Camm, Malik, Bigger,
Breithardt, Cerutti, Cohen & Lombardi, 1996), individuos de menor edad
(Reardon & Malik, 1996) y mejor condicion fisica (Melanson & Freedson, 2001).

Esto se observa en este trabajo. Asi la diferencia existente en los valores
basales en dichas variables (RR y RMSSD) entre el grupo sedentario y deportista,
son significativamente mas altas en sujetos deportistas, corroborando la mejor
salud cardiovascular en los sujetos entrenados en comparacion con los inviduos
sedentarios. Ademas, en los sujetos sedentarios y deportistas que consumieron el
simbiotico se produce un aumento, aunque no estadisticamente significativo, en
la variable RR, pudiendo indicar una mejora en la reduccion de la frecuencia
cardiaca en reposo y, por ende, una mejora de la condicién cardiaca. Todo ello no

puede atribuirse a un efecto placebo.

Entre las variables del dominio de frecuencias, se encuentra la componente
HF.Se pone de manifiesto que mayores valores de la HF se relacionan con un
incremento de la actividad parasimpatica y menores valores con sedentarismo y
enfermedad (Camm et al., 1996), coincidiendo en este estudio con los niveles
basales ligeramente mas altos en deportistas sobre sedentarios. Segun Orellana et
al. (2015), se han creado dos nuevas variables muy relacionadas con el equilibrio
simpatico-parasimpatico, mas conocidas como indice de estrés (SS) y la ratio
simpatica/parasimpatica (5/PS), asi como para entender el equilibrio en el sistema
nervioso auténomo y para generar posibles pautas de rendimiento a través del
estudio de la variabilidad de la frecuencia cardiaca. De forma general, no se
aprecian cambios estadisticamente significativos (p>0,05) en la mayoria de las
variables analizadas en referencia a la variabilidad de la frecuencia cardiaca en
funcién del tratamiento simbidtico. Los datos obtenidos concuerdan con otros

estudios que afirman que, la variabilidad de personas deportistas es mejor, y por
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tanto, mas saludable, que en sujetos que tienen menores niveles de actividad
fisica (Aubert, Seps & Beckers, 2003; Dixon, Kamath, McCartney, & Fallen, 1992;
Goldsmith, Bigger, Steinman, & Fleiss, 1992).

Conforme al aporte que pudieran tener algunos complementos dietéticos
en la mejora de la funcién cardiovascular (Vasques et al., 2018), se ha demostrado
que la microbiota intestinal participa en el control de la tensién arterial mediante
varios mecanismos, como ejercer control a nivel de sistema nervioso autéonomo y
central, como la funcién de proteccion endotelial (Raizada et al., 2017), asi como
en la mejora de los niveles de triglicéridos y colesterol tras el uso de probidticos
(Furushiro et al., 1990). No obstante, a la luz de los resultados obtenidos en este
trabajo, no se puede concluir que tras la ingesta del simbidtico a lo largo de un
periodo de 30 dias se produzcan cambios significativos en la variabilidad de la

frecuencia cardiaca en sujetos deportistas y sedentarios.

5.4 EFECTO DE LA ADMINISTRACION DEL SIMBIOTICO SOBRE LOS NIVELES DE SALUD,
ESTRES, ANSIEDAD, SUENO Y CALIDAD DE VIDA PERCIBIDOS EN INDIVIDUOS
SEDENTARIOS Y DEPORTISTAS

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define la calidad de vida de
un individuo en funcién de cémo este percibe su forma de vida en un entorno
cultural determinado, relacionado con una serie de factores fisicos, mentales y
sociales de dicho entorno. Segun Jiirgens (2006), existe una clara diferencia entre
la percepcion de calidad de vida entre sujetos que practican deporte y sujetos
sedentarios, siendo mejor en los deportistas. Afirma que el deporte no sdlo
implica beneficios fisicos sino también psicoldgicos que pudieran mejorar el
autoestima, motivacion y percepcién de la persona. Como es bien sabido, la
practica de ejercicio regular es beneficiosa para la salud en personas de diferentes
edades, asi como para la prevencion de diversas enfermedades como pueden ser
la diabetes, hipertension, la obesidad y las enfermedades cardiovasculares, entre
otras (Warburton, Nicol & Bredin, 2006). Ademas de prolongar la vida, se ha
comprobado que la actividad fisica ayuda a disminuir los niveles de estrés,

ansiedad y depresion (Vallois, Zullig, Huebner & Drane, 2004).
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No obstante, de los resultados obtenidos en este trabajo, no se puede
concluir que, en general, el grupo de individuos sedentarios presenta una salud

percibida inferior al grupo de deportistas.

Entre algunas de las herramientas mas usuales para medir los niveles de
calidad de vida y salud percibidos, se encuentran diversos cuestionarios que, de
una forma sencilla, permiten obtener unos resultados cuantitativos. La
herramienta SF-36 se compone de dos escalas principales, una que evaltua la
percepcion fisica, y otra la mental (Vallois et al., 2004). Entre los resultados mas
destacados en esta tesis doctoral, se observa que la percepcion de salud general
percibida es muy similar en situacion basal entre los participantes sedentarios y
deportistas. De forma relevante se observd una mejora significativa de la
percepcion de calidad de vida (Figura 16, B) en sujetos deportistas tras el
tratamiento simbidtico (p<0,01). Esto coincide con muchos estudios que han
referido que la calidad de vida mejora con el consumo de pro-,pre- y simbioticos
(Schrezenmeir & de Vrese, 2008; Pandey et al., 2015; Bandyopadhyay & Mandal.,
2014; Markowiak & Slizewska., 2017), y que se corrobora en este trabajo con el
simbidtico Gasteel Plus ®. Este efecto no se observa en individuos sedentarios y

no puede atribuirse a un efecto placebo como se observa en la figura 16 D.

La importancia de la salud sugiere que el individuo tiene mayor control
sobre su vida y su salud, un locus interno. Hoy dia, esto puede parecer dificil
dentro del actual entorno moderno, y, debido a la cantidad de amenazas
estresantes que se encuentran (demandas del trabajo, problemas familiares,
trasnporte...), todo ello puede conllevar a un estrés cronico, perjudicial en el dia a
dia, y que como alternativa, un control del estilo de vida activo y saludable,

podria ser la solucidn a combatir dicho estrés (Starcke & Brand, 2012).

Podria concluirse que dichas mejoras sobre la autopercepcién de los
niveles de calidad de vida podrian deberse al efecto que el mismo deporte en si
pudiera ejercer, unido, al efecto de dicho tratamiento simbidtico. Todo ello, junto
a posibles mejoras en la salud intestinal, del sistema inmunitario, asi como en
parametros de estrés de dichos individuos, que pudieran ser determinantes en

dicha percepcion de la calidad de vida.



CAPITULO V: RESULTADOS Y DISCUSION 113

5.4.1. Efecto sobre la salud general percibida: SF-36
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Figura 16. Efecto del entrenamiento y del consumo de un simbiotico en esta
condicion sobre los niveles de salud percibida. A) Resultados basales de los
niveles de salud percibida en hombres sedentarios (n=14) y deportistas (n=13); B)
Influencia del entrenamiento sobre los efectos del simbiodtico en los niveles de
salud percibida (n=7 y n=6 en grupos sedentario y deportista respectivamente); C)
Efecto del consumo de un simbiotico sobre los niveles de salud percibida en
individuos sedentarios con placebo (n=7) o con simbidtico (n=7); D) Efecto del
consumo de un simbidtico sobre los niveles de salud percibida en individuos
deportistas con placebo (n=6) o con simbiodtico (n=7). Las determinaciones se
expresan mediante la media + EMS de cada una de las muestras.

*p<0,05 y * p<0,01 respecto al basal.
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5.4.2. Efecto sobre los niveles de estilos de vida saludables, control personal y
calidad del suefio: HLPCQ
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Figura 17. Efecto del entrenamiento y del consumo de un simbiotico en esta
condicion sobre los niveles de estilo de vida saludable y control personal
(HLPCQ). A) Resultados basales de los niveles de estilo de vida saludable y
control personal en hombres sedentarios (n=14) y deportistas (n=13); B) Influencia
del entrenamiento sobre los efectos del simbidtico en los niveles de estilo de vida
saludable y control personal (n=7 y n=6 en grupos sedentario y deportista
respectivamente); C) Efecto del consumo de un simbidtico sobre los niveles de
estilo de vida saludable y control personal en individuos sedentarios con placebo
(n=7) o con simbidtico (n=7); D) Efecto del consumo de un simbidtico sobre los
niveles de estilo de vida saludable y control personal en individuos deportistas
con placebo (n=6) o con simbidtico (n=7). Las determinaciones se expresan

mediante la media =+ EMS de cada una de las muestras.
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Figura 18. Efecto del entrenamiento y del consumo de un simbidtico en esta
condicion sobre la calidad del suefio percibida. A) Resultados basales la calidad
del suenio percibida en hombres sedentarios (n=14) y deportistas (n=13); B)
Influencia del entrenamiento sobre los efectos del simbiotico en la calidad del
suefio percibida (n=7 y n=6 en grupos sedentario y deportista respectivamente);
C) Efecto del consumo de un simbidtico sobre la calidad del suefio percibida en
individuos sedentarios con placebo (n=7) o con simbiotico (n=7); D) Efecto del
consumo de un simbidtico sobre la calidad del suefio percibida en individuos
deportistas con placebo (n=6) o con simbioético (n=7). Las determinaciones se

expresan mediante la media + EMS de cada una de las muestras.
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Otro de los cuestionarios utilizados para cuantificar el estilo de vida
saludable, control personal y calidad del suefio, ha sido el cuestionario de estilo
de vida saludable y control personal (Healthy Lifestyle and Personal Control
Questionnarie, HLPCQ). Los resultados se muestran en las figuras 17 y 18, en las
cuales tampoco se aprecian diferencias significativas entre el grupo de deportistas
y el de sedentarios, y en este caso tampoco tras el consumo del simbidtico
(p<0,05).

Paraddjicamente, tinicamente se observd una ligera mejora (aunque no
estadisticamente significativa) en la percepcion de la calidad del suefio tras la
intervencion con el simbidtico en el grupo de deportistas, si bien los resultados
objetivos, mediante acelerometria, ya se demostraron tanto en la eficiencia como
en la latencia del sueno. Estos resultados ponen de manifiesto, una vez mas, la

importancia de biomarcadores objetivos en este tipo de investigaciones.

Una de las partes mas importantes de dicho cuestionario se centra en la
eleccion de una dieta sana. El papel principal de la dieta es la de proporcionar los
nutrientes necesarios al tiempo que debe brindar al consumidor una sensacién de
satisfaccion y bienestar. Ademads la dieta juega un papel muy importante en
varias funciones del cuerpo, asi como su contribucién al estado de buena salud y
disminuciéon del riesgo de padecer enfermedades. Es por ello que, el uso de
determinados alimentos funcionales como pueden ser los probidticos y
prebidticos, ha crecido desde hace afios y se postulan como futuros alimentos que
puedan generar multitud de beneficios en la salud individual (Roberfroid, 1998).
Existen evidencias de que la administracién de determinados probidticos tienen
efectos beneficiosos en el estado de animo y en determinados problemas
psicoldgicos como pueden ser la ansiedad, el estrés, la fatiga y la depresion
(Messaoudi, Lalonde, Violle, Javelot, Desor, Nedji & Cazaubiel, 2011). Todo ello
podria estar muy relacionado con la funcion que estos tienen en la regulacion de
la microbiota intestinal, asi como su efecto en el eje HHA y en vias del sistema

nervioso (Mohammadi et al., 2016).
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5.4.3. Efecto sobre los niveles de ansiedad percibidos: STAI ansiedad-estado y
ansiedad-rasgo
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Figura 19. Efecto del entrenamiento y del consumo de un simbiotico en esta
condicion sobre los niveles de ansiedad-estado. A) Resultados basales de los
niveles de ansiedad-estado en hombres sedentarios (n=14) y deportistas (n=13); B)
Influencia del entrenamiento sobre los efectos del simbidtico en los niveles de
ansiedad-estado (n=7 y n=6 en grupos sedentario y deportista respectivamente);
C) Efecto del consumo de un simbidtico sobre los niveles de ansiedad-estado en
individuos sedentarios con placebo (n=7) o con simbidtico (n=7); D) Efecto del
consumo de un simbidtico sobre los niveles de ansiedad-estado en individuos
deportistas con placebo (n=6) o con simbidtico (n=7). Las determinaciones se
expresan mediante la media + EMS de cada una de las muestras.



