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ABSTRACT

Creatine monohydrate (CrM) and B-hydroxy p-methylbutyrate (HMB) are widely
studied sports supplements. However, it is not clear how they act when used together in
sports. It should be added that the unknown is even greater when is predominantly aerobic

sport such as rowing.

The objectives of this thesis have been: 1) to determine through a systematic review
the efficacy of mixing CrM plus HMB compared to its isolated effects on sports performance,
body composition, exercise-induced muscle damage markers (EIMD) and anabolic-catabolic
hormones, 2) to determine the efficacy and the degree of potentiation of 10 weeks of
supplementation with CrM plus HMB in athletic performance, which was measured by an
incremental test to exhaustion in traditional elite male rowers, and 3) to determine the effect
and the degree of potentiation of 10 weeks of supplementation with CrM plus HMB in the

EIMD and anabolic-catabolic hormones.

Based on the aims set, the main results of the thesis indicate that: 1) the combination
of CtM plus 3 g/day of HMB for 1-6 weeks could produce positive effects on sports
performance (strength and anaerobic performance) and during 4 weeks in body composition
(increase in fat free mass and decrease in fat mass), 2) intake of CrM plus HMB for 10 weeks
showed a synergistic effect on aerobic power during an incremental test, and 3) the
combination of CrM plus HMB had a synergistic effect on testosterone and the
testosterone/cortisol ratio and an antagonistic effect on cortisol compared to the sum of

individual or isolated supplementation.

The conclusions obtained in the present doctoral thesis indicate that the combination
of these two supplements can be of great help for the professionals around the athlete to

improve aerobic performance and recovery.

Keywords: recovery; exercise-induced muscle damage; anaerobic; aerobic; body

composition; testosterone; cortisol; supplementation
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RESUMEN

El monohidrato de creatina (CrM) y el B-hidroxi B-metilbutirato (HMB) son
suplementos deportivos ampliamente estudiados. Sin embargo, no esta claro como actiian
cuando se utilizan conjuntamente en el &mbito deportivo. Hay que afadir que la incognita es
todavia mayor, cuando hablamos de un deporte de caracter predominantemente aerobico

como el remo.

Los objetivos de esta tesis han sido: 1) determinar mediante una revision sistematica
la eficacia de mezclar CrM mas HMB en comparacion con sus efectos aislados sobre el
rendimiento deportivo, la composicidon corporal, los marcadores de dafio muscular inducidos
por el ejercicio (EIMD) y las hormonas anabdlico-cataboélicas. 2) determinar la eficacia y el
grado de potenciacion de 10 semanas de suplementacion con CrM mas HMB en el
rendimiento deportivo, que se midi6 mediante una prueba incremental en remeros
tradicionales de élite masculinos. 3) determinar el efecto y el grado de potenciacién de 10
semanas de suplementacion con CrM méis HMB en los EIMD y hormonas

anabolicas/catabolicas.

En base a los objetivos planteados, los principales resultados de la tesis indican que:
1) La combinacion de CrM mas 3 g/dia de HMB durante 1-6 semanas podria producir efectos
positivos en el rendimiento deportivo (fuerza y rendimiento anaerobico) y durante 4 semanas
en la composicion corporal (aumento de grasa masa libre y disminucioén de la masa grasa).
2) La ingesta de CrM mas HMB durante 10 semanas mostré un efecto sinérgico sobre la
potencia aerdbica durante una prueba incremental. 3) La combinacion de CrM mas HMB
presento un efecto sinérgico sobre la testosterona y la ratio testosterona/cortisol y un efecto
antagonista sobre el cortisol en comparacion con la suma de la suplementacion individual o

aislada.

Las conclusiones obtenidas en la presente tesis doctoral indican que la combinacion
de estos dos suplementos puede ser de gran ayuda para los profesionales que rodean al

deportista para mejorar el rendimiento aerobico y la recuperacion.

Palabras clave: recuperacion; dafio muscular inducido por el ejercicio; anaerobico;

aerobico; composicidn corporal; testosterona; cortisol; suplementacion
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ARTICULO 1

Aunque hay muchos estudios que muestran el efecto aislado del monohidrato de
creatina (CrM) y el B-hidroxi B-metilbutirato (HMB), no esta claro qué efecto tienen cuando
se combinan. El objetivo principal de esta revision sistematica fue determinar la eficacia de
mezclar CrM méas HMB en comparacion con sus efectos aislados sobre el rendimiento
deportivo, la composicidon corporal, los marcadores de dafio muscular inducidos por el
gjercicio y las hormonas anabdlico-catabdlicas. Dicha revision sistematica se realizo de
acuerdo con las pautas de la declaracion PRISMA y el modelo PICOS, para la definicion de
los criterios de inclusion. La busqueda se llevd a cabo en las bases de datos electronicas
PubMed/MEDLINE, Web of Science (WOS) y Scopus desde el inicio hasta el 3 de julio de
2019. Ademas, se evaluaron la calidad metodologica y el riesgo de sesgo de los estudios
incluidos de acuerdo con las pautas de colaboracion Cochrane. Se reviso la literatura sobre
los efectos de la combinacion de CrM mas HMB en el rendimiento deportivo utilizando
varias variables de resultado (rendimiento atlético, composicion corporal, marcadores de
dafio muscular y estado hormonal). Esta revision sistematica incluyo 6 articulos que
investigaron los efectos de CrM mas HMB en el rendimiento deportivo (dos en el rendimiento
de fuerza, mostrando mejoras en uno de ellos; tres en el rendimiento anaerobico, presentando
mejoras en dos de ellos; y uno en el rendimiento aerdbico, no presentando mejoras), la
composicion corporal (tres en la masa corporal, mostrando mejoras en uno de ellos; dos en
la masa libre de grasa, presentando aumentos en uno de ellos; y dos en la masa grasa,
mostrando disminuciones en uno de ellos) y los marcadores de dafio muscular y estado
hormonal (cuatro en marcadores de dafio muscular y uno en hormonas anabdlico-catabolicas,
que no muestran beneficios en ninguno de ellos). En resumen, la combinaciéon de 3—10 g/dia
de CrM mas 3 g/dia de HMB durante 1-6 semanas, podria producir efectos positivos en el
rendimiento deportivo (fuerza y rendimiento anaerdbico) y durante 4 semanas en la
composicion corporal (aumento de masa libre de grasa y disminucién de la masa grasa). Sin
embargo, esta combinacion parece no mostrar efectos positivos relacionados con los

marcadores de dafio muscular inducido por el ejercicio y las hormonas anabolico-catabolicas.

Palabras clave: nutricion deportiva; anaerdbico; aerdbico; composicion corporal;

recuperacion muscular
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ARTICULO 2

El monohidrato de creatina (CrM) y el B-hidroxi B-metilbutirato (HMB) son ayudas
ergogénicas comunes en el ambito del deporte y se usan con frecuencia de forma aislada. Sin
embargo, hay algunos estudios que han investigado el efecto de la combinacion de ambos
suplementos en diferentes variables relacionadas con el rendimiento, con resultados
controvertidos. Por lo tanto, el objetivo principal de este estudio fue determinar la eficacia y
el grado de potenciacion de 10 semanas de suplementacion con CrM mas HMB en el
rendimiento deportivo, que se midid mediante una prueba de esfuerzo incremental en remeros
tradicionales de ¢élite masculinos. En este estudio doble ciego controlado con grupo placebo
y duracion de 10 semanas, los participantes (n=28), fueron asignados al azar a un grupo
placebo (PLG; n=7), grupo CrM (0,04 g/kg/dia de CrM; n=7), grupo HMB (3 g/dia de HMB;
n=7)y grupo CrM-HMB (0,04 g/kg/dia de CrM mas 3 g/dia de HMB; n=7). Antes y después
de las 10 semanas de intervencion, se realizo una prueba incremental en un remoergdémetro
para calcular la potencia que cada remero obtuvo en el umbral anaerobico (WAT), a 4
mmol/L (W4) y 8 mmol/L (W8) de concentracion de lactato en sangre venosa periférica. No
hubo diferencias significativas entre grupos en WAT, W4, ni en la composicion corporal. Sin
embargo, se observo que la potencia aerobica alcanzada en W8 fue significativamente mayor
en el grupo CrM-HMB que en los grupos PLG, CrtM y HMB (p<0,001; n2p=0,766).
Asimismo, se encontrd un efecto sinérgico de la suplementacion combinada en comparacion
con la suma de los dos suplementos por separado en WAT (CrM-HMBG=403,19% vs. CtMG
+ HMBG=337,52%), W4 (CtM-HMBG=2736,17% vs. CtMG + HMBG=1705,32%) y W8
(CrM-HMBG=1293,4% vs. CrMG + HMBG=877,56%). En resumen, la suplementacion con
CrM mas HMB durante 10 semanas mostrd un efecto sinérgico sobre la potencia aerdbica
(medida como WAT, W4 y W8) durante una prueba incremental, pero no influy6 en la masa

muscular.