118 CARMEN DANIELA QUERO CALERO

A) B)
40+
=] o
2 307 —T— S 304 +
g g
S 204 5
g g 20
@ o]
£ 104 2 10
o . o
Basal Sedentario Deportista
E3 Sedent_ario B3 Basal
3 Deportista =3 Post
C) D)
401 Sedentarios 404 Deportistas
g g
o 304 S 304 +
2 >
3 3
k) 204 -% 204
k5 3
b Q@
c 104 “ 104
< <
- T 0- T T
Placebo Simbiotico Placebo Simbiotico
E=& Basal E= Basal
3 Post 3 Post

Figura 20. Efecto del entrenamiento y del consumo de un simbiotico en esta
condicion sobre los niveles de ansiedad-estado. A) Resultados basales de los
niveles de ansiedad-rasgo en hombres sedentarios (n=14) y deportistas (n=13); B)
Influencia del entrenamiento sobre los efectos del simbidtico en los niveles de
ansiedad-rasgo (n=7 y n=6 en grupos sedentario y deportista respectivamente); C)
Efecto del consumo de un simbidtico sobre los niveles de ansiedad-rasgo en
individuos sedentarios con placebo (n=7) o con simbidtico (n=7); D) Efecto del
consumo de un simbidtico sobre los niveles de ansiedad-rasgo en individuos
deportistas con placebo (n=6) o con simbidtico (n=7). Las determinaciones se
expresan mediante la media + EMS de cada una de las muestras. * p<0,05 grupo
sedentario respecto al deportista, * p<0,05 respecto al basal.
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5.4.4. Efecto sobre los niveles de estrés percibidos
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Figura 21. Efecto del entrenamiento y del consumo de un simbiotico en esta
condicion sobre los niveles de estrés percibido. A) Resultados basales de los
niveles de estrés percibido en hombres sedentarios (n=14) y deportistas (n=13); B)
Influencia del entrenamiento sobre los efectos del simbidtico en los niveles de
estrés percibido (n=7 y n=6 en grupos sedentario y deportista respectivamente); C)
Efecto del consumo de un simbidtico sobre los niveles de estrés percibido en
individuos sedentarios con placebo (n=7) o con simbidtico (n=7); D) Efecto del
consumo de un simbidtico sobre los niveles de estrés percibido en individuos
deportistas con placebo (n=6) o con simbiodtico (n=7). Las determinaciones se
expresan mediante la media + EMS de cada una de las muestras. = p<0,01 respecto
al basal.
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5.4.5. Efecto sobre los niveles de fatiga percibidos
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Figura 22. Efecto del entrenamiento y del consumo de un simbiotico en esta
condicion sobre los niveles de fatiga percibidos. A) Resultados basales de los
niveles de fatiga percibidos en hombres sedentarios (n=14) y deportistas (n=13); B)
Influencia del entrenamiento sobre los efectos del simbioético en los niveles de
fatiga percibidos (n=7 y n=6 en grupos sedentario y deportista respectivamente);
C) Efecto del consumo de un simbidtico sobre los niveles de fatiga percibidos en
individuos sedentarios con placebo (n=7) o con simbidtico (n=7); D) Efecto del
consumo de un simbidtico sobre los niveles de fatiga percibidos en individuos
deportistas con placebo (n=6) o con simbidtico (n=7). Las determinaciones se
expresan mediante la media + EMS de cada una de las muestras. * p<0,05 respecto
al basal.
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5.4.6. Efecto sobre los niveles de depresion percibidos: Depresion de Beck
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Figura 23. Efecto del entrenamiento y del consumo de un simbiotico en esta
condicion sobre los niveles de depresion. A) Resultados basales de los niveles de
depresion en hombres sedentarios (n=14) y deportistas (n=13); B) Influencia del
entrenamiento sobre los efectos del simbiodtico en los niveles de depresion (n=7 y
n=6 en grupos sedentario y deportista respectivamente); C) Efecto del consumo de
un simbiodtico sobre los niveles de depresion en individuos sedentarios con
placebo (n=7) o con simbidtico (n=7); D) Efecto del consumo de un simbiotico

sobre los niveles de depresion en individuos deportistas con placebo (n=6) o con

simbidtico (n=7). Las determinaciones se expresan mediante la media + EMS de
cada una de las muestras. * p<0,05 respecto al basal.
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Los resultados obtenidos del analisis de los diferentes cuestionarios no
muestran diferencias significativas en referencia a sus niveles basales entre el
grupo deportista y el grupo sedentario. Si se observan diferencias
estadisticamente significativas en los niveles de ansiedad-rasgo (p<0,05)
representado en la figura 20, aprecidandose una disminucion de la misma en los
deportistas intervenidos con el simbidtico, un efecto que no se observa ni en
sedentarios ni puede ser atribuido a un efecto placebo. Este mismo efecto se
observd en los futbolistas al determinar los niveles de depresion percibidos.
Incluso, la administracion del simbidtico disminuyé drasticamente y de forma
significativa (p<0,05), tanto en sedentarios como en deportistas, influencia que
tampoco es atribuida al efecto del placebo (Figura 23). Los efectos beneficiosos de
los probioticos en la ansiedad y la depresion podrian explicarse por la exclusion
competitiva de patogenos intestinales dafiinos, disminucion de citoquinas
proinflamatorias y cambios en la comunicacion con el sistema nervioso central
generando cambios en diversos neurotransmisores que pudieran ser claves en

dichos niveles de ansiedad (Forsythe, Sudo, Dinan, Taylor & Bienenstock, 2010).

Existen multitud de estudios que han analizado los posibles efectos de
algunas cepas probidticas en sintomas de ansiedad y depresion en humanos,
muchos de los cuales reportan beneficios tras la intervencion. Messaoudi et al.
(2011), reportd diferencias significativas en el grupo experimental respecto al
control a través de diferentes indices y escalas de medicion (HADS, Hospital
Anxiety and Depression Scale). Asi mismo, en otro estudio, se observaron
reducciones severas entre los grupos en cuanto a otras escalas de medicion
(LEIDS-r, Leiden Index of Depression Sensitivity) tras el uso de determinadas cepas
probidticas: Bifidobacterium bifidum W23, Bifidobacterium lactis W52, Lactobacillus
acidophilus W37, Lactobacillus brevis W63, Lactobacillus casei W56, Lactobacillus
salivarius W24, y Lactobacillus lactis (Steenberger et al.2015). Dichos estudios
coinciden con los resultados obtenidos con Gasteel Plus ® y con otros estudios
(Bravo et al.,, 2011) observando una disminucion significativa (p<0,05) de los
niveles de depresidén en sujetos sedentarios y deportistas que consumieron el

simbiotico respecto a sus niveles basales (Figura 23, B).
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Marcos et al. (2004) evaluaron los efectos de una determinada cepa
probidtica en pardmetros inmunitarios y en la ansiedad en una poblacion
estudiantil antes y después de un periodo de exdmenes. Respecto a los resultados
de inmunidad, se observaron mejoras significativas en el aumento de algunos
marcadores como linfocitos totales en comparacion al grupo control, mientras que
en el Inventario de Ansiedad-Rasgo (STAI), se notaron peores resultados en
ambos grupos de estudio. Esta claro que estos resultados no coinciden con este
estudio, en el que los sujetos sedentarios que consumieron el simbiético no
mostraron un aumento en los niveles de ansiedad en dicho cuestionario y todo

ello, a pesar de encontrarse en periodo de examenes.

La fatiga, los trastornos del estado de animo, el bajo rendimiento y el
malestar gastrointestinal son factores comunes que algunos deportistas sufren
durante los periodos competitivos o de mayor intensidad fisica. Dichas demandas
fisicas y psicosociales del ejercicio pueden iniciar en si mismas una respuesta de
estrés (Clark & Mach, 2016), que pudieran a su vez generar fatiga, insomnio y una
disminucion del rendimiento (Purvis, Gonsalves & Deuster, 2010; Mackinnon,
2000). Se observa en este estudio, que el grupo sedentario muestra valores basales
mas bajos que el grupo deportista (Figura 22 A), y que, sin embargo, se produce
una disminucién de los niveles de fatiga percibidos en ambos grupos que
ingirieron el simbiotico. Estos resultados coinciden con otros que afirman la
reduccion de fatiga a través del uso de determinadas cepas probidticas (Sullivan
et al., 2009; Diaz-Ferrer et al., 2012).

En la figura 21 se observa también cémo, en los niveles de estrés
percibidos basales, no se aprecian diferencias entre los sujetos deportistas y
sedentarios, mientras que si que se observa una disminucion en sujetos
deportistas que habian consumido el simbidtico (p<0,01) frente al placebo. Esto
coincide con multitud de estudios que afirman que el estrés juega un papel muy
importante en la salud gastrointestinal (Lyte, Vulchanova & Brown, 2011),
generando ciertas respuestas que pudieran ser mediadas por bacterias que
pudieran ser beneficiosas para el organismo (Clarke et al., 2014; Walsh et al.,

2011). Son muchos los posibles mecanismos de accion propuestos pero aun no
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existe suficiente literatura que determine la causa principal de dichos resultados
(Messaoudi et al., 2011).

5.5 EFECTO DE LA ADMINISTRACION DEL SIMBIOTICO SOBRE LOS PARAMETROS
METABOLICOS EN INDIVIDUOS SEDENTARIOS Y DEPORTISTAS

5.5.1. Efecto sobre el perfil glucémico y lipidico:

Actualmente, y debido a los diferentes estilos de vida (sedentarismo,
pautas alimentarias inedecuadas), ha aumentado el nimero de enfermedades
cardiovasculares y metabolicas, como pueden ser la diabetes, la obesidad y el
sindrome metabolico (Quilés, Portolés, Vicente Sorli & Corell, 2015). Los diversos
trastornos en el perfil glucémico y lipidico, caracterizados por niveles elevados de
triglicéridos y colesterol, constituyen factores predisponentes para el desarrollo

de dichas enfermedades.

Ademas del ejercicio, la dieta se plantea como la principal intervencion
para establecer cambios en el perfil lipidico y glucémico, donde los probidticos y
prebidticos podrian ser de gran interés en la reduccion de lipidos en la sangre
(Mazloom, Yousefinejad & Dabbaghmanesh, 2013; Saéz-Lara, Robles-Sanchez,
Ruiz-Ojeda,Plaza-Diaz & Gil, 2016). Los lactobacilos y las bifidobacterias son los
principales géneros probidticos relacionados con la reduccion del colesterol,
aunque otras bacterias comparables como el acido lactico y el enterococo también
podrian tener resultados similares (Ali, Velasques, Hansen, Mohamed &
Bhathena, 2004). Gilliland & Walker (1990), observaron que unas determinadas
cepas de Lactobacillus acidophilus podian disminuir la absorcidon del colesterol al
mejorar la unién de dicho colesterol al lumen intestinal. Otras posibles
propiedades reductoras del colesterol a través del uso de probioticos son la
descojugacion de la bilis por la hidrdlisis de las sales biliares. Aunque los
mecanismos de dichos resultados parece que aun no estan del todo claros
(Gilliland, Nelson & Maxwell, 1985). Los principales resultados obtenidos en este
estudio, reflejados en la tabla 7, muestran, en primer lugar, que tanto el grupo de
individuos sedentarios como el de deportistas presentaron un rango de perfil
lipidico y glucémico compatibles con rangos normales y saludables, por lo que en
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principio, pareceria poco probable que el consumo del simbiotico conllevara a un

efecto apreciable o significativo.

Tabla 7. Resultados del perfil glucémico y lipidico

SEDENTARIOS DEPORTISTAS
PLACEBO (n=7) SIMBIOTICO (n=7) PLACEBO (n=6) SIMBIOTICO (n=7)

VARIABLE BASAL POST BASAL POST BASAL POST BASAL POST
Glucosa(mg/dl) 82 +6,45 79,71 +7,25 87,42 +9,6 81,85 19,33 89 16,09 86,33 £ 6,05 88,28 + 7,88 83,57 £ 6,39
Colesterol 169,28 + 169,57 + 154,71 154,14 + 143,5+ 141 + 171,14 + 164,85 +
total(mg/dl) 20,61 15,95 31,23 29,82 17,09 28,93 22,93 21,25
Colesterol

45 + 8,75 45,57 +7,18 48 + 4,28 49,28 +4,78 54 +10,43 50,5+12,73 55,42 + 7,06 50,14 + 8,02*
HDL(mg/dI)
Colesterol 104,85 + 108 + 94,71 + 92,71+ 81,16 + 79,33 ¢ 103,42 + 99 +
LDL(mg/dl) 17,35 14,79 28,84 25,38 17,78 24,13 21,34 21,14
Triglicéridos
(mg/dI) 96,85 +37,72 80,42 +33,52 60,14+23,83 60*27,09 40,83 +19,34 56,16+31,13 61,85+23,31 78,71+44,35

* P<0,05 respecto a BASAL. Los resultados se expresan como la media + desviacion estandar. HDL: High Density Lipoprotein; LDL: Low Density

lipoprotein.

Respecto a los resultados sobre los niveles de glucemia en sangre, no se
aprecian diferencias significativas en ninguno de los grupos (p>0,05). Esto
coincide con los resultados del estudio de Mazloom et al. (2013) en los que el

grupo probidtico no presento diferencias respecto al grupo control.

Los probidticos y prebidticos, sin embargo, si que han ofrecido resultados
mas favorables en el efecto sobre algunos marcadores del perfil lipidico como son
el colesterol total, coleterol LDL (lipoproteinas de baja densidad), colesterol HDL
(lipoproteinas de alta densidad) y triglicéridos, tal y como muestra en su estudio
Ipar et al. (2015), en los que los valores de colesterol total, colesterol LDL y
triglicéridos se redujeron significativamente tras un mes de tratamiento con un
simbiotico. Otro estudio también afirma mejoras en dichos valores a través del
uso de un probidtico combinado con Omega-3 (Rajkumar, Mahmood, Kumad,
Varikuti, Challa & Myakala, 2014). No se muestran resultados significativos
respecto a dicho perfil lipidico, coincidiendo con varios estudios que mostraron
resultados inconsistentes (Parnell & Reimer, 2009; Pourghassem Gargari,
Dehghan, Aliasgharzadeh & Asghari Jafar-abadi, 2013), siendo plausible pensar

que modificar valores normales y saludables carece de sentido.
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5.6 EFECTO DE LA ADMINISTRACION DEL SIMBIOTICO SOBRE LOS PARAMETROS
INMUNITARIOS/INFLAMATORIOS EN INDIVIDUOS SEDENTARIOS Y DEPORTISTAS

El objetivo principal de un programa de entrenamiento de un deportista es
mejorar su rendimiento. En este intento de mejora, los deportistas incrementan
sus niveles de ejercicio e intensidad, pudiendo generar un estrés fisico y mental
que pudiera crear malas adaptaciones fisioldgicas, asi como posibles afecciones en
el sistema inmunitario (Hackney & koltun, 2012). La alta carga
musculoesquelética produce dafos en el tejido muscular y en la respuesta
inflamatoria sistémica, que se transmiten a través de sefales quimicas
inflamatorias del sistema inmune, como son las citoquinas (Lehman et al., 1997).
Acorde a Smith (2004), el trauma inflamatorio del tejido resulta en la produccion
de una serie de citoquinas proinflamatorias (IL-1f3, IL-6, TNF-«), que conllevan al

desarrollo de enfermedad o fatiga en el comportamiento del deportista.

En individuos sedentarios dicho estrés suele ser mas mental pudiendo
generar también una reduccidén en la inmunocompetencia. Algunos estudios
(Petersen &Pedersen, 2005) afirman que, ademads, la dieta saludable y la
realizacion de actividad fisica moderada mantienen un estado antiinflamatorio en
el tejido adiposo (IL-10), cuya funcion principal es disminuir la inflamacion
inducida por el dafio en el tejido. En este contexto, es importante resefiar que aqui
es fisiologicamente relevante no valorar inicamente una citoquina aislada o un
pequeno grupo de citoquinas pro- y anti-inflamatorias, sino que es necesario
valorarlas en su conjunto. Es por ello que, en este trabajo, se ha determinado la
concentracion circulante de citoquinas pro-inflamatorias (IL-13, IL-8, TNF-a), de
la anti-inflamatoria IL-10 y de la reguladora de la inflamacién IL-6 (de caracter
tanto pro- como anti-inflamatoria segtin el contexto de la respuesta inmunitaria).
Se observa, tal y como muestran los resultados (figuras 24A, 25A, 26A y 27A) que
el grupo de deportistas presentaban, al igual que los sedentarios, unos niveles

basales en rangos normales de respuesta inflamatoria.
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Esto se corrobora también con la ausencia de deteccion en los diferentes
grupos en los niveles circulantes de IL-6, medidos a través de la técnica Bioplex-
Luminex. Ademas, al no existir una desregulacion inflamatoria de base, no cabria
esperar un efecto del simbiotico fisiologicamente relevante para una Optima
respuesta inflamatoria, que ya era presentada por los individuos objeto de la
investigacion. Si se ha observado un efecto modulador del simbidtico en relacion,
fundamentalmente, a la citoquina IL-1p; y paraddjicamente un efecto contrario
entre individuos sedentarios y deportistas, por lo que la respuesta se podria
encuadrar dentro de los denominados efectos bioreguladores (Ortega, 2016) como

sera especificado mas adelante.

Los probiodticos y prebidticos podrian ser una buena estrategia para
mejorar la salud humana, ya sea a través de inmunomodulacion de la inmunidad
local, al mantener la integridad de la pared intestinal o por su actuacién sobre la
inmunidad sistémica (Hao, Dong, Huang & Wu, 2011). Existen multitud de
estudios, mayoritariamente con el uso de probiodticos, que han estudiado la
posible interaccion de  dichos  complementos en el  sistema
inflamatorio/inmunitario (Clancy et al., 2006; Cox et al., 2010; Gill et al., 2016a;
Gill et al., 2017b; Gepner et al., 2017; Lampretcht et al., 2012)y otros, aunque en
menor medida, con simbioticos (West et al., 2012; Roberts et al., 2016; Coman et
al., 2017).

Los resultados de las citoquinas participantes en la respuesta inflamatoria
analizadas en esta investigacion se muestran a continuacion en las figuras de la 24
ala27.
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5.6.1. Efecto sobre la citoquina IL-18
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Figura 24. Efecto del entrenamiento y del consumo de un simbiotico en esta
condicion sobre la citoquina IL-1B. A) Concentraciones séricas basales de IL-13 en
hombres sedentarios (n=14) y deportistas (n=13); B) Influencia del entrenamiento
sobre los efectos del simbidtico en la concentracion sérica de IL-13 (n=7 y n=6 en
grupos sedentario y deportista respectivamente); C) Efecto del consumo de un
simbidtico sobre la IL-13 en individuos sedentarios con placebo (n=7) o con
simbidtico (n=7); D) Efecto del consumo de un simbidtico sobre la IL-13 en
individuos deportistas con placebo (n=6) o con simbidtico (n=7). Las
determinaciones se expresan mediante la media + EMS de cada una de las
muestras. ‘p<0,05 grupo sedentario respecto a deportista; ~p<0,01 respecto al

basal.
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5.6.2. Efecto sobre la citoquina TNF-a
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Figura 25. Efecto del entrenamiento y del consumo de un simbidtico en esta
condicion sobre la citoquina TNF-a.. A) Concentraciones séricas basales de TNF-a
en hombres sedentarios (n=14) y deportistas (n=13); B) Influencia del
entrenamiento sobre los efectos del simbidtico en la concentracion sérica de TNF-
a (n=7 y n=6 en grupos sedentarios y deportistas respectivamente); C) Efecto del
consumo de un simbidtico sobre la TNF-a en individuos sedentarios con placebo
(n=7) o con simbidtico (n=7); D) Efecto del consumo de un simbidtico sobre la
TNF-a en individuos deportistas con placebo (n=6) o con simbiotico (n=7). Las
determinaciones se expresan mediante la media + EMS de cada una de las

muestras.
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5.6.3. Efecto sobre la citoquina IL-8
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Figura 26. Efecto del entrenamiento y del consumo de un simbidtico en esta
condicion sobre la citoquina IL-8. A) Concentraciones séricas basales de IL-8 en
hombres sedentarios (n=14) y deportistas (n=13); B) Influencia del entrenamiento
sobre los efectos del simbidtico en la concentracion sérica de IL-8 (n=7 y n=6 en
grupos sedentario y deportista respectivamente); C) Efecto del consumo de un
simbiotico sobre la IL-8 en individuos sedentarios con placebo (n=7) o con
simbiotico (n=7); D) Efecto del consumo de un simbiotico sobre la IL-8 en
individuos deportistas con placebo (n=6) o con simbidtico (n=7). Las
determinaciones se expresan mediante la media + EMS de cada una de las

muestras. ‘p<0,05 respecto al basal
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5.6.4. Efecto sobre la citoquina IL-10
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Figura 27. Efecto del entrenamiento y del consumo de un simbidtico en esta
condicion sobre la citoquina IL-10. A) Concentraciones séricas basales de IL-10 en
hombres sedentarios (n=14) y deportistas (n=13); B) Influencia del entrenamiento
sobre los efectos del simbiotico en la concentracion sérica de IL-10 (n=7 y n=6 en
grupos sedentario y deportista respectivamente); C) Efecto del consumo de un
simbiotico sobre la IL-10 en individuos sedentarios con placebo (n=7) o con
simbiotico (n=7); D) Efecto del consumo de un simbidtico sobre la IL-10 en
individuos deportistas con placebo (n=6) o con simbidtico (n=7). Las
determinaciones se expresan mediante la media + EMS de cada una de las

muestras. ‘p<0,05 y +p<0,01 respecto al basal.
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5.6.5. Efecto sobre la citoquina IL-6

La citoquina IL-6 no se detectd en la mayoria de los participantes en el
suero analizado con el kit de deteccion y sensibilizacion utilizados (limite de
deteccion de 7,45 pg/ml) y a través del sistema Bioplex-Luminex. Por tanto,
aunque no se pudieron establecer comparaciones medias entre grupos, si que se
puede afirmar con estos resultados que los grupos experimentales no presentaban

una respuesta inflamatoria desregulada.

Como se puede apreciar en la figura 24 (B) las diferencias existentes al
analizar la interaccion estadistica (p<0,05) que existe entre el grupo sedentario y el
grupo deportista que habian recibido el tratamiento simbidtico. Se aprecia una
disminucion, aunque no estadisticamente significativa, de la citoquina IL-1f3 en
deportistas, mientras que el comportamiento en los sedentarios es inverso,
produciéndose un aumento, que es a su vez significativo (p<0,01) y que, ademas,
no se observa en el grupo placebo (figura 24C). Este hecho parece tener
fundamento en un aparente mayor nivel de IL-1§3 basal en los deportistas (figura
24B) y que constituye un claro ejemplo del “efecto bioregulador del simbiotico”,
el cual es pro-inflamatorio en individuos sedentarios (potencialmente ayudando a
prevenir infecciones) y anti-inflamatorio en deportistas con niveles elevados;
segin la hipotesis biorreguladora de la respuesta innata/inflamatoria (Ortega,
2016). Asimismo, se observa en la figura 27 (B y C) la disminucién en la
interleuquina 10 (IL-10) inducida por el simbiotico en el grupo sedentario (p<0,01)
que pudiera contribuir al efecto pro-inflamatorio en estos, si bien también se
observé en el grupo placebo (p<0,05) mostrado en la figura 27 C. Dichos
resultados podrian deberse al efecto en si del deporte. Segin Ortega (2016), el
ejercicio regular puede inducir a una estabilizaciéon neuroinmunoendocrina en
personas con inflamacién desregulada y la retroalimentacion de estrés, al reducir
la presencia de hormonas de estrés y citoquinas inflamatorias. Respuestas anti-
inflamatorias y anti-estrés parecen ser también inducidas, lo que se conoce y ya

ha sido comentado previamente como efecto bioregulador del ejercicio.