Palabras clave: recuperacion muscular; umbral de lactato; masa muscular;

composicidn corporal; potencia aerdbica; nutricion deportiva; suplementacion
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ARTICULO 3

El monohidrato de creatina (CrM) y el B-hidroxi f-metilbutirato (HMB) son ayudas
ergogénicas ampliamente estudiadas. Sin embargo, ambos suplementos generalmente se
estudian de manera aislada. Los pocos estudios que han investigado el efecto de combinar
ambos suplementos sobre el dafio muscular inducido por el ejercicio (EIMD) y el estado
hormonal han reportado resultados controvertidos. Por lo tanto, el objetivo principal de este
estudio fue determinar el efecto y el grado de potenciacion de 10 semanas de suplementacion
con CrM més HMB en EIMD y hormonas anabolicas/catabolicas. Este estudio fue un estudio
realizado con doble ciego y controlado con grupo placebo en el que los participantes (n=28)
fueron asignados al azar a cuatro grupos diferentes: grupo placebo (PLG; n=7), grupo CrM
(CrMG; 0,04 g/kg/dia de CrM; n=7), grupo HMB (HMBG; 3 g/dia de HMB; n=7) y grupo
CrM-HMB (CrM-HMBG; 0,04 g/kg/dia de CrM mas 3 g/dia de HMB; n=7). Antes (punto
de partida, T1) y después de 10 semanas de suplementacion (T2), se recogieron muestras de
sangre de todos los remeros. No hubo diferencias significativas en los marcadores EIMD
(aspartato aminotransferasa, lactato deshidrogenasa y creatina quinasa) entre los grupos. Sin
embargo, se observaron diferencias significativas en CrM-HMBG con respecto a PLG,
CrMG y HMBG en la testosterona (p=0,006; n2p=0,454) y la relacion testosterona/cortisol
(T/C; p=0,032; n2p=0,349). Ademas, se encontr6 un efecto sinérgico de la suplementacion
combinada en testosterona (CrM-HMBG=-63.85% vs. CtMG + HMBG=-37.89%) y T/C
(CrM-HMBG=680% vs. CrMG + HMBG=57.68%) y un efecto antagonista sobre el cortisol
(CrM-HMBG=131.55% frente a CrMG + HMBG=389.99%). En resumen, la combinacion
de CrM mas HMB mostré un aumento de testosterona y T/C en comparacioén con los otros
grupos después de 10 semanas de suplementacion. Ademas, dicha combinacion present6d un
efecto sinérgico sobre la testosterona y el T/C, asi como un efecto antagonista sobre el cortisol

en comparacion con la suma de la suplementacion individual o aislada.

Palabras clave: recuperacion muscular; dafio muscular inducido por el ejercicio;
lactato deshidrogenasa; creatina quinasa; testosterona; cortisol; nutricion deportiva;

suplementacion
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1. INTRODUCCION

1.1. REMO

El remo es una actividad que se realiza desde hace mas de 5000 afios como medio de
transporte acudatico. Esta actividad no ha parado de evolucionar desde que se utilizaban
troncos huecos o canas atadas como medio de flotacion y se impulsaban mediante las piernas
o los brazos [4]. Hasta el siglo XIX, el remero se sentaba en una tabla fijada a la estructura
del bote, llamado este tipo de remo “de banco fijo”. Con el desarrollo industrial y tecnologico,
se introdujeron algunas innovaciones en las embarcaciones, como el apoyo del remo fuera
del propio bote por medio de barras adosadas al casco, de hierro (1830), la sustitucion de la
quilla exterior por una interior (1854), el asiento deslizable o banco mévil (1869) y la

chumacera o tolete girable (1874) [4].

El transporte de personas y mercancias propicié el remo como deporte, dando lugar
en 1715 ala primera competicién de remo, la “Doggett’s Coat and Badge Race”, en Londres.
Esta competicion fue la regata de remo en vigor mas antigua y uno de los eventos deportivos
vigentes mas antiguos. Su practica se extendid por colegios y universidades inglesas, incluso
mas alld de las costas inglesas, adquiriendo el remo caracter de deporte distinguido [4]. En
otros lugares, como el Golfo de Vizcaya, el mar Cantabrico y Galicia, la razon por las que se
iniciaron las competiciones fue por las pugnas durante las labores de pesca entre las
embarcaciones, siendo este el origen de las regatas de traineras. La primera regata de traineras

fue en el afio 1878 en San Sebastian, concretamente la “Bandera de la Concha” [5].

El remo tiene diferentes modalidades deportivas, cada una con sus propias
caracteristicas, como se puede observar en la Tabla 1, diferencidndose en 2 grandes grupos:
remo de banco fijo y remo de banco movil. El remo de banco movil, es deporte olimpico
desde la creacion de los Juegos Olimpicos de la Era Moderna, en 1896, siendo olimpicas
actualmente 6 de las 8 modalidades élite de la Federacion Internacional de Remo (FISA) [6].
La diferencia entre los dos tipos de embarcacion, como el propio nombre indica, es que en
remo de banco movil el banco se mueve hacia delante y hacia atras, mientras que, en el remo
de banco fijo, no hay movimiento. Por lo tanto, el porcentaje de implicacion de cada grupo
muscular varia dependiendo del tipo de embarcacion, ganando importancia las piernas en el
remo de banco movil. Concretamente, las piernas aportan el 46%, el tronco un 32% y los

brazos un 22% de la potencia requerida para cada palada en el remo de banco movil. Por otro
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lado, en el remo de banco fijo las piernas aportan cerca de un 40% y el tronco y brazos el

60% restante [5].

Tabla 1. Caracteristicas de las embarcaciones y tripulacion de las diferentes

modalidades del remo (modificado de Gonzalez-Aramendi, 2014) [5].

Embarcacion Eslora Peso Distancia  Remos por Tripulacion Olimpico
maxima minimo de regata remero (Si/No)
(m) (Kg) (m) ()

Remo de banco fijo

Bateles 7,00 70 2000 1 1 patron, 4 No
remeros

Trainerillas 9,50 100 3500 1 1 patrén, 6 No
remeros

Traineras 12,00 200 5556 1 1 patrén, 13 No
remeros

Remo de banco movil

Scull individual 8,2 14,0 2000 2 1 remero Si
(1x)

Doble scull (2x) 10,4 27,0 2000 2 2 remeros Si
Cuatro scull sin 13,4 52,0 2000 2 4 remeros Si

timonel (4x-)

Dos sin timonel 10,4 27,0 2000 1 2 remeros Si
(2-)
Dos con timonel 10,4 32,0 2000 1 2 remeros + t No
(21)
Cuatro sin 13,4 50,0 2000 1 4 remeros Si

timonel (4-)

Cuatro con 13,7 51,0 2000 1 4 remeros +t No

timonel (4+)

Ocho con 19,9 96,0 2000 1 8 remeros +t Si

timonel (8+)

t: timonel
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1.2. REMO TRADICIONAL

La Asociacion de Clubes de Traineras (ACT), que fue creada el 2 de julio de 2003,
es la liga mas importante de remo tradicional. Esto fue posible gracias al acuerdo entre
Gobiernos de las Comunidades Auténomas de Asturias, Galicia, Pais Vasco y Cantabria, con
el objetivo de convertir este deporte un referente para los futuros jovenes deportistas. Durante
la temporada 2019, los integrantes de la liga fueron 12 equipos (Astillero, Cabo, Donostiarra,
Hondarribia, Kaiku, Lekitarra, Ondarroa, Orio, Santurtzi, San Pedro y Urdaibai) que

completaron 22 regatas como se puede ver en la Tabla 2 [7].