Ademas, no se observaron diferencias significativas (p>0,05) en los niveles
del tumor de necrosis alfa (TNF-a) tal y como se refleja en la figura 25.
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Esto coincide con los resultados de Gill et al. (2016) en los que la
suplementacion con L.casei durante un periodo de 7 dias no indujo cambios
significativos en algunas citoquinas que fueron analizadas (TNF-a, IL-8, IL-1f3, IL-
6 e IL-10). Estos estudios son contradictorios a otros en los que si que se producen
cambios significativos en algunas de las citoquinas anteriormente mencionadas.
Segun Gepner et al. (2017), afirma que se produjeron cambios en los valores
circulantes en plasma de las citoquinas TNF-a, IL-1f3 e IL2 tras el consumo de un
probidtico Bacillus coagulans combinado con calcio. Segin Lampretch et al. (2012)
la citoquina TNF-a mostrd niveles basales similares, mientras que después de 14
semanas de tratamiento con probidticos, esta disminuy¢ significativamente en el

grupo experimental.

El aumento de la IL-6 en la circulaciéon durante el ejercicio parece ser la
causa del aumento posterior de las concentraciones de la citoquina
antiinflamatoria IL-10, y el receptor antagénico de IL-1, que estimulan la
liberacion de cortisol (hormona que suprime el sistema inmunoldgico) por parte
de las glandulas suprarrenales (Keller, Steensberg, Hansen, Fischer, Plomgaard &
Pedersen, 2005). Segun Ibrahim et al. (2017), no se observaron diferencias
significativas en la IL-6 en su estudio realizado en sujetos sedentarios sanos que
tuvieron tratamiento probidtico. A su vez concuerda con los resultados de
Lampretch et al. (2012) en su estudio a 23 hombres deportistas, en el que la IL6 no
tuvo significacion conforme al tratamiento. No obstante, a la luz de los resultados,
ni el deporte realizado, ni el consumo del simbidtico, inducen el aumento de esta
citoquina, si bien puede ser planteables nuevos estudios que mejoren la

sensibilidad del limite de deteccion.

Otra de las variables inmunitarias que ha adquirido una especial atencion
por parte de los investigadores es la inmunoglobulina A (IgA). Dicha variable en
saliva (slgA) se ha asociado constantemente con la incidencia de infecciones,
donde bajas concentraciones o caidas transitorias sustanciales de dicha variable se
relaciona con un aumento de las enfermedades del tracto respiratorio superior
(Neville et al., 2008).



134 CARMEN DANIELA QUERO CALERO

Ademas, la mayoria de los estudios en los que esta involucrado el ejercicio
monitorean los posibles cambios de la inmunoglobulina A en saliva, ya que es un
anticuerpo critico para la inmunidad de la mucosa, asi como para otros cambios
que han sido registrados en marcadores inmunitarios (Dahl, Benterki, Girard &
Tompkins, 2016). Gleeson et al. (2011), en su estudio, concluyen que la ingesta
regular de un probiotico, Lactobacillus casei parece ser beneficioso en la reduccion
de la frecuencia de sintomas del tracto respiratorio superior, y todo ello, debido a
un mantenimiento en los niveles de 1gA en saliva, que coincide, ademds, con los
resultados de otros estudios (Clancy et al., 2006; Neville et al., 2008), sugiriendo
un hallazgo importante: el aumento de la inmunidad de la mucosa debido a la
administracion de probioticos serviria para proteger contra la infeccion debido a

patégenos que penetran en la mucosa.

También se observd en un estudio con jugadores de elite de rugby, que la
ingesta de una cepa determinada de probidticos (Lactobacillus gasseri;
Bifidobacterium bifidum and Bifidobacterium longum), redujo la indicendia de
cualquier sintoma de infeccion (Haywood, Black, Baker,McGarvey, Healey &
Brown , 2014). Ademas de otros estudios experimentales (Michalickova, Minic,
Dikic, Andjelkovic, Kostic-Vucicevic, Stojmenovic & Djordjevic, 2016; Salarkia et
al., 2013) que afirman que el consumo de dichos complementos reduce sintomas
de infeccién y del tracto respiratorio, y produce una mejora general del
rendimiento en poblacién deportista, y por ende, una mejora del consumo

maximo de oxigeno (VOzmax).

Existe una falta de concrecion metodoldgica en muchos de los estudios de
la literatura en referencia a marcadores inflamatorios e inmunitarios. No es asi en
el estudio de Cox et al. (2010), donde se concluyeron resultados clinicos
relevantes, observandose que no se produjeron cambios significativos en la
inmunoglobulina A en saliva entre el grupo placebo y el grupo experimental que
consumio un probidtico Lactobacillus fermentum. Ademas, otros autores (Gill et al.,
2016) mantienen que la suplementacidon probiotica durante un periodo de siete
dias no produjo cambios sobre las respuestas de proteinas antimicrobianas

salivales en comparacion con el grupo placebo.
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Estos resultados estan en concordancia con los resultados obtenidos en
esta tesis doctoral, en los cuales no se producen cambios significativos (p>0,05)
entre grupos ni a consecuencia del simbidtico (Figura 28), quizas debido al corto
periodo de tratamiento. Sin embargo, se observa un mayor aumento en los niveles
de inmunoglobulina A en el grupo de deportistas que tomaron el simbidtico
respecto al grupo de deportistas que consumieron el placebo, todo ello podria
justificar la compensacion, en el grupo de deportistas, de sus niveles ligeramente
disminuidos en relacién a los sedentarios. Seran necesarios futuros trabajos en los

que el tiempo de intervencion sea mayor a 30 dias.

Ademas, existen controversias entre los resultados de los diversos estudios
debido al uso diferente de género de bacterias, asi como el tipo de poblacion
sometida a estudio. Se hace necesario, para obtener fututos y madas concisos
resultados, una mayor unificacién metodoldgica, asi como una optima seleccion

de los marcadores funcionales que se vayan a determinar.
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5.6.6. Efecto sobre la inmunoglobulina A (IgA)
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Figura 28. Efecto del entrenamiento y del consumo de un simbidtico en esta
condicion sobre la inmunoglobulina A (IgA). A) Concentraciones en saliva basales
de IgA en hombres sedentarios (n=14) y deportistas (n=13); B) Influencia del
entrenamiento sobre los efectos del simbidtico en la concentracion en saliva de
IgA (n=7 y n=6 en grupos sedentario y deportista respectivamente); C) Efecto del
consumo de un simbiotico sobre la IgA en individuos sedentarios con placebo
(n=7) o con simbidtico (n=7); D) Efecto del consumo de un simbidtico sobre la IgA
en individuos deportistas con placebo (n=6) o con simbidtico (n=7). Las
determinaciones se expresan mediante la media + EMS de cada una de las

muestras.
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5.7 EFECTO DE LA ADMINISTRACION DEL SIMBIOTICO SOBRE LOS PARAMETROS
NEUROENDOCRINOS EN INDIVIDUOS SEDENTARIOS Y DEPORTISTAS

Durante el ejercicio, y debido a la activacion del eje HHA (hipotalamo-
hipofisis-adrenal) y del sistema nervioso simpatico, aumenta la secrecion de
cortisol y adrenalina, asi como la liberacion de otras catecolaminas como son la
noradrenalina (médula suprarrenal) y la hormona adrenocorticotropina (ACTH),
que estimula la secrecion de cortisol poco después de iniciar el ejercicio. El
cortisol ejerce un gran efecto antiinflamatorio, y las catecolaminas disminuyen la
produccion de algunas citoquinas inflamatorias (Cupps & Fauci, 1982; Bergmann,
Gornikiewicz, Sautner, Waldmann, Weber, Mittlbock & Fiigger, 1999). Dichas
catecolaminas y glucocorticoides vertidos al sistema circulatorio alcanzan
finalmente tejidos periféricos, como son el tracto gastrointestinal y el sistema
cardiovascular (Ulrich-lai, 2009).

Ademas, aparece una respuesta de estrés cuando un individuo se enfrenta
a un cambio endogeno o exdgeno percibido como amenazante o poco placentero,
producido no solo por un estimulo fisico, sino también psicoldgico (Galley et al.,
2014). Existe evidencia de que, ademas, la microbiota intestinal modula una serie
de neurotransmisores excitatorios e inhibitorios (serotonina, dopamina y el acido
gamma-aminobutirico o GABA), asi como otras sustancias similares a los
neurotransmisores, especialmente en posibles situaciones de estrés fisico y
emocional (Clarke et al., 2014; Moloney, Desbonnet, Clarke, Dinan & Cryan,
2014). Es por ello que la dieta se sitia como parte principal del mecanismo de
regulacion de este eje de comunicacion “intestino-cerebro”, entrando en juego el
papel de los probidticos, prebioticos y simbidticos. Las figuras (de la 29 a la 34)
reflejan los principales resultados obtenidos en las determinaciones de las
catecolaminas sistémicas, neurotransmisores y diversas hormonas de esta

investigacion.



138 CARMEN DANIELA QUERO CALERO

5.7.1. Efecto sobre los niveles de las catecolaminas sistémicas: dopamina,
epinefrina y norepinefrina
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Figura 29. Efecto del entrenamiento y del consumo de un simbidtico en esta
condicién sobre la catecolamina sistémica dopamina. A) Concentraciones séricas
basales de dopamina en hombres sedentarios (n=14) y deportistas (n=13); B)
Influencia del entrenamiento sobre los efectos del simbidtico en la concentracion
sérica de dopamina (n=7 y n=6 en grupos sedentario y deportista
respectivamente); C) Efecto del consumo de un simbidtico sobre la dopamina en
individuos sedentarios con placebo (n=7) o con simbidtico (n=7); D) Efecto del
consumo de un simbidtico sobre la dopamina en individuos deportistas con
placebo (n=6) o con simbidtico (n=7). Las determinaciones se expresan mediante la
media + EMS de cada una de las muestras. * p<0,05 respecto al basal; * p<0,05

grupo sedentario respecto a deportista.
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Figura 30. Efecto del entrenamiento y del consumo de un simbidtico en esta
condicién sobre la catecolamina sistémica epinefrina. A) Concentraciones séricas
basales de epinefrina en hombres sedentarios (n=14) y deportistas (n=13); B)
Influencia del entrenamiento sobre los efectos del simbidtico en la concentracion
sérica de epinefrina (n=7 y n=6 en grupos sedentario y deportista
respectivamente); C) Efecto del consumo de un simbiotico sobre la epinefrina en
individuos sedentarios con placebo (n=7) o con simbiotico (n=7); D) Efecto del
consumo de un simbidtico sobre la epinefrina en individuos deportistas con
placebo (n=6) o con simbidtico (n=7). Las determinaciones se expresan mediante la

media + EMS de cada una de las muestras. *p<0,05 respecto al basal.
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Figura 31. Efecto del entrenamiento y del consumo de un simbidtico en esta
condicion sobre la catecolamina sistémica norepinefrina. A) Concentraciones
séricas basales de norepinefrina en hombres sedentarios (n=14) y deportistas
(n=13); B) Influencia del entrenamiento sobre los efectos del simbidtico en la
concentracion sérica de norepinefrina (n=7 y n=6 en grupos sedentario y
deportista respectivamente); C) Efecto del consumo de un simbidtico sobre la
norepinefrina en individuos sedentarios con placebo (n=7) o con simbidtico (n=7);
D) Efecto del consumo de un simbidtico sobre la norepinefrina en individuos
deportistas con placebo (n=6) o con simbiodtico (n=7). Las determinaciones se
expresan mediante la media + EMS de cada una de las muestras.
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5.7.2. Efecto sobre los niveles sistémicos de la serotonina
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Figura 32. Efecto del entrenamiento y del consumo de un simbiotico en esta
condicion sobre la serotonina. A) Concentraciones séricas basales de serotonina
en hombres sedentarios (n=14) y deportistas (n=13); B) Influencia del
entrenamiento sobre los efectos del simbidtico en la concentracidon sérica de
dopamina (n=7 y n=6 en grupos sedentario y deportista respectivamente); C)
Efecto del consumo de un simbidtico sobre la dopamina en individuos
sedentarios con placebo (n=7) o con simbiotico (n=7); D) Efecto del consumo de un
simbiotico sobre la dopamina en individuos deportistas con placebo (n=6) o con
simbidtico (n=7). Las determinaciones se expresan mediante la media + EMS de

cada una de las muestras. * p<0,05 grupo sedentario respecto a deportista en
situacion basal.
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En la figura 29 se observan los resultados obtenidos de la concentracion de
dopamina. Lo primero que se aprecia es una menor concentraciéon de dopamina
sérica en los deportistas respecto al grupo sedentario, si bien sin diferencias
significativas (figura 29 A). Si se observan diferencias significativas (p<0,05) en el
comportamiento entre sujetos sedentarios y deportistas tras la administracion del
simbiotico, produciéndose una disminucion en el grupo de sedentarios y un
aumento significativo (p<0,05) en el grupo deportistas respecto a sus niveles
basales, compensando claramente los valores basales inferiores. Dichos resultados
muestran como, ademas del posible efecto del deporte sobre dicho
neurotransmisor, el posible efecto del simbidtico en poblacién deportista. Dicha
afirmacion coincide con los resultados de Heijnen et al., (2016), que afirman que el
ejercicio habitual de una o dos horas al dia aumenta los niveles de dopamina en el
cerebro. Ademads, aumentos en la dopamina y serotonina parecen modular la
fatiga durante ejercicio prolongado. El agotamiento parece establecerse cuando
los niveles de dopamina comienzan a descender mientras los niveles de
serotonina aun estan elevados (Meeusen & Meirleir., 1995). En este contexto, los
resultados obtenidos en este trabajo respecto a la fatiga (figura 22) en los
deportistas, podrian estar relacionados con los niveles menores de dopamina
junto a los elevados de serotonina (figura 32), pudiendo aqui el simbidtico
contrarrestar dichos efectos, puesto que ademas dicho efecto del simbidtico sobre

la dopamina en deportistas no se observa en el grupo placebo (figura 29 D).

La dopamina es precursor de la epinefrina y norepinefrina, sintetizandose,
ademsds, en el tracto digestivo durante situaciones de estrés. Su produccion
depende de varios factores: niveles de tirosina, bacterias entéricas que producen
dopamina, el tipo de estrés generado y el sexo de la persona. Existen varios
receptores de dopamina en todo el intestino, pudiendo jugar un papel muy
importante en el eje intestino-cerebro (Eisenhofer, Aneman, Friberg, Hooper,
Frandiks, Lonroth & Mezey, 1997). Algunos estudios muestran cémo
determinadas cepas probioticas inducen al aumento en la produccion de

dopamina en modelos in vitro (Asano et al., 2012; Clarke et al., 2014).
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Seguin Holzer & Farzi (2014), géneros de Candida, Streptococcus, Escherichia
y Enterococcus sintetizan la serotonina, mientras que géneros de otras cepas

Escherichia, Bacillus y Saccharomyces generan dopamina y/o noradrenalina.

Los resultados que se aprecian en la figura 32 muestran los niveles de
serotonina obtenidos en este estudio, en los que se observa que solo existen
diferencias significativas (p<0,05) entre los niveles basales del grupo deportista
respecto al sedentario, siendo mads bajos en este ultimo. La serotonina (5-HT)
también es un neurotransmisor clave en el eje intestino-cerebro (Clarke et al.,
2014). Aproximadamente el 95% de la serotonina del cuerpo se encuentra en el
intestino donde, periféricamente, actia en la regulacion de la secrecion
gastrointestinal, motilidad y percepcion del dolor (Costedio et al., 2007), mientras
que en el cerebro tiene gran importancia en el estado de dnimo y en la funcién
cognitiva (Wrase et al., 2006). Ademas, la serotonina podria tener un importante
efecto antidepresivo/ansiolitico tras un moderado nivel de estrés (Otsuka, Nishii,
Amemiya, Kubota, Nishjima & Kita, 2016).

Se afirma que el consumo de probidticos incrementa los niveles
plasmaticos de triptofano, el precursor de la serotonina (Moore et al.,, 2000).
Naslund et al. (2013) afirman que la inhibiciéon de la enzima que convierte el
triptéfano en serotonina indolamina-2,3-dioxigenasa (IDO), produjo una
disminucion de los niveles de serotonina en el cerebro y dichos cambios se
asociaron con un comportamiento de ansiedad en un estudio con ratas. Hasta la
fecha, el mecanismo especifico subyacente de esta interaccion sigue siendo
desconocido pero deja entrever la estrecha relacion entre el sistema nervioso y el
sistema endocrino. En general en este trabajo no se ha apreciado un efecto

significativo del simbidtico sobre los niveles en sangre de la serotonina.

Las catecolaminas, epinefrina y norepinefrina, son esenciales en la
comunicaciéon entre el sistema nervioso, inmunitario y endocrino, pudiendo
provocar cambios en bacterias, motilidad intestinal y produccién de acidos

biliares, y que a su vez pueden provocar una disbiosis bacteriana (Sudo, 2014).
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Los resultados del estudio muestran una disminucion significativa
(p<0,05) de los niveles de epinefrina en los participantes del grupo sedentario
administrados con el simbiotico respecto a sus niveles basales, mientras que no se
observan cambios significativos en los niveles de norepinefrina (figura 31).
Tampoco se aprecian cambios en los sujetos deportistas (p>0,05). Esto coincide
con el estudio de Winder et al. (1978), afirman que la respuesta de las
catecolaminas plamaticas (norepinefrina y epinefrina) se reducen levemente al

final de un periodo de entrenamiento.

Hasta la fecha, existen pocos estudios que analicen los efectos de un
simbiotico en los niveles de catecolaminas tanto en poblacion deportista como
sedentaria. No obstante, la disminucion inducida por el simbidtico en los niveles
de epinefrina en el grupo sedentario podria estar relacionada con el aumento en
este mismo grupo de la concentracion de la citoquina IL-1P3. Todo ello puede
explicarse debido a que en individuos sanos, una disminucién de la epinefrina y
las catecolaminas en general, estimulan la liberaciéon de IL-1 a través de
macrofagos, asi como las citoquinas inflamatorias a través de linfocitos Thl
(Elenkov & Chrousos, 2002; Ortega, 2016).
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5.7.3. Efecto sobre el eje hipotalamo-hipofisis adrenal: CRH y cortisol
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Figura 33. Efecto del entrenamiento y del consumo de un simbidtico en esta

condicion

sobre la hormona

liberadora de

corticotropina  (CRH). A)

Concentraciones séricas basales de CRH en hombres sedentarios (n=14) y

deportistas (n=13); B) Influencia del entrenamiento sobre los efectos del simbidtico

en la concentracion sérica de CRH (n=7 y n=6 en grupos sedentario y deportista

respectivamente); C) Efecto del consumo de un simbidtico sobre la CRH en

individuos sedentarios con placebo (n=7) o con simbiotico (n=7); D) Efecto del

consumo de un simbiotico sobre la CRH en individuos deportistas con placebo

(n=6) o con simbidtico (n=7). Las determinaciones se expresan mediante la media

+ EMS de cada una de las muestras. * p<0,05 y * p<0,01 respecto al basal; * p<0,05

grupo sedentario respecto a deportista.
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Figura 34. Efecto del entrenamiento y del consumo de un simbidtico en esta
condicién sobre la hormona cortisol. A) Concentraciones séricas basales de
cortisol en hombres sedentarios (n=14) y deportistas (n=13); B) Influencia del
entrenamiento sobre los efectos del simbiodtico en la concentracion sérica de
cortisol (n=7 y n=6 en grupos sedentario y deportista respectivamente); C) Efecto
del consumo de un simbidtico sobre el cortisol en individuos sedentarios con
placebo (n=7) o con simbiotico (n=7); D) Efecto del consumo de un simbiotico
sobre el cortisol en individuos deportistas con placebo (n=6) o con simbidtico

(n=7). Las determinaciones se expresan mediante la media + EMS de cada una de
las muestras.
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Bajo estrés, el eje HHA, libera cortisol, considerada la hormona del estrés,
regulando asi el movimiento intestinal y las respuestas del sistema inmunitario (a
través de células, citoquinas y secrecién de inmunoglobulina A. El estrés, a través
del eje mediado por la hormona liberadora de corticotropina (CRH), aumenta la
permeabilidad intestinal elevada facilitando asi el acceso de los microbios a las
células inmunes y neuronales del sistema nervioso intrinseco y en consecuencia,
alterando la microbiota intestinal. Altos niveles circulantes de cortisol hacen que
la hipofisis anterior disminuya la secrecion de ACTH, de la misma forma que
altos niveles de ACTH y cortisol pueden ordenar al hipotdlamo disminuir la
secrecion de CRH (Widmaier, 1992), todo ello regulado por el sistema de

retroalimentacion negativa endocrina.

Se observa en la figura 33 una diferencia significativa (p<0,05) en el
comportamiento de secrecion de CRH en respuesta al simbidtico entre el grupo
deportista y el grupo sedentario, disminuyendo de forma significativa (p<0,05) en
el grupo sedentario respecto a sus niveles basales y aumentando ligeramente en el
grupo deportista. Se intuye que los niveles de CRH en el grupo deportista
aumentan debido al aumento de estrés fisico, y sin embargo, disminuyen en el
grupo “sedentario simbidtico” pudiendo deberse al efecto del simbidtico. Algunos
estudios muestran resultados derivados de la administracion de un probiodtico
(Lactobacillus farciminis) que indujeron la atenuacion de la respuesta del eje HHA
al estrés a través de la prevencion del deterioro de la barrera intestinal y la
disminuciéon de los niveles circulantes de lipopolisacaridos, significando una
mejor proteccion de frente a desordenes gastrointestinales (Ait-Belgnaoui et al.,
2012).

En cualquier caso, parece interesante obervar como este aparente
“comportamiento biorregulador” del simbiotico, entre individuos sedentarios y
deportistas con niveles menores basales (p<0,05) de CRH, es similar al observado
en el comportamiento de la IL-1p, siendo por tanto plausible pensar que las
variaciones inducidas por el simbidtico en el SNS (ya comentado anteriormente
con la epinefrina), y en el eje HHA, ahora a través de variaciones en la CRH, estan
involucradas en los efectos bioreguladores de la respuesta inflamatoria (Heijnen,
Kavelaars & Ballieux, 1991).
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No obstante, esta disminucion de la CRH también se observo en el grupo
“placebo sedentario”, por lo que se hacen necesarias mas investigaciones en esta
situacion estudiada. Ademas, las variaciones significativas observadas en la CRH
unicamente se tradujeron en una ligera menor concentracion de los niveles de
cortisol en los deportistas respecto a los sedentarios, y en un incremento no

significativo en los deportistas en respuesta al consumo del simbidtico.

Es posible que en futuros estudios, ademas de elevar el nimero de
participantes, fuera necesario un mayor tiempo de intervencién para obtener
respuestas mas significativas y debido a que la modificacion de la dieta de una
forma positiva para la microbiota intestinal a través del eje de comunicacion
“intestino-cerebro” se plantea como una mejora fisioldgica, no solo para
deportistas y su posible mejora en el rendimiento, sino también para la poblacion

en general.
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VI - CONCLUSIONES

A continuaciéon se establecen las conclusiones de cada uno de los
subobjetivos planteados para la consecucion del objetivo general, siendo este el de
conocer los efectos del simbidtico Gasteel Plus® y sus posibles diferencias entre
poblacion deportista y sedentaria respecto a la respuesta neuroinmunoendocrina
y a las caracteristicas de actividad fisica cotidiana, calidad de suefio asociada a la

salud y calidad de rendimiento deportivo.

A)En relacion a la influencia del simbidtico sobre la composicidon corporal, y como
cabia esperar, dado que todos los individuos presentaban normopeso, no se han
observado variaciones significativas inducidas por el simbidtico. Sin embargo, a
pesar de tener ambos grupos un peso corporal e IMC basales similares, se
manifiesta una mayor masa muscular junto a menores niveles de masa grasa en
los deportistas, siendo esta una relacion muy importante e indicativa de salud. En
cualquier caso, se podria resaltar que el consumo del simbidtico no perjudico
estos aspectos en relacidon a la masa muscular y masa grasa de los futbolistas, que

si aumento, esta ultima, en poblacion sedentaria durante la intervencion.