El remo tradicional de trainera, a pesar de no ser una modalidad olimpica, goza de
popularidad en muchos paises. Este es un deporte en el que 13 remeros y un patron montados
en una trainera con unas medidas concretas de un maximo de 12 metros de eslora y un peso
minimo de 200 kilogramos, tienen que dar 3 ciabogas o giros para completar una distancia
total de 5556 metros en rio o mar en el menor tiempo posible [5,8]. Este deporte es de una
demanda fisica muy exigente, ya que los remeros tradicionales completan la distancia en 19-
20 minutos después de ejecutar aproximadamente 675-625 paladas con una fuerza media de
400-600 Newtons [5,8]. Esta exigencia se demuestra en las mediciones de concentracion de
lactato en sangre venosa periférica (LA) inmediatamente después de la competicion, siendo

las concentraciones de 10,23 mmol/L de media por remero [9].

Ademas, la energia requerida para este deporte depende tanto del metabolismo
anaerdbico (21-30%) como del aerdbico, a pesar de una predominancia del aerdbico con un
70-86% del esfuerzo [8]. Al requerir este deporte tanto la fuerza como la resistencia aerobica,
Izquierdo-Gabarren y colaboradores sugieren que los predictores de rendimiento mas
importantes del remo tradicional sean el test madximo de 20 minutos (W20 min), la
produccion de potencia en 10 paladas maximas (W10 paladas), la potencia de la palada
asociada a 4 mmol/L (W4), la suma de produccion de potencia de las repeticiones realizadas
al 75% del 1 RM durante el tiron en banco (Rep75sumTB) y la repeticion maxima en press
de banca (1IRMPB) [8]. Posiblemente, siendo la W4 la prueba mas predictiva para determinar

el rendimiento en este deporte [10].
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Tabla 2. Calendario ACT de la temporada 2019 [7].

Numero Nombre Lugar Fecha

1 X Bandera de Bilbao Bilbao 22-06-2019
2 XXXVI Bandera Petronor - Zierbena Zierbana 23-06-2019
3 I Bandera Repsol Electricidad y Gas Santander 29-06-2019
4 XXXIV El Correo Ikurrifia - BBK Sari Nagusia Lekeitio 30-06-2019
5 III Bandera Cidade da Coruiia (J1) A Coruia 06-07-2019
6 III Bandera Cidade da Coruiia (J2) A Coruia 07-07-2019
7 XII Bandera Donostiarra Kaiarriba - Amenabar San Sebastian 13-07-2019
8 VII Bandera CaixaBank Castro Urdiales 14-07-2019
9 Orioko XXIX. Estropadak - VII. Orio Kanpina Bandera Orio 20-07-2019
10 XVIII Bandera Ayuntamiento de Sestao Sestao 21-07-2019
11 Santurtziko XL. Ikurrifia Santurtzi 27-07-2019
12 Getxoko Estropaden XLI. Ikurriia - J.A. Agirre Getxo 28-07-2019

Lehendakariaren XV. Omenaldia
13 XXXV. Ondarroako Bandera - Cikautxo Sari Nagusia Ondarroa 10-08-2019
14 Hondarribiko XXXII. Bandera - Mapfre Sari Nagusia Hondarribia 11-08-2019
15 XLII Zarauzko Estropadak (J1) Zarautz 17-08-2019
16 XLII Zarauzko Estropadak (J2) Zarautz 18-08-2019
17 II Bandeira Concello de Bueu - Gran Premio Teccarsa- Bueu 24-08-2019
Rehau-Roto

18 XXIX Bandeira Concello de Boiro Boiro 24-08-2019
19 Bermeo Hiriko XXXVII. Bandera - Avia Sari Nagusia Bermeo 14-09-2019
20 Playoff 1 Bermeo 14-09-2019
21 Playoff 2 Portugalete 15-09-2019
22 XLIX GP - XLV Bandera EI Corte Inglés Portugalete 15-09-2019
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1.3. PLANIFICACION DEL ENTRENAMIENTO

Los entrenamientos sirven para mejorar las cualidades fisicas de los deportistas, y asi
conseguir el mayor rendimiento posible [11]. Por tanto, el objetivo de la planificacion en el
remo es obtener un nivel maximo de las capacidades anaerdbicas (aldcticas y lactica) y
aerobica durante las competiciones [11]. Para ello, es necesaria una planificacion adecuada.
Ademas, en el caso de este grupo de deportistas, las obligaciones laborales o académicas, les
obliga a la programacion de una Unica sesion diaria [12]. Asi, la temporada se divide en 3

periodos diferentes (preparatorio, competitivo y recuperacion) [13].

1.3.1. Periodo preparatorio

El periodo preparatorio, comienza a principios de noviembre y el objetivo principal
es conseguir adaptaciones fisioldgicas que se relacionen con la mejora en el rendimiento. Al
inicio de esta fase, la preparacion se centra en trabajo de gimnasio y remoergometro. Esto es
debido a que en esta época la climatologia no es adecuada para el trabajo en trainera y las
pocas sesiones que se realizan en agua son para la mejora de las cualidades técnicas y
conjuncion del grupo. A partir del mes de abril, con la mejora climatologica y la cercania de
las competiciones, se reducen las sesiones de gimnasio y remoergémetro y se aumentan las
sesiones en agua, para asi centrarse en la especificidad del deporte [13]. Durante esta fase,
los entrenamientos son mayoritariamente destinados a conseguir una base de resistencia
(60% del total del entrenamiento) trabajando en rangos de 2-4 mmol/L [11]. El entrenamiento
por encima de umbral anaerdbico tiene su importancia para mejorar el consumo maximo de
oxigeno (VO2max), aunque no se recomienda que este tipo de entrenamiento supere el 10%
del entrenamiento total. Alrededor del 20% de las horas de entrenamiento se utilizan para el
entrenamiento de fuerza que es importante tanto para la mejora de rendimiento como para la
prevencion de lesiones [14]. Para acabar con la distribucion del entrenamiento de esta fase,

el tiempo restante sirve para realizar trabajo complementario [11].
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1.3.2. Periodo competitivo

El periodo competitivo comienza a finales de junio y termina a mediados de
septiembre. Durante esta fase en la que habitualmente se realizan 2 competiciones semanales
(sédbados por la tarde y domingos al mediodia), el objetivo principal es la competicion y
recuperacion entre estas [13]. El tipo de entrenamiento que se realiza durante esta fase es
mayoritariamente de cardcter aerdbico (70% del total del entrenamiento) [11,15]. Por otro
lado, el trabajo aerdbico-anaerdbico (entrenamiento en de concentraciones de LA de 4-8
mmol/L) consiste en un 25% del total. El restante 5% consiste en trabajo puramente

anaerdbico, por encima de 8§ mmol/L [11].

1.3.3. Periodo de recuperacion

Por ultimo, el periodo final es el de recuperacion. Esta ultima fase comienza a
mediados septiembre y finaliza a finales de noviembre. Durante esta fase, los deportistas
desconectan de la practica deportiva para descansar fisica y mentalmente de este exigente

deporte y asi coger fuerzas para la siguiente temporada [13].

1.4. CONTROL DEL ENTRENAMIENTO

Para un adecuado control del entrenamiento, se realizan diferentes pruebas a los
deportistas, tanto para evaluar su estado fisico como para establecer las zonas de
entrenamiento Optimas. Al haber variaciones del estado de forma de los deportistas durante
la temporada, son esenciales estas pruebas para sacar el mayor beneficio posible del

entrenamiento.