B)En relacion de la influencia de Gasteel Plus® sobre los niveles de actividad fisica
podemos concluir que, en los individuos sedentarios, el simbidtico parece inducir
a un aumento en la actividad fisica y metabolica a través de la determinacién
objetiva del consumo de kilocalorias mediante acelerometria, mientras que los
principales efectos observados en los deportistas fueron, ademads del aumento en
los niveles del consumo de Kcal al igual que en los sedentarios, una mejora
significativa y relevante en la calidad del suefio, entre ellas, su eficiencia y

latencia.

C)En el estudio de la variabilidad de la frecuencia cardiaca en reposo se
comprueba que, en estado basal, la salud cardiovascular de los participantes
deportistas es notablemente mejor respecto a los participantes sedentarios. Se
observa, ademds un aumento, aunque no estadisticamente significativo, en la

variable RR en deportistas y sedentarios tras el periodo de tratamiento con el
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simbidtico, pudiendo indicar una mejora en la reduccion de la frecuencia cardiaca
en reposo y, por ende, en una mejora de la condicidon cardiaca, no pudiendo
atribuirse a un efecto placebo. Ademas, el simbidtico no produjo efectos negativos

que pudieran afectar a la salud cardiovascular de los grupos estudiados.

D)En relacion a la influencia del simbidtico sobre los niveles de “salud percibida”,
en primer lugar podemos concluir que nuestro grupo de individuos sedentarios
no presentaba una salud perficibida inferior al grupo de deportistas y se
manifiesta a través de los diferentes cuestionarios de salud, calidad del suefio,

ansiedad y estrés, fatiga y depresion.

e Es relevante destacar, que el simbiotico produjo una mejora en la
percepcion de la calidad de vida de los deportistas, un efecto que no se
observo en individuos sedentarios y que no pueden atribuirse a un efecto
placebo.

e A diferencia de lo que ocurre en el grupo de individuos sedentarios (en los
que no se observaron diferencias inducidas por el simbidtico), Gasteel
Plus® indujo en los deportistas a una reduccion en los niveles percibidos
de ansiedad y estrés; y al igual que en el grupo sedentario una
disminucion en los niveles de fatiga e indices de depresion percibidos.
Todos estos efectos son independientes de un efecto placebo.

e Se produjo, inicamente en los deportistas, una ligera mejora de la calidad
del suefio percibida; paradodjicamente, coincidiendo con la mejora
significativa determinada de forma objetiva mediante acelerometria, tanto
en la eficiencia como en la latencia del suefio, y dandole asi importancia a

los biomarcadores objetivos en este tipo de investigacion.

E)En relacion a la influencia del simbiotico sobre el estado metabdlico, indicar que
tanto el grupo sedentario como el de deportistas, presentaron un rango de perfil
lipidico y glucémico saludables en niveles basales, por lo que la ausencia general

de modificaciones fisiologicas relevantes en estos niveles inducidas por el
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simbiotico, permiten concluir que este no provocd efectos negativos en ninguno
de los dos grupos.

F)En relacion a la respuesta inmunoneuroendocrina podemos concluir:

e En primer lugar, y en referencia a la respuesta inflamatoria, que el grupo
de deportistas, al igual que los sedentarios, presentaban unos niveles en
rangos normales en estado basal. Si bien, resefar que, aunque sin
diferencias estadisticamente significativas, los deportistas presentaron
unos niveles ligeramente elevados de la citoquina pro-inflamatoria IL-13 y
ligeramente reducidos de la citoquina anti-inflamatoria IL-10. En relacién
a los efectos del simbidtico sobre los mediadores de la respuesta
inflamatoria, la principal conclusion que podemos observar es que Gasteel
Plus® induce a un claro efecto “biorregulador” en los niveles de IL-1p,
manifestado en un aumento, “efecto pro-inflamatorio”, en individuos
sedentarios y una disminucion, “efecto anti-inflamatorio”de los niveles
ligeramente elevados de esta citoquina en los futbolistas hasta alcanzar
niveles bastantes similares a los niveles basales de los sedentarios, un
efecto que no puede ser atribuido a un efecto placebo. A su vez, el efecto
proinflamatorio en individuos sedentarios se complementa al disminuir
dicho simbidtico los niveles de IL-10 en estos individuos, un efecto que, no
obstante y, paraddjicamente, también se observd al administrar la solucion
placebo.

e En relacién a los mediadores neuroinmunoendocrinos, indicar que,
mientras no existen diferencias entre el grupo de futbolistas y los
estudiantes sedentarios en los niveles de epinefrina y norepinefrina, si se
observan unos niveles inferiores (aun sin diferencias estadisticamente
significativas), en los niveles de dopamina y unos niveles mayores de
serotonina en el grupo de deportistas. En relacion a los efectos de Gasteel
Plus®, las principales conclusiones de este trabajo se manifiestan en el
efecto “biorregulador” del mismo sobre los niveles de dopamina, y de
forma menos drastica, en los niveles de serotonina, dado que el
tratamiento solo elevd los niveles de dopamina basalmente disminuidos

en el grupo de deportistas, asi como disminuy0 ligeramente los niveles de
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serotonina hasta niveles proximos a los de los sujetos sedentarios. Estos
resultados, ademds podrian explicar los efectos del simbidtico en los
niveles de fatiga percibidos, jugando la dopamina (biomarcador objetivo)
un papel fundamental y muy relacionado con los efectos del simbidtico en
los niveles percibidos de estrés y ansiedad en el grupo de deportistas.
Ademas, el simbiotico provocd una disminucion en los niveles sistémicos
de epinefrina en los sedentarios, claramente relacionado con el efecto pro-
inflamatorio a través de la elevacion de los niveles de IL-18 y la
disminucion de los niveles de IL-10

e En relacién al eje HHA, indicar, en primer lugar, que los futbolistas
presentaron niveles basales menores de CRH que los individuos
sedentarios, lo que se tradujo tinicamente en unos ligeros menores valores
de cortisol. De nuevo el simbiotico ejerce un efecto biorregulador elevando
los niveles solo en los participantes deportistas. Este efecto se relaciona

claramente con el inducido en la respuesta inflamatoria a través de la IL-

1B.

G)En relacion a la influencia del simbidtico sobre los niveles de Inmunoglobulina
A en saliva, no encontramos resultados significativos entre grupos ni como
consecuencia de la intervencion, si bien, los deportistas presentan unos niveles
ligeramente inferiores que pueden ser compensados por el consumo del

simbiotico, efecto que deberia ser estudiado en mayor profundidad.

Como conclusion general, asumiendo los posibles errores que toda
generalizacion conlleva, podemos establecer que el simibidtico Gasteel Plus®
induce un “efecto biorregulador”, y por tanto dependiente del estado basal de la
respuesta en cada individuo o grupo poblacional de la respuesta inflamatoria que
involucra fundamentalmente a la IL-1 B, con un efecto pro-inflamatorio en
sedentarios (no patoldgico sino probablemente facilitador de la respuesta innata)
y anti-inflamatorio en deportistas con niveles basales elevados. Este efecto parece
ser regulado, al menos parcialmente, por un efecto biorregulador inducido en el
hipotdlamo a través de la liberacion de CRH. Los efectos biorreguladores de
Gasteel Plus® en la respuesta neuroendocrina, fundamentalmente en los

deportistas, también afectan a la dopamina (y en menor medida a la serotonina), y
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pueden subyacer a la reduccion inducida por el simbiotico en los niveles
percibidos de ansiedad y estrés, fatiga y depresion; asi como a la mejora objetiva
en la calidad de sueno. Indicar, finalmente, que Gasteel Plus® no provoc6 ningin
perjuicio desde los puntos de vista inmunofisioldgicos, antopométricos y

metabolicos evaluados en este trabajo.
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VII - LIMITACIONES Y FUTURAS LINEAS DE
INVESTIGACION

7.1 LIMITACIONES

La principal limitaciéon de la presente tesis doctoral, comun a todos los
parametros estudiados, podria ser un no muy elevado nimero de la muestra, si
bien, ésta es acorde a otros estudios previos. Ademas, el tiempo del consumo del
simbiotico fue de 30 dias, quizds un periodo corto para apreciar grandes
variaciones en los diversos parametros estudiados, establecidos por ser momentos
de mayor estrés mental y fisico de los participantes. Para la mejor valoracion de
las respuestas del eje HHA esta pendiente de valorar la ACTH y con mayor
sensibilidad, caso de ser posible, la IL-6; pero las circunstancias de la pandemia de
covid 19 lo han impedido puesto que desde 2020 habia imposibilidad de

conseguir los reactivos de los kits.

7.2 FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION

Debido a la gran informacién que se encuentra en la literatura acerca de la
relacion que existe entre el estudio de la microbiota intestinal y su relacion con los
sistemas inmunoendocrino y nervioso, seria muy interesante, para futuras
investigaciones, el estudio de la composicion de la microbiota intestinal de sujetos
deportistas y sedentarios y sus posibles variaciones tras la intervencion con dicho

simbidtico, todo ello, a través del analisis de las heces.

Finalmente, es fundamental para futuros trabajos la unificacion de
enfoques metodologicos para evitar interpretaciones parciales de los resultados,
asi como evaluar la relevancia fisioldgica y clinica de los efectos in vitro y ex vivo
de los probidticos, prebidticos y simbidticos, especialmente como herramienta

nutricional para deportistas.
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IX- ANEXOS

ANEXO 1: CUESTIONARIOS

Cuestionario de salud SF-36

MARQUE UNA SOLA RESPUESTA

1. En general, usted dirfa que su salud es:
10 Excelente
2 [0 Muy buena
3 [0 Buena
4 O Regular
5[0 Mala

2. JCémo diria que es su salud actual, comparada con la de hace un afio?
1 O Mucho mejor ahora que hace un afio
2 [ Algo mejor ahora que hace un afio
3 [ Mas o menos igual que hace un afio
4 [ Algo peor ahora que hace un afio
5 [ Mucho peor ahora que hace un afio

LAS SIGUIENTES PREGUNTAS SE REFIEREN A ACTIVIDADES O
COSAS QUE USTED PODRIA HACER EM UN DIA NORMAL.

2. Suw salud actual, ;e limita para hacer esfuerzos intensos, tales como cormrer,
lewvantar objetos pesados, o participar en deportes agotadores?
1 [ 3i, me limita mucho

2O si, me limita un poco

9. Su salud actual, e imita para caminar wa kilémetro o més?
10 5i, me limita mucho
2 i, me limita un poco

301 Mo, no me limita nada

10. Su salud actual, ;lc limita para caminar varias manzanas (varios centenares
de metros)?

100 §i, me limita mucho

20 i, me limita un poco

310 Mo, nome limita nada

11, Su selud ectual, ; le fimita para caminar una sola manzana (unos 100 metros)?

1 00 %i, me limita mucha

2 [0 $i, me limita un poco
3 [0 No, no me limitz nade |

12. Su salud actual, ;le limita para bafiarse o vestirse por si mismo?
10 i, melimita mucho
2[00 8i, me limita un poco

3 [0 o, no me limita nada

4. Su salud actual, ;le limita para hacer esfuerzos moderados, Como mover una
mess, pasar la aspiradora, jugar a los bolos o caminar mas de una hora?

1 OO Si, me limita mucho

2 [ Si, me limita un poce

3 O No. no me limita nada

5. Su salud actual, jle limitz para coger o llevar la bolsa de la compra?
1 O 8i, me limita mucho
2 [ Si, me limita un poeo

3 0 Mo, no me limita nada

6. Su salud actual, ;le limita para subir varios pisos por la escalera?
1 0 8i. me limita mucho
2 O S1, me limita un poco

30 MNo. no me limita nada

7. Su salud actual, 2le limita para subir un solo pise por la escalera?
1 0O Si, me limita mucho
20 Si, me limita un poco

3 0O ™o, no me limita nada

E. Su salud actual, ;le limita para agacharse o arrodillarse?
1 0O Si, me limita mucho

2 O Si, me limita un poco

LAS SIGUIENTES PREGUNTAS SE REFIEREM A PROBLEMAS
EN SU TRABAJD O EN SUS ACTIVIDADES COTIDIANAS,

13, Durante las 4 dltimes semanas, (tuvo que reducir el tiempo dedicado al
trabajo o a sus actividades cotidianas, & causa de su salud fisica?
100 si

200 No

14, Durznte las 4 dllimas semanas, Jhizo menos de lo que hubiera querido hacer,
a causa de su salud fisica?
10 s1

20 Mo

15, Durante las 4 dltimas semanas, /tuvo que dejar de hacer algunas tareas en su
trabajo o £n sus actividades cotidianas, a causa de sy sahid fisica?

10 si

20 wo

16. Duerante [as 4 (ltimas semanas, jtuvo dificultad para hacer su trabajo o sus
actividades cotidianas (por ejemplo, le eostd mas de lo normal), & causa de su

salud fisica?

10 si
200 Mo



17. Durante las 4 dltimas semanas, ;tuvo que reducir el tiempo dedicado al
trabajo o a sus actividades cotidianas, g ¢ g algin problems xnal {como
estar triste, deprimido, o nervioso?

100 si

20 Ne

18. Durante las 4 Gltimas semanas, ; hize menoes de lo que hubicra querido hacer, a
canss de alein problema emocional (como estar triste, deprimido, o nerviose)?
10 st

20 wo

19, Durante las 4 Gltimas semanas, ;no hizo s trabajoe o sus actividades cotidianas
tan cuidadosamente como de costumbre, 2 causa de algin problema emaocional
{como estar triste, deprimido, o nervioso)?

10 si
20 ™o
20. Durante fas 4 diltimas semanas, Jhasta qué punto su salud flsica o los

problemas emocionales han dificultado sus actividades sociales habituales con la
familia, los amigos, los vecinos u otras personas?

1O Nada

20 Unpoce

30O Regular

4 [0 Bastante

5O nucho

24, Durante las 4 dltimas semanas, ;cuénto fiempo estrvo muy nervioso?
100 Siempre
20 Casi siempre
3 [0 Muchas veces
4 [ Algunas veces
5O Sélo alguna vez
&[0 Nunca

25, Durante las 4 (ftimas semanas, ;cudnto tempo se sintid tan bajo de moral que
nada podia animarle?

100 Siempre

2 O Casi siempre

3 [ Muchas veces

4 [0 Algunas veces

s O Sélo alguna vez

&[] MNunca

26, Durante las 4 (liimas semanas, ;cudnto tiempoe se sintid calmado ¥ tranguilo?
10 Siempre
20 Casi siempre
3 00 Muchas veces
40 Algunas veces
500 S6lo alguna vez
6 MNunca

30. Durante las 4 dltimas semanas, ; codnto tiempo se sintié feliz?

10 Siempre

2 0 Casi siempre

3 0 Muchas veces
40 Algunas veces
5[ sdlo alguna vez
600 Nunca

31. Durante las 4 ultimas semanas, 7 cudnto tiempo se sintié cansado?
10 Siempre
2 [0 Casi siempre
3 0 miuchas veces
40 Algunas veces
5[0 Sélo alguna ver
& O Munca

32, Durante las 4 dltimas semanas, jeon qué frecuencia la salud fisica o los
problemas emocionales le han dificultado sus actividades sociales (como visitar a
los amigos o familiares)?

10 Siempre

2 00 Casi siempre

3O Algunas veces

4 [0 Sélo alguna vez

5 0 Munca

21. ;Tuvo dolor en alguna parte del cuerpo durante |as 4 Gltimas semanas?
1 0 ™o, ninguno
20 Si, muy poco
300 Si,unpoco
40 31, moderado
50 =i, mucho
6 0] 81, muchisimo

22, Durante |as 4 Gltimas semanas, ;hasta qué punto el dolor le ha dificultado su
trebajo habitual (incluido el trabajo fuera de casa y las tareas domésticas)?

10 Mada

20 Un poco

3 [ Regular

4 [ Bastante

50 Mucho

.45 PREGUNTAS QUE SIGLUTEN SE REFIEREM A COMO SE HaA SENTIDO Y COMO LE]
HAN DO LAS COSAS DURANTE LAS 4 TILTIM E EN CADA PREGUNTAJ
[RESPONDMA L0 QUE SE PAREZCA MAS A OOMO 58 HA SENTIDO USTED.

23, Durante l2s 4 Gitimas semanas, Jcudnto tiempo se sintio lleno de vitalided?
10 Siempre
2 O Casi siempre
3 O Muchas veces
4O Algunas veces
5[ Sélo alguna vez
6 Munca

27. Durante las 4 dltimas semanas, jcudnto Hempo tvo tmschs energia?
10 Siempre
20 Casi slempre
3 O Muchas veces
40O Algunas veces
5[0 Sélo alguna vez
&[] Munca

28, Durante las 4 tltimas semanas, ;cudnto tiempo se sintid desanimado y triste?
1 0 Siempre
20 Casi siempre
3O Muchas veces
40 Algunas veces
50 sélo alguna vez
60 MNunca

29. Durante las 4 Gltimas semansas, ; cudnto tiempo se sintid agotado?
10 Siempre
20 Casi siempre
3 [0 Muchas veces
4 [0 Algunas veces
5O sélo alguna vez
60 Nunca

POR FAVOR, DIGA SI LE PARECE CIERTA O FALSA
CADA UNA DE LAS SIGUIENTES FRASES.

33. Creo gue me pongoe enfermo mas facilmente que otras personas.
10 Tatalmente cierta
2 [0 Bastante cierta
30 Molosé
4 [ Bastante falsa
5O Tetalmente falsa

34. Estoy tan sano como cuzlquiera.
1 O Totalmente cierta
2 [ Bastante cierta
30 Nolosé
4 O Bastante falsa
5 0O Toalmente falsa

35. Creo que mi salud va a empeorar.
1 0 Tosalmente clerta
2 O Bastante cierta
30 Nolose
4 [0 Bastante falsa
50O Toulmente falsa

36. Mi salud es excelente.
1 0 Tetalmente cierta
2 O Bastante cierta
30 Nolosé
4 1 Bastante falsa
50 Totalmente falsa



Cuestionario de vida saludable y control personal (HLPCQ)

Muncaf

Raramente A weces A menudo Siempre
1. £ Tiene cuichacka cow fa o jdad o comigie
que pane en sw aloho 1 2 El 4
2. SRews los etiguetes de los olimentos anfes
e CamErTYT G grogucte? 1 z a 4
3. J Colcwa (s covarias de sus camidas & 1 3 3 a
4. JLimita fas gr B L O s P i 2 3 4
5. dle gusha cocimary? 1 7 3 4
B. d Came olimenlas orgdnicas# 1 2 3 4
T fCome productos mtegrafes 7 1 2 3 &
B. £ Evite covmer conmide precocinmde o rdphdo . . . -
. £ Ewibn foy bebidoy gosecsos P 1 2 3 4
10, Evite comer cuanga estd eFtresadn o
desomimade P 1 2 3 &
11, JEWitr comer g eXceso cuando estd fuena
T MRS A0S P 1 2 3 a4
12 SCoume sus coemigas o Lo emisrma haro fodios
fos aios? 1 2 3 4
13 £ Teems culdacko ponr N saitarse mhguna
covikdha # 1 F 3 4
14. ¢ Tame un buen desapuna ? 1 2 3 N
15, Dunenmie @ o misme hare todos dos dies? 1 2 3 a
16. J Tiene ara ruling pueng Sus actividades
afarios® 1 F 3 4
17, ¢ Toma & desepunc a o misma haro todos
hos ois 7 1 F 3 4
1B, JAlmuersa todos fas aias o b mismo hora P " 2 BB - a
18, JCmne todes les dirs @ o misme horar? 1 2 2 4
20, Pricticn eferoicio serdivoo duramfe 20
ATULES O s, ol Menos 3 veces pov semana s 1 2 3 4
21. dHace ejercicio de manerg arganizada? 1 = 3 .
22, JCAmBarte sus profenrs persommies o
rercUpacianes con fos demds P 1 2 3 4
3. ¢ S concentra en pensamimnios positives
durante los dificultodes ? 1 2 3 4
M. JEx copar de dejor b mente en b o
fava g peostarde ? 1 2 1 4
Z5. dle pregcugn giscutis con tw familio
digriamente ¢ 1 2 3 4
26. Ex copar de equitibrar su trabajo, wid
persanm y ocip? 1 2 3 4




Cuestionario de calidad del suefio (HLPCQ)

TEST CALIDAD DE SUENO:

Darviri et al.:.The Healthy Lifestyle and Personal Confrol Questionnaire (HLFCQ): a
novel tool for assessing selfempowerment through a constellation of daily activities.
BMC Public Health 2014 14:995.

1. (Estds satisfechofa con tu suefio?
En absoluto (0)
Paco (1)
Moderadamente {2)
Mucho (3)
Muchisimao (4]

2, [Tomas alglin medicamento para dormir?
S1{-1)
NO (D)

3. ¢Te quedas dormido con facilidad?
Munca (0}
Algunas veces (1)
Frecuentemente (2)
Siempre (3)

4. Tesientes descansado después de despertar;
Nunca [0)
Algunas veces (1)
Frecuentemente (2)
Siempre (3)



Cuestionario de ansiedad-estado y ansiedad-rasgo (STAI)

Umiversicdad
“mmphnense
E Tt ITmstrum
Inventario de Ansiedad Estado-Rasgo
(State-Trait Anxiety Inventory, STAI)

o - Nelaterial de Pricticas

ANSIEDAD-ESTADO

INSEUCCIONes: A CONtNUSCHN ENCoRTan unas foses qQue S& UlilZan Comentemente PaM JeSCribise Uno a =i mismo. Lea
cada frase y sefiale 12 puntuadion e 0 a 3 gue Indigue Mejor COMEC SE Sienfe LSfed JHOME MISME, &n este momento. Mo hay
respuestas bucnas nl malas. Mo empies demasiado Hempo en cada frase y conteste seflalando I3 respuesta gue mejor
describa su sihuackn presenie.

Hada Algo Bastante Mucho
1. e slanto camado -] 1 2 3
2 e slento saguro ] 1 2 z
3. Esioy tensn o 1 2 3
4. Estoy contranado o 1 2 z
5 Me slentD camooo [estoy 3 gusto) o 1 z 3
6. Me siento alerado o 1 2 3
7. Estoy preccupaco 3hora por posiies desgracias Teuras ] 1 2 z
& Me sianto descansado -] 1 2 3
2. Me slento angustiaco ] 1 2 z
10. M slenio confortabic ] 1 2 3
11. Tengo corrlanza en mi mismao ] 1 2 z
12. Mie SiEND NEniosD ] 1 z 3
13. Estoy desasosegaco ] 1 2 z
14, M Slenio My «3tacos (COmo oprimis) o 1 2 3
15. Estoy relajado o 1 2 3
16. Me siento satisfacho -] 1 2 3
17. EStDy praocupado ] 1 2 2
15. M2 slento aturtido y sobreexciad -] 1 2 3
19. Me slento alegre o 1 2 3
20. En este momento me siento Dien ] 1 2 z

Imstrumentos - Material de Fricticas

ANSIEDAD-RASGOD

insfrucciones: A continuacion enconfrard unas frases gue se utilzan comienizmenie para describirse uno a2 sl mismo. Lea
cada frase y seflale la punfuscion de 0 a 3 gue indique mejor oémo = Slends usted an gereral =n la mayoda de las
ocasiones. No hay respuesias buenas nl maias. No empks gemasiado bempo en cada fase ¥ conbeste sefalando i
respuesia gque mejor descoiba cdmo se skenie usked generaimente.