Para determinar el estado de forma o las zonas de entrenamiento se realizan pruebas
de esfuerzo individuales en remoergémetros [16]. Las mediciones de consumo VOomax de
forma directa, no se realizan varias veces por temporada, al requerirse un instrumental
avanzado, costoso y de dificil acceso. Entonces, se realizan diferentes pruebas mas accesibles

como son las siguientes:
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1.4.1. Umbral anaerobico individual (UAI)

Este umbral se obtiene a través de una prueba de esfuerzo y hay diferentes pruebas
para medirlo. Uno de los métodos mas eficaces para medir este umbral es el método “D-max”
[17]. Este método consiste en crear una linea de regresion entre la LA al principio y al final
de una prueba de ejercicio incremental, asi como una linea de regresion polindmica de tercer
orden que represente la cinética del lactato en sangre durante el ejercicio. El punto en el que
se observa la distancia maxima entre la curva polindmica y la linea recta se define como el

“D-max”. Esta explicacion de puede observar en la Figura 1 de forma mas sencilla y visual.

Lactato en plasma (mmol/L)

0 3 6 9 12 15 18 21
Tiempo (min)

Figura 1. Expresion grafica de la obtencion del “D-max” [17]

1.4.2. Umbral de 4 mmol/L de lactato

El valor de 4 mmol/L de lactato fue propuesto en 1976 por Mader [18], 5 afios mas
tarde fue renombrado por Sjodin y Jakobs con las siglas OBLA, referentes a su significado

en inglés “Onset Blood Lactate Accumulation” [19]. Una concentracidn superior a 4 mmol/L
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se ha establecido como el limite entre la predominancia aerdbica y la anaerdbica [18].
Ademas, la potencia generada a esta intensidad, es un indicador del rendimiento para el remo

de banco fijo como demostraron Izquierdo-Gabarren y colaboradores [8].

1.4.3. Potencia aerébica maxima (PAM)

La PAM o la velocidad aerobica maxima (VAM) es la intensidad de trabajo en la que
se logra alcanzar el VOzmax [20,21]. Por lo tanto, la PAM es de mayor intensidad que el IAT
y el W4, ya que estd asociado a valores cercanos a 8 mmol/L de lactato (W8) [22]. Dicha
medicion es de gran utilidad para los entrenadores a la hora de disefiar y controlar el
entrenamiento [23,24]. Ademas, la PAM ha sido definida como uno de los mejores

predictores del rendimiento en el remo olimpico [25-27].

1.5. FATIGA

A pesar de intentar controlar las zonas de entrenamiento, la exigencia del intenso
entrenamiento de los deportistas de competicion puede conllevar un alto nivel de estrés fisico
y mental, produciendo niveles altos de fatiga [28]. Dicha fatiga resulta en una disminucion
en la capacidad de producir fuerza [28-30]. La fatiga puede ser aguda o cronica dependiendo
de la duracion de esta. La aguda supone una disminucion momentanea del rendimiento que
suele volver a los niveles normales transcurridas unas horas. Estos niveles de fatiga son
incluso deseables para producir un efecto de supercompensacion y, por lo tanto, una mejor
adaptacion [31,32]. Sin embargo, la fatiga cronica consiste en un descenso en el rendimiento,
produciendo entrenamiento excesivo no funcional o un sindrome de sobreentrenamiento
[33,34]. El entrenamiento excesivo no funcional implica una disminucion del rendimiento
durante un mes, hasta que vuelve a niveles anteriores. Por otro lado, el sindrome de
sobreentrenamiento es mas grave, ya que el descenso en el rendimiento se prolonga durante

mas de un mes [31,33].

A nivel fisiolégico, una activacion muscular intensa y/o prolongada produce un
incremento en la ratio de adenosin difosfato y adenosin trifosfato (ADP/ATP). Ello conlleva
a una disminucion de la enzima ATPasa y por lo tanto, la imposibilidad de producir energia
a través de la degradacion de ATP [35]. Cuando el ratio ADP/ATP se incrementa, hay una
pequeiia reduccion en la bomba de ion de calcio (Ca?") e incrementa la filtracion de Ca?* del
reticulo sarcoplasmatico al citoplasma, accion que estd relacionado con la fatiga [28]. La

acumulacion intracelular de Ca®" activa la calpaina. Esta es una proteasa neutra no lisosomal
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situada en las regiones I y Z del sarcomero, que se activa a través del incremento de la
concentracion de calcio y es responsable de la degeneracion de los discos Z del sarcomero,
produciendo asi dafio muscular inducido por el ejercicio (EIMD) [36]. Los marcadores mas
habituales de EIMD son la creatina quinasa (CK), lactato deshidrogenasa (LDH), incluso

el aspartato aminotransferasa (AST).

El EIMD es dependiente del nivel de entrenamiento de los deportistas, la intensidad,
la duracion del ejercicio y del tipo de deporte [37]. Particularmente las contracciones
excéntricas y las acciones de alto impacto producen significativamente mas EIMD que las

contracciones concéntricas y las de bajo impacto [37].

La degeneracion muscular producida por el ejercicio estéa relacionada con incremento
en la CK, especialmente la enzima citosolica CK-MM, que es la que se encuentra
principalmente en las lineas M de los sarcomeros del musculo esquelético [37]. Los niveles
de CK sanguineos se empiezan a considerar niveles altos cuando se situan ente 300 IU/L y
500 IU/L. Este marcador, pude seguir incrementandose hasta 24-96 horas después del

ejercicio, llegando a alcanzar 4 veces los niveles de reposo [37,38].

El EIMD también esta relacionado con incrementos del LDH, una enzima proteica
que interconvierte piruvato en lactato en la sangre [37]. Los niveles sanguineos de esta
enzima pueden seguir incrementado hasta 3-5 dias después de haber realizado ejercicio,
llegando a duplicar los valores en reposo [6]. El incremento depende del tipo de ejercicio o

deporte, siendo mas elevado este nimero cuanto mas exigente sea la actividad [6].

Por otro lado, las hormonas anabdlicas-catabdlicas también tienen un valor
importante para monitorizar las adaptaciones al entrenamiento [39]. Sin embargo, a
diferencia de los marcadores de EIMD expuestos anteriormente, las hormonas anabolicas
como la testosterona (T) o las catabolicas como el cortisol (C), nos dan una informacion de

adaptacion a largo plazo [40,41].

La T es una hormona anaboélica y androgénica secretada por el eje hipotalamico-
hipofisario-testicular. La sefial para la produccion y liberacion de T gonadal se origina en el
hipotalamo. Las neuronas especializadas en el hipotdlamo producen y secretan la hormona
liberadora de gonadotropina. La hormona liberadora de gonadotropina viaja directamente a
la glandula pituitaria anterior a través de la vena porta hipotalamica-hipofisaria. En la
hipoéfisis, la hormona liberadora de gonadotropina estimula la produccion y liberacion de la

hormona luteinizante y la hormona foliculoestimulante a partir de las células gonadotropas.
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Después de su liberacion, estas 2 hormonas entran en la circulacion y se transportan a las
gbénadas. Alli, la hormona luteinizante estimula la produccion de T en las células de Leydig
de los hombres y las células de la teca de las mujeres [42,43]. Un incremento de este
marcador, es indicador de un estado anabdlico [39,44,45]. La T actua como un potenciador
de otros mecanismos hormonales como la hormona del crecimiento (GH) y el factor de
crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1) en el proceso anabolico [46]. También tiene su efecto
en el sistema nervioso al poder interactuar con receptores en las neuronas, incrementar la
cantidad de neurotransmisores liberados, regenerar nervios, incrementar el tamafo del cuerpo
celular y el tamafo/didmetro de las dendritas [47,48]. También estimula la sinteis de
proteinas e inhibe la degradacion de proteina como efecto anabolico y anti-catabdlico

respectivamente [43].

Por el contrario, el C es una hormona esteroidea de la familia de los glucocorticoides,
siendo el mas importante de esta familia ya que ocupa el 95% de la actividad de todos los
glucocorticoides [49]. Esta es secretada por el eje hipotalamico-hipofisario-adrenal cuando
hay un estado catabdlico como respuesta al estrés producido por el ejercicio [39,44,45].
Durante el ejercicio, este eje responde a numerosos estimulos como las sefiales homeostaticas
neuronales (quimiorreceptores, estimulacion barorreceptora y osmoreceptor), seiales
homeostaticas circulantes (glucosa, leptina, grelina y péptido natriurético auricular) y senales
inflamatorias (interleucina-1, interleucina-6 y factores de necrosis tumoral-a) [50]. El C se
libera a través de una cascada iniciada por la activacion de neuronas que contienen factor
liberador de corticotropina del hipotalamo. El factor liberador de corticotropina se secreta
por el hipotdlamo, y se transporta a la glandula pituitaria anterior, donde estimula la secrecion
de la hormona adrenocorticotrofica a la circulacion periférica. La hormona
adrenocorticotrofica a su vez, estimula directamente la corteza suprarrenal para que sintetice
y secrete glucocorticoides a la circulacion general [51]. E1 C estimula la lipolisis en las células
adiposas del tejido periférico. Ademas, en las células musculares incrementa la degradacion
protética y disminuye la sintesis de proteinas. Por esta razon se liberan lipidos y aminoéacidos

en a la circulacion sanguinea [49].

Después de analizar el efecto de T y C para el control del estado anabodlico-catabolico,
se puede interpretar la relacion de estas dos hormonas por sus fines antagonicos. Por ello, el
ratio testosterona/cortisol (T/C), ha sido propuesto como como un indicador de adaptacion al

entrenamiento, indicando el incremento de este ratio una mejor adaptacion [52,53].
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Los marcadores sanguineos explicados en este apartado sirven para determinar el
estrés y fatiga debido al desequilibrio entre carga de entrenamiento y recuperacion [54]. Este
control de la fatiga, tanto a largo como a corto plazo, puede ayudar a prevenir efectos
negativos del entrenamiento o competicidn, una recuperacion insuficiente, el

sobreentrenamiento o lesiones asociadas [55,56].

1.6. RECUPERACION

Los deportistas de élite, al tener un nivel tan alto de estrés fisiologico por la exigencia
de sus entrenamientos, necesitan mantener un equilibrio adecuado entre entrenamiento y
recuperacion [33]. El entrenamiento prolongado y excesivo y/o una insuficiente recuperacion
puede resultar en un entrenamiento excesivo no funcional o un sindrome de sobre
entrenamiento [33,34]. Esto puede conllevar a un incremento del estrés y/o fatiga vy,

consecuentemente, un empeoramiento o estancamiento del rendimiento [33,57].

Para sobreponerse a los exigentes estimulos del entrenamiento, la recuperacion es de
vital importancia. Por ello, para reducir el riesgo de una recuperacion insuficiente, se
recomienda una aplicacion sistematica de estrategias de recuperacion y descanso, junto con

estrategias relacionadas con el estilo de vida como el suefio, dieta y actividades sociales [55].

Uno de los factores mas importantes para una correcta recuperacion es la nutricion.
Una adecuada ingesta de energia es necesaria para conseguir una masa corporal adecuada,
salud, maximizar los efectos del entrenamiento y, por ende, mejorar el rendimiento [58].
Ademas, ingestas bajas de energia pueden resultar en una pérdida excesiva de masa muscular,
incluso aumentar el riesgo de fatiga, lesion o enfermedad. Los contratiempos que pueden ser
ocasionados por una ingesta de energia inadecuada, pueden conllevar un proceso de
recuperacion prolongado [58]. Por lo tanto, para garantizar una nutricion adecuada hay que
prestar especial atencion a la duracion, intensidad, tipo de ejercicio, frecuencia de
entrenamiento y cuantificacion en los periodos pre y post ejercicio [59]. Concretamente, en
el remo es esencial mantener una nutricion apropiada para prevenir tanto enfermedades como
lesiones y a su vez poder maximizar las adaptaciones del entrenamiento y la recuperacion

[60].
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1.7. AYUDAS ERGOGENICAS

Como ayuda adicional para maximizar la recuperacion, los suplementos y los
alimentos deportivos son interesantes. Ademas de poder acelerar el proceso de recuperacion,
pueden proporcionar beneficios como prevencion o tratamiento de deficiencias nutricionales,
un efecto placebo y a veces, un efecto ergogénico directo. Pero no hay muchos suplementos

que aseguren un efecto ergogénico respaldado por la evidencia cientifica [61].

1.7.1 Monohidrato de creatina (CrM)

Precisamente, uno de los suplementos deportivos més estudiados y con mayor
evidencia cientifica es el CrM, que sirve para aumentar los niveles de creatina (Cr) [62,63].
La cantidad total de Cr en el musculo es de 120 mmol/kg de media para personas de 70 kg,
pudiendo llegar a haber niveles de 160 mmol/kg en individuos con misma masa corporal
[64]. La mayoria de Cr se encuentra en el musculo esquelético (~95%), mientras que el ~5%
restante se encuentra en cerebro y testiculos [65,66]. Respecto a la Cr en el musculo, esta se
divide en fosofocreatina (PCr) y Cr libre, ocupando la PCr dos tercios del total y la Cr libre

el tercio restante [62].

La Cr se sintetiza principalmente en higado y rifiones, aunque una pequefia parte
también se produce en el pancreas [62,67]. La Cr se sintetiza en estos 6rganos a través de 2
procesos diferentes. Para empezar reaccionan la glicina y la metionina, catalizada por la
enzima arginina:glicina aminotransferasa (AGAT), formando guanidinoacetato (GAA).
Después el GAA reacciona con S-adenosil metionina a través de la enzima guanidinoacetato
N-metiltransferasa (GAMT) formando finalmente la Cr como se puede observar en la figura
2 [62,67]. Algunos individuos pueden tener dificultades para sintetizar endégenamente la Cr
debido a errores congénitos por deficiencias en AGAT, GMAT y/o en el transportador de
creatina (CRTR), siendo més dependientes de la ingesta exdgena de CrM para mantener

concentraciones O6ptimas de PCr y Cr libre [62].
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Figura 2. Estructura quimica y via bioquimica para la sintesis de Cr [62,66]

Sin embargo, la sintesis de Cr no es suficiente para tener los depdsitos de Cr normales,
ya que el cuerpo necesita entre 1 y 3 gramos de Cr. Aproximadamente, la mitad de la Cr
diaria necesaria se obtiene a través de la dieta [68,69]. Los principales alimentos que
contienen Cr son la carne roja y los mariscos [70-73]. Habitualmente, una dieta aporta entre
1 y 2 gramos de Cr [69]. En este caso, los musculos tienen una saturacion en torno al 60-80%

de los depositos de Cr [62,74—77].

La suplementacion con CrM sirve para incrementar los depdsitos musculares de Cr
alrededor del 20-40% [64]. Para conseguir este incremento hay dos métodos diferentes
comunmente utilizados. El primero de los métodos es ingerir 5 g (0 0,3 g/kg de masa magra)
de CrM 4 veces al dia durante los primeros 5-7 dias, después, cuando los depositos
musculares de Cr estan llenos, se ingieren entre 3-10 g/dia con el objetivo de mantenerlos
llenos. El segundo método, tarda mas en llenar los depositos de Cr, ya que consiste en ingerir

una cantidad de 3 g/dia de CrM durante 28 dias.

Este suplemento es uno de los mas conocidos y estudiados que estén relacionados con
el rendimiento fisico y la salud [62,63]. Sin embargo, los resultados de los estudios sobre el

efecto del CrM en la capacidad aerdbica son bastante inconsistentes, ya que hay algunos
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estudios en los que se pueden observar mejoras significativas [78—80] y otros en las que no
[81-86]. Aunque cabe afadir que en ninguno de estos estudios se han superado las 4 semanas

de periodo de suplementacion para analizar como afecta a largo plazo.