‘Ca6| nunoa A veoas A menwedo Cacl clempre

21. e siemio bien ] 1 2 3
22, M canso rapidaments o 1 2 3
23. Slemo ganas de liorar ] 1 2 3
24, Me quetana ser tan Tellz como oirs. a 1 2 3
25, Plerto oporunidsdss por no decidime pronia o 1 2 1
26. e 5entD 0eEEnsann a 1 2 3
27. S0y una peTsona frangula, serena y sosegata o 1 z 3
Q&Exlr:q.lelmﬂmmssemn:rmymmm 1 1 2 3
20, M2 Preocupo Gemasiado por coss 5N Imporsnaa L] 1 2 E
30. Soy telz o 1 2 3
31. Susky fomar (2= cosas demasiado ssramenie a 1 2 3
32 ke falta comflanza en mi mismo a 1 2 3
33. M2 gt seguro L] 1 2 3
34. Mo suslo afoniar kas orisls o dflcufiades a 1 2 3
35, Me Siin st (metancolio) o 1 2 1
36. Estoy satigfecho L] 1 2 3
37. W fondan Y molestan pensamientos sin importancia ] 1 2 3
aﬂm tamo ko5 desengafies que no puedo a ' N 3
38, S0y UNa pE0na estable o 1 2 3

40, Cuando plenso sobre asUMios y preocupacionss . . - .
actuales me pongo tenso y agitadn




Cuestionario de estrés percibido (PSS)

Version espafiola (2.0) de la Perceived Steess Seale (PSS) de Cohen, 5., Kamarck, T., & Mermelsiein, R,
(1983}, adaptada por ¢l Dr. Eduardo Remor,
Escala de Estrés Percibido - Perceived Steess Scale (PSS) - version completa 14 items,

Las preguntas en esta escala hacen referencia a sus sentimientos v pensamientos durante el dltimo mes. En
cada caso, por favor indigee con una “X"” como usted se ha sentido o ha pensado en cada situaeitn.
Munca Casli [ vez A Muy a

nunca en menndo  menudo
cuando
1. En el dltimo mes, jeon qué frecuencia ha estado 0 1 2 3 4
afectado por algo que ha ocwrrido inesperadamente?
2. En el altimo mes, jcon qué frecuencia se ha sentido i] 1 2 3 4
incapaz de controlar las cosas imporiantes en su vida?
3. En el altimo mes, jcon qué frecuencia se ha sentido 0 1 2 3 4
neTViosn o estresado?
4. En el altimo mes, jcon gqué frecuencia ha manejado 1] 1 2 3 4
con éxito los pequefios problemas irritantes de la
vida”
5. En el Gltimo mes, jeon gué frecuencia ha sentido 0 I 2 3 4
que  ha afrontado  efectivamente  los  cambios
impaortantes que han estado ocurmiendo en s vida?
&, En ¢l altimo mes, Jcon qué frecuencia ha estado i] 2 3 F
seguro sobre su capacidad para mancjar sus problemas
personales?
7. En el dltimo mes, joon qué frecuencia ha sentido 1] 1 2 3 4
que las cosas le van bien?
4. En el Gltimo mes, joon gué frecuencia ha sentido 0 | 2 3 q
que no podia afrontar todas las cosas que tenia que
hacer?
9. En el altimo mes, joon qué frecoencia ha podido i] | 2 3 F
controlar las dificultades de su vida?
10. En el ultime mes, jeon que frecuencia se ha i 1 7 3 4
sentido que tenia todo bajo contral?
11. En el ftimo mes, jcon qué frecuencia ha estado 0 1 2 i 4
enfadado porque las cosas que le han ocurrido estaban
fuera de su control?
12, En ¢l iltimo mes, jcon qué frecuencia ha pensado 0 1 2 3 4
sobre las cosas que le quedan por hacer?
13, En el iltimo mes, jeon qué frecuencia ha podido 0 l 2 3 4
controlar ls forma de pasar el tiempo?
14, En el altimo mes, jeon qué frecoencia ha sentido 0 1 2 3 4

que las dificultades se acumulan tanto que no puede
superarlas?




Cuestionario breve sobre la percepcion de fatiga (BFI)

Durante el transcurso de nuestras vidas, la mayoria de nosotros tenemos momeantos
en que nos sentimos cansados o fatigados. §5e sintié usted muy cansado (fatigado)
durante la semana pasada? Si I v

1. Por favor, ¢ gue su fatiga (cansancio) haciendo un circulo alrededor del numearo
gue describe su fatiga EN ESTE MOMENTO.

0 1 2 3 4 a 3 a 10
Mingurna La peor fatiga que
Fatiga 58 puede imaginar
Por fave Higua su fatiga (cansancio) haciendo un circulo alrededor del ndmero
gue describe su fatiga USUAL durante las dltimas 24 horas.

0 1 F 3 4 5 6 T 10
Minguna La pacr faliga que
Faliga se puede Imaginar
Por favor, califique su fatiga (cansancio) haciendo un circulo alredador del namearo
que describe su fatiga PEOR durante las Gltimas 24 hor
0 1 2 3 4 5 & T 9 10
Minguna La peor faliga que
F atiga s@ puede maginar

Haga wun circulo alrededor del nimero que mejor describe la manera en que su
fatiga ha interferido, durante las ditimas 24 horas, con su;

A, Actividad en general
0 1 2 3 10
0 interfiere Interfiere par completg

B. Estado de animao
0 1 2 3 4 5 B T 8 ] 10
o intarfiers Interfiere por comphsto

C. Capacidad para caminar

0 1 2 a 4 5 [+ 7 & 2 10
Mo intarfiere Interfiers por comphetd
D. Trabajo normal (ya sea en casa o afuera del hogar)
[i] 1 2 3 4 g ] f 3 9 10
o interfiere Interfizre por compledo

E. Relaciones con ofras personas
1] 1 2 3 4 5 [ T a g 10
a interfiera Interfiers por compleig

F. Capacidad de diversitn (disfrutar la vida}
o 1 2 3 4 ] & T 8 10
o interfiare Interfiere par completo

k=)




Cuestionario depresion de Beck (BDI)

1] 4
Kz ma sianto triste Mo tengs ninguna ides de matarme
| | Mea siento triste Tengn ideas de matarme, pero no las llevo a caba
| | Me siento triste todo «l tiempe y ne pueda librarme de sllo. Me gustaria matarme
| Me siento tan triste 0 desdichada que no peede sopertario Me mataria si tuviera la oportunidad
2] 10}
Ho estoy particulanmente desanimiado con respecto al futuro Mo lloro mas de ba habitual
Me siento desanimads con respecto al futuro Lloro mis antes
Sienito gue no puedao esperar nada del futuro Ahara llero todo el tiempo
Seento gue o futwro ex iremediatés ¥ que |5 cosas na puedsn majarar Antes era capaz de Borar, pere ahora no pueds llorar nuncs aungque guiskera
3) 11)
Mo me sienta fracasada Mo me irrito mis ahera gue antes
Siento que he fracasado mis quela persena normal Me 9 irrite mas fdcimente ahora gue antes
Cuanda miro hacla el pasade lo Onics que pueda ver on mivida &3 un mentdn de Me siento irritado todo of tiempo
fracasos No me frrito para nada con las cosas que salia irritarme
Slento que como persona say un fracase compdeto 13)
4
Mo e perdido interés en olrad personas
| Siga obteniendo tanto placer de las cosas como antes Ei mENDS interesado en otras personas de lo que solla estar
| ho disfruto de lss cosas como solis hacerlo He perdido la mayor parte de mi interés en los demds
| ¥a nada me satisface realmente He pordido todo interds an los dermis
| Tote me aburre o me desagrada 13}
5
Tome dacisianes como siempre
No siento ninguna culpa particular Oejo de tomar decisiones mis fracusntemente gue antes
Me sients eulpable buena parte del tiempo Tengo mayer dificultad gue antes en tomar decisiones
Me siento bastante culpable la mayor parte del tiempa ¥a no pueda tamar ninguna dedsion
Me sienta culpable tado of tiempa 14)
&)
Mo Cress QU me vea BEOF Que 3ntes
Na siento que esté siendo cast Me precoupa que esté parecendo svejentado o inatractivo
Siento que pusdo estar siendo castigado Sienta quie hay £3mbios pefManentes en mi apariencia que me hatcen parecer inatractivo
Expero ser castigado Creo gue me veo harrible
Slento que estoy siende castigado 15)
b

N me siento decaprionado en mi mismo
Estoy decepeionade conmigs

| Estoy harto de mi misme:

Puedo trabajar tan bien como antes
Me cuesta un mayar asfuerso zar 3 hacer algs

Tengo que hacer un grén esfunrao para hacer cualguier cosa

[ Me odio & mi misma

1

Mo puiedo hacer ningdn tipo de trabajo
15)

| Puede dormir tan bien coma antes

Mo mie Sienld pedr que otros
Me critico por mis debilidades o errones

| Mo duermo tan bien como antes

| Me despierta 1 & 2 horas mis temprane de o habitual y me cugsta walver a dormir
A3 Lempear AEIbUE Y TS ChNS VoIV d sonmle )

| | M culpo todo el tiempe por mis faltas

E Me culpo por todas kas cosas malas guee suosden

Mz desps varias haras mas temprano de o habitual y no puedo vobver & dormirme

)

Mo me canso mis de o habital

Me canso mas facilmente de lo gue solia cansarme

Mg carso al hacer ¢

Estoy demasiads cansado para hacer cualquier cosa

18]

Mi apetito no ha varlsdo

Mi apatito o o5 tan busno eame antes

Mi apetitn e3 muUcho peor que antes

¥a no tenga nada de apetita

18)

Uktimamente no he perdide muchs pess, si es que perdl algo

He perdido mds de 2 kilos

He perdido mas de 4 kilos

He perdido mas de b kilos

20)

Mo estay mis

por mi salud da o habitual

estimaga o constipacion

Estoy preccupado por problemas fisicos tales como malestares y dodoras de

Estoy muy preccupado por

fisicos y es dificl pensar en otra cosa

Estoy tan preccupado por mis problemas fisicos que no puedo pensar en nada mdc

1)

Mo ha notada cambi jente de miinterés pos el sexo
Estoy menas interesado por @l sean qua antas

E mucha menass interessds por el ewn ahora

te perdida por complete miinterds par el sexo




ANEXO 2: CONSENTIMIENTO INFORMADO

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo oo DN

-

D aRo:

Haber sido informadof/a del esmudio v procedimientos de la investigacion del Provecto tmlado:
Efectos difesenciales en la salud a través de wso de un simbiditico en deportistas profesionales v
personas sodentanas

Los mmvestigadores que van a acceder a mais datos personales v a los resultados de ks
prucbas son: Carmen Danicla Quero Calero, BEduardo Ortega Rincon vy Pedeo Manonelles
Marqueta

Asimismo, he podido hacer preguntas del estudio, comprendiendo que me presto de forma
voluntara al mismo v que en cualguier momento puedo abandonarlo sin que me suponga peruicio

de ninguin tipo.

CONSIENTO:

1-} Someterme a las siguientes pruchas exploratorias (oo su caso): Toma muestea plasma
cn sangre, toma muocstra de heces v oonna, ingesta de un complemento alimenticio
(simbsooco Gasteel Plus) o placcho, antropometnia, acelerometria, medidas de la
varmbilidad de la frecuencia cardiaca, cucstionanos validados para el estudio del estecs,
ansiedad y percepeion de calidad de vida

2-) El uso de los datos obrenidos sepin lo indicado en el pdrrafo sipuiente:

En cumplimicnto de la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccadn de
Datos de Caricter Personal, le comunicamos que la informacion que ha facilicado v la
obtenida como consecuenoa de las exploraciones a las que se va a someter pasard 4
formar pame de fichero automatizado INVESALUD, cuyo tmlar cs la FUNMDACTON
UNIVERSITARIA SAN ANTONIO, con la finalidad de INVESTIGACION Y
DOCENCIA - EN LAS  AREAS  DE  CONOCIMIENTO  CIENCIAS
EXPERIMENTALES Y CIENCIAS DE LA SALUD. Tiene derecho a acceder a csta
informacion y cancelarka o recuficarda, dingéndose al domicilio de la enndad, en Avda,
de los Jerdmmos de Guadalupe 30107 (Murcia). Esta entidad le garantiza la adopcidn
de las medidas oportunas para ascgurar el rammiento confidencial de dichos dams.

En Guadalupe (Murcia) a oo d@ e di2 20