También se ha investigado como afecta el CrM al EIMD y a los marcadores
hormonales, habiendo resultados inconsistentes otra vez en ambos casos. En el caso del
EIMD, algunos estudios han mostrado disminucion de la CK [87] y LDH [87-89], mientras
que otros no han encontrado efectos significativos en valores de CK [88,89]. Por otro lado,
solo hay 3 estudios que analicen la el nivel hormonal de los deportistas [90-92]. Ninguno de
estos estudios muestra diferencias en T y C, salvo el estudio de Vatani y cols. que encuentra
un aumento significativo en T [92]. Sin embargo, estos resultados parecen debidos a un efecto
agudo, ya que se mide inmediatamente después de un exigente test, y no a una adaptacion.
Hay que anadir que para conseguir adaptaciones inducidas por el entrenamiento enla Ty C,

es necesario un minimo de tiempo (8-16 semanas) [40].

La mejora por ingesta de CrM en la capacidad aerdbica puede deberse a un retraso o
disminucién de la fatiga durante el ejercicio y la mejora en la posterior recuperacion debido

a las diferentes vias fisiologicas a las que afecta [62].

El CtM puede mejorar el rendimiento aerdbico por su influencia en el sistema
CK/PCr. Como se puede observar en la Figura 3, este sistema puede retrasar la fatiga
incrementando la refosforilacion de adenosin difosfato (ADP) a adenosin trifosfato (ATP) a
través de la enzima CK-MM por unidad de tiempo. Por lo tanto, a igualdad de duracion e
intensidad de ejercicio se reduciria el ratio ADP/ATP [35,38]. Otra de las vias por la que el
CrM puede retrasar la fatiga es incrementando los depdsitos de glucégeno muscular [93,94],
aunque no esta clara la razén de este incremento [93]. Esto puede ser importante, porque la
deplecion del glucogeno muscular puede alterar la fatiga disminuyendo la liberacion de Ca**
del reticulo sarcoplasmatico [28]. Sin embargo, el mecanismo de cémo los bajos niveles de
glucogeno afectan al fallo en la liberacion de calcio desde el reticulo sarcoplasmatico no esta

claro todavia [28].
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Figura 3. Explicacion grafica del sistema CK/PCr [95]

Ademas, este suplemento puede acelerar la recuperacion de después del ejercicio
aumentando la sintesis de proteina activando IGF-1 y por lo tanto, la via fosfatidilinositol 3
kinasa (PI3K/Akt) [96]. Incluso, el CrM puede afectar en la recuperacion incrementando la
transcripcion de las células satélite, mejorando el factor de regulacion miogénica 4 (MRF-4)

[97,98], que influye concretamente en la fusion del proceso de transcripcion [99].

Algunos de estos mecanismos inducidos por el CrM pueden variar la composicion
corporal, que es uno de los factores que puede resultar determinante en algunos deportes
[100]. Estos cambios pueden producirse en valores como masa corporal magra (LBM), masa
corporal (BM), masa grasa (FM) y masa libre de grasa (FFM). Este suplemento puede
aumentar la masa muscular incrementando la sintesis de proteinas [96] e incrementando la

presion osmoatica en el muasculo [101-103].

A parte de los beneficios en el rendimiento deportivo y recuperacion, este es un
suplemento considerado seguro, ya que el unico efecto secundario reportado
consistentemente ha sido el incremento de la masa corporal. Ademas, no hay evidencia de
que al dejar de tomar este suplemento los niveles de Cr muscular caigan por debajo de la

linea de base. Por lo tanto, parece no afectar a la sintesis endogena de Cr.
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1.7.2 B-hidroxi p-metilbutirato (HMB)

Otro de los suplementos que puede ayudar a recuperar mejor y a mejorar el
rendimiento es el B-hidroxi B-metilbutirato (HMB), aunque con un nivel de evidencia mas
bajo que el CrM [63]. El HMB es un subproducto del aminoacido de cadena ramificada
(BCAA), leucina, que tiene un papel clave en el metabolismo de las proteinas. La leucina es
un aminoacido esencial que no se sintetiza naturalmente en el cuerpo, por lo que es necesario

ingerirla [104].

La formacion de HMB a través de la leucina, se produce mediante un proceso que
tiene lugar en el musculo e higado. La leucina se convierte en alfa-Cetoisocaproato (KIC) en
una transaminacion reversible a través de la enzima transferasa BCAA en el musculo. Ya en
el higado el KIC puede producir isovaleril-Coa mediante la enzima deshidrogenasa de
cetoacidos de cadena ramificada en la mitocondria o en HMB a través de la enzima
dioxigenasa KIC en el citosol. La mayoria del KIC es transformada en isovaleril-Coa,
mientras que tan solo el 5-10% del KIC se convierte en HMB [104—106]. Después, el HMB
se convierte en HMG-CoA en el citosol del higado y actiia como un precursor de la sintesis
de colesterol que actiia como constituyente de las membranas celulares [104,107,108]. Sin
embargo, no esta claro el transportador del HMB a la célula muscular. A pesar de que una
parte es transportada acoplado a H* y otra es llevada por transportadores de monocarboxilato
acoplados a Na*, no se sabe como se traslada la mayor parte del HMB hacia la célula

muscular [109].
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Figura 4. Metabolismo del HMB [104]

Aunque es posible encontrar HMB de forma natural en algunas plantas o alimentos
animales, estas cantidades son muy bajas [110—-112]. Por lo tanto, la forma mas facil para
conseguir HMB con productos de la naturaleza es mediante la ingesta de leucina [104]. Sin
embargo, las concentraciones farmacologicamente activas de HMB en el musculo y la sangre
solo se pueden lograr mediante altas ingestas de HMB [113,114], que se suele administrar
habitualmente en cantidades entre 3 y 6 gramos por dia [115,116]. Con el objeto de situarlo
en perspectiva, una persona necesitaria consumir mas de 600 g de proteina de alta calidad
para obtener la cantidad de leucina necesaria (60 gramos) para conseguir la dosis diaria de 3
g de HMB [101]. Debido a que la ingesta de dicha cantidad de proteina no es practica, las

cantidades de HMB requeridas pueden ser aumentadas por suplementos dietéticos [104].

Dicho suplemento se consume para aumentar la cantidad de HMB en los musculos y
la sangre. En la mayoria de estudios se toma junto con el desayuno, el almuerzo y la cena,
sin tener en cuenta el momento del entrenamiento [104]. Para optimizar los efectos cronicos
de HMB, la recomendacion mas habitual es consumir 3 gramos diarios, divididos en tres

porciones iguales [104].
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El HMB es una ayuda ergogénica que ha sido investigada en el ambito del
rendimiento deportivo y de la recuperacion, con resultados controvertidos [104,107,117]. El
efecto de este suplemento en el rendimiento aerdbico no es una excepcion, ya que hay algunos
estudios que muestran mejoras en esta capacidad [118—121], mientras que otros no muestran
cambios [122,123]. Sin embargo, en las tnicas 2 investigaciones en las que se ha realizado
un protocolo de suplementacion a largo plazo, mas de 8 semanas, se han observado mejoras

[118-121].

Por otro lado, se ha investigado como afecta el HMB al EIMD y a los marcadores
hormonales, habiendo también resultados inconsistentes en ambos casos. En el caso del
EIMD, algunos estudios han mostrado disminucion de la CK [124-126] y LDH [125],
mientras que otros no muestran cambios en las enzimas CK [120,121,127] y LDH
[120,121,127]. Estas diferencias podrian estar mediadas por diferencias metodologicas en el
momento de la toma de muestra de sangre. Es decir, los estudios en los que la toma de sangre
se hizo inmediatamente después del ejercicio, no tuvieron efecto en niveles de CK y LDH en
sangre [120,121,127]. Mientras que cuando las mediciones que se recopilaron tras un minimo
de 12 horas del tltimo ejercicio, si que se encontraron diferencias significativas en el EIMD
[124—126]. Por otro lado, la mayoria de los mismos que investigan el efecto de HMB sobre
las hormonas catabdlicas-anabolicas no mostraron cambios en la T [120,121,123,127,128] y
el C [120,121,123,127], habiendo solo un estudio que observéd un efecto positivo al verse
reducida la concentracion de C en reposo [126]. Sin embargo, en todos los estudios que no
encontraron efectoenla T o el C [120,121,123,127], se tomaron muestras de sangre después
de un ejercicio sin mostrar un cambio de adaptacion hormonal, probablemente contaminado
por el efecto agudo del ejercicio anterior. El Gnico estudio que encontré un decremento
significativo en el C se encontr6 después de la suplementacion de HMB (3 g/dia en 3
porciones diferentes) a largo plazo (12 semanas) [126]. Esto puede ser debido a que para
conseguir adaptaciones producidas por el entrenamiento en la T y C, es necesario un minimo

de tiempo (8-16 semanas) [40].

Las mejoras en la capacidad aerdbica después de la ingesta de HMB pueden deberse
a un retraso o disminucion de la fatiga durante el ejercicio y la posterior recuperacion debido

a las diferentes vias fisiologicas a las que afecta [104].

La via por la cual el HMB podria influir en el retraso de la fatiga puede ser a través
de una mejora de la sintesis de glucdgeno [129], debido a una inhibicion de la glucdégeno

sintasa quinasa 3 (GSK3), que regula negativamente la sintesis de glucogeno [130]. El
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aumento del glucégeno muscular puede ser importante, ya que el bajo almacenamiento de
glucogeno estd asociado al fallo en la liberacion del Ca?* por el reticulo sarcoplasmico, como
se explicd anteriormente [28]. El HMB también puede aumentar la oxidacion de grasas, y
por lo tanto ahorrar glucogeno, al incrementar la biogénesis mitocondrial. La biogénesis
mitocondrial se incrementa con la ingesta de HMB al aumentar la expresion del gen receptor

activado por proliferador de peroxisoma (PGC-1a) [131].

Por otro lado, dicho suplemento puede tener influencia en la recuperacion por
diferentes vias reduciendo la degradacion de proteinas y aumentando la sintesis de proteinas.
El HMB puede reducir la descomposicion de las proteinas mediante la inhibicion de la
actividad proteolitica del sistema ubitiquina-proteosoma [121], mediante la inhibicién de la
proteina quinasa C (PKC) y, por lo tanto, del factor nuclear kappa B (NF-kB), que esta
involucrado en la transcripcion de citocinas en las células del higado [132,133]. Ademas,
puede aumentar la sintesis de proteinas mediante la estimulacion de IGF-I [134]. IGF-1
estimula la via PI3K/Akt que activa la fosforilacion de la diana de rapamicina en células de
mamifero (mTOR). En consecuencia, activa la proteina ribosdémica S6 quinasa (p70S6k).
Esta proteina mejora la traduccion del acido ribonucleico mensajero (ARNm) que codifica
las proteinas ribosomicas y los factores de elongacion [135,136] e inhibe la traduccion
eucaridtica factor de iniciacion 4E-proteina de uniéon 1 (4E-BP1) [137]. De esta forma
incrementa la sintesis de proteina del musculo esquelético. Asimismo, el HMB puede influir
en la transcripcion de células satélite activando la via de la proteina quinasa activada por
mitégeno/proteina quinasa regulada por senal extracelular (MAPK/ERK) y la via PI3K/Akt

[138], y mejorar asi la proliferacion y diferenciacion respectivamente [99].

Estos mecanismos fisiologicos, también pueden variar la composicion corporal
[121,131,134]. De este modo, el HMB puede influir en valores como LBM, BM, FM y FFM.
Asi, este suplemento puede aumentar la masa muscular aumentando la sintesis de proteinas
[134] y disminuyendo la degradacion muscular [121]. Ademas, puede reducir la masa grasa

al incrementarse la oxidacion de grasas [131].

La seguridad del HMB ha sido ampliamente estudiada [105,139—-142]. En un estudio
realizado en ratas por la Agencia de Medicamentos y Alimentacion (FDA), no se certificd
ningun efecto adverso con respecto a observaciones clinicas, hematologia, quimica clinica o
peso de 6rganos después de que las ratas que consumieron una dieta de hasta 5% de HMB
durante 91 dias [142]. Dicho estudio no encontrd niveles de efectos adversos observados

después de la ingesta de 3,49 y 4,16 g/kg de masa corporal de HMB para ratas machos y
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hembras, respectivamente [36]. Estas cantidades serian el equivalente a un varén humano de
81 kg que consume casi 50 g de HMB-Ca por dia durante tres meses sin efectos adversos,
segiin la dosis equivalente humana normalizada al area de superficie corporal [104].
Teniendo en cuenta que la cantidad de 3 g/dia recomendada para la mejora del rendimiento
y recuperacion estd muy alejada de los 50 g/dia, no deberia producir ningun efecto

secundario.

1.8. COMBINACION DE CrM Y HMB

En general, estos suplementos han sido investigados sin mezclarse con otros [78—
86,118-123], a pesar de que habitualmente se utilizan de forma conjunta [60]. Dado que estos
suplementos tienen diferentes vias fisioldgicas para mejorar el rendimiento y la recuperacion
[92-94,110,129,143—145], se podria asumir que la combinacion de CrM y HMB pudiese
tener mayor efecto que tomandolos por separado. Por ejemplo, algunos autores han
demostrado efectos sinérgicos de 2 suplementos deportivos, como es el caso de la beta-
alanina y CrM, aumentando la capacidad fisica de trabajo en el umbral de fatiga
neuromuscular [82,146]. Sin embargo, los pocos estudios que analizan la combinacion de
CrM y HMB no demuestran efectos claros en parametros de rendimiento y/o recuperacion

[147-152].

Ademas, hay que afiadir que al mezclarse 2 ayudas ergogénicas diferentes, puede ser
interesante analizar el efecto interactivo entre estas (sinérgico, multiplicativo, antagonico o

anulador) para ver el efecto real de cada suplemento y si es efectivo mezclarlas o no [153]
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“El éxito tiene una simple formula: da lo mejor de ti y puede que a
la gente le guste”

- Sam Ewing






2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La suplementacion deportiva ha demostrado ser de gran importancia en el &mbito
deportivo, ya que puede dar un plus en la mejora del rendimiento y/o recuperacion. El efecto
producido es dependiente de la sustancia y dosis tomada ya que no todas producen el mismo
efecto. El Instituto Australiano del Deporte tiene una clasificacion de estas ayudas

ergogénicas clasificandolas segun la evidencia cientifica de cada una [63].

A pesar de que algunos suplementos tienen alta evidencia en la mejora del
rendimiento, hay que interpretar en qué deportes pueden ser efectivos y en cudles no tendria
un efecto positivo la ingesta de estos. Por ello, los profesionales del deporte tienen que tomar

la decision de qué suplementos utilizar.

En este sentido, 2 de los suplementos populares son el CrM y el HMB. Es habitual
que deportistas tomen estos suplementos con la intencién de mejorar el rendimiento, aunque
hay pocos estudios al respecto. Concretamente, estas 2 ayudas ergogénicas son recomendadas
para la mejora de rendimiento en el remo, que es un deporte de predominancia aerdbica. Sin
embargo, a pesar de que estos dos suplementos se recomienden tomar conjuntamente en este
deporte, todavia no hay ningun estudio que muestre los efectos de la mezcla de estos dos
suplementos. Ademas, seria interesante tanto analizar como afecta esta combinacion a
marcadores tanto de rendimiento como de recuperacion como calcular el efecto potenciacion

de la mezcla en un periodo de suplementacion de largo plazo.

Por lo tanto, esta tesis doctoral se centra en 3 hipotesis y 3 objetivos principales:

2.1. HIPOTESIS

1) La literatura cientifica confirma que la combinacion de CrM y HMB mejora el
rendimiento deportivo, la composicion corporal, los marcadores de EIMD y las hormonas

anabolico-catabodlicas en comparacion con sus efectos aislados

2) La combinacion de CrM y HMB podria mejorar la potencia aerdébica medida por
una prueba incremental en remeros masculinos tradicionales de élite durante el periodo

competitivo.

3) La combinacion de CrM y HMB podria mejorar los niveles de EIMD y de
hormonas anabdlico-catabdlicas en remeros tradicionales masculinos de élite durante el

periodo competitivo.
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2.2. OBJETIVOS

1) Determinar la eficacia de mezclar CrM mas HMB para mejorar el rendimiento
deportivo, la composicion corporal, los marcadores de EIMD y las hormonas anabolico-

catabolicas en comparacion con sus efectos aislados.

2) Determinar la eficacia y el grado de potenciacion de 10 semanas de suplementacion
con una mezcla de 0.04 g/kg/dia (=3 g/dia) de CrM mas 3 g/dia de HMB en la potencia
aerdbica medida por una prueba incremental en remeros masculinos tradicionales de élite

durante el periodo competitivo.

3) Determinar el efecto y el grado de potenciacion de la mezcla a largo plazo (10
semanas) de 0.04 g/kg/dia de CrM (=3 g/dia) mas 3 g/dia de HMB en marcadores de EIMD
y en las hormonas anabdlico-catabdlicas en remeros tradicionales masculinos de ¢élite durante

el periodo competitivo.
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3. METODOS

“Pelea hasta el ultimo aliento”

- William Shakespeare






3. METODOS

3.1. ESTUDIO 1

3.1.1. Estrategias de busqueda de literatura

Esta revision sistemdtica se realizd de acuerdo con las pautas de la declaracion
PRISMA® (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses) y el
modelo PICOS para la definicion de los criterios de inclusion: P (Poblacion): "atletas", 1
(Intervencion): "Impacto de la combinacion de CrM y HMB en el deporte", C
(Comparadores): "mismas condiciones con placebo, solo HMB o solo CrM", O (Resultado):
"rendimiento deportivo, composiciéon corporal, dafio muscular y estado hormonal" y S
(diseno del estudio): "ensayo clinico" [154]. Se realiz6 una busqueda sistematica de la
literatura cientifica actual para los estudios que investigaron la suplementacion mixta de CrM
mas HMB en el rendimiento deportivo y la recuperacion. Los estudios se encontraron
buscando en las bases de datos: PubMed/MEDLINE, Web of Science (WOS) y Scopus desde
el inicio hasta el 3 de julio de 2019, utilizando la siguiente ecuacion de blisqueda booleana:
("creatine monohydrate supplementation"[All Fields] OR "creatine supplementation"[All
Fields]) AND ("HMB supplementation"[All Fields] OR "beta hydroxy beta methylbutyrate
supplementation"[All Fields] OR (beta-Hydroxy[All Fields] AND methylbutyrate[All
Fields] AND supplementation[All Fields])) AND ("muscle damage” [All Fields] OR
“hormone status”[All Fields] OR ("athletes"[MeSH Terms] OR "athletes"[All Fields]) OR
("exercise"[MeSH Terms] OR "exercise"[All Fields]) OR "sport performance"[All Fields]
OR "body composition"[All Fields]). A través de dicha ecuacion, se obtuvieron articulos
relevantes en este campo y ademas su utilizo la estrategia de bola de nieve. Todos los titulos
y resumenes de la busqueda fueron contrastados para identificar duplicados y posibles
estudios faltantes. Los titulos y resimenes se seleccionaron para una posterior revision de

texto completo.

3.1.2. Criterios de inclusion y exclusion

Para los articulos obtenidos mediante esta busqueda, se aplicaron los siguientes
criterios de inclusion para la seleccion de estudios: 1) un experimento bien disefiado que
incluyera la ingestion de la combinacion de CrM mas HMB; 2) con una situacion
experimental idéntica relacionada con la ingestién de un placebo, solo CrM y/o solo HMB;

3) que midiera los efectos de la suplementacion mixta en el rendimiento deportivo, la
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composicion corporal, el dafio muscular y el estado hormonal; 4) que fuera ensayo clinico;
5) que la con informacioén fuera clara sobre la administracion de ayudas ergogénicas (dosis y
tiempo); y 6) que estuviera publicado en cualquier idioma. Los siguientes criterios de
exclusion se aplicaron a los protocolos experimentales de la investigacion: 1) que la
suplementacion se mezclara con otros suplementos o era un compuesto de multiples
ingredientes; y 2) que estuviera llevado a cabo en participantes con unas condiciones previas,
como lesion o problemas de salud. No se aplicaron filtros en el nivel, el género, el origen

étnico o la edad de los atletas para aumentar el poder analitico del analisis.

Una vez aplicados los criterios de inclusion y exclusion a cada estudio, fueron
extraidos los datos sobre la fuente del estudio (incluidos los autores y el afio de publicacion),
el disefio del estudio, la administracion de suplementos (dosis y tiempo), el tamafio de la

muestra y las caracteristicas de los participantes (nivel, raza y sexo).

3.1.3. Mediciones de los resultados

Se examino la literatura sobre los efectos de la combinacién de CrM méas HMB en el
rendimiento deportivo utilizando varias variables de resultado, como el rendimiento
deportivo [147,149-152], la composicion corporal [147,149,150], el dafio muscular
[147,148,150—-152] y el estado hormonal [148].

3.1.4. Evaluacion de la calidad de los experimentos

La calidad metodoldgica y el riesgo de sesgo fueron evaluados de acuerdo a la
Cochrane Collaboration Guidelines [155]. Esta guia divide los items en seis dominios: sesgo
de seleccion (generacion de secuencia y ocultamiento de la asignacion); sesgo de realizacion
(cegamiento de los participantes y del personal); sesgo de deteccion (cegamiento de la
evaluacion del resultado); sesgo de desgaste (datos de resultados incompletos); sesgo de

notificacion (notificacion selectiva de los resultados); y otras fuentes de sesgo.

Se caracterizaron como "bajo" si se cumplian los criterios para un bajo riesgo de sesgo
(sesgo plausible que probablemente no altere seriamente los resultados) o "alto" si se
cumplian los criterios para un alto riesgo de sesgo (sesgo plausible que debilita seriamente la
confianza en el resultado), o se considerd “poco claro” si se desconocia el riesgo de sesgo
(sesgo plausible que genera dudas sobre los resultados). Los detalles completos se muestran

en la Figura 5 y la Figura 6.
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Figura 5. Resumen del riesgo de sesgo de cada articulo incluido. ® indica bajo riesgo; ?
indica riesgo de sesgo desconocido; ® indica alto riesgo de sesgo
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Figura 6. Grafico de riesgo de sesgo presentado en porcentaje de los estudios incluidos
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3.2. ESTUDIO 2

3.2.1. Participantes

Veintiocho remeros tradicionales de ¢élite masculinos (30,43 + 4,65 afios; 23,92 + 1,85
kg/m?y 8,3 = 1,15% de masa grasa) que pertenecian a un club de remo de la liga ACT, con
mas de 5 afos de experiencia en remo tradicional de alto nivel participaron en este estudio
con un disefio de doble ciego y controlado con un grupo placebo. Todos los remeros
realizaron 6 dias/semana de entrenamiento. El mismo equipo monitorizo las sesiones de
entrenamiento consistentes en 1,5 horas/dia, (incluyendo la practica de remo, entrenamiento
individual de fuerza y de prevencion y protocolos de recuperacion) durante 10 semanas en la
temporada (periodo competitivo con 2 rondas oficiales de remo por semana). Ademas, el
dietista-nutricionista del club elabor6 una dieta personalizada para cada remero. Las dietas
se propusieron utilizando pautas de energia y macronutrientes previamente establecidas para
un rendimiento deportivo adecuado, y se basaron en la carga de entrenamiento, las

caracteristicas personales y las intolerancias de cada participante [156].

Se realizd6 un examen médico antes de comenzar el estudio para verificar que los
participantes no tenian ninguna enfermedad o lesion previa. Ningun participante tenia
ninguna enfermedad, ni fumaba, ni bebia alcohol ni tomaba medicamentos, lo que alteraria
la respuesta hormonal. Asimismo, para evitar la posible interferencia de otros suplementos
nutricionales en las diferentes variables medidas en esta investigacion, se introdujo un
periodo de lavado de 10 dias. Ademas, durante el periodo de investigacion, los atletas solo
tomaron el suplemento asignado y el batido de recuperacion consistente en carbohidratos

(CHO) y proteinas.

Todos los participantes pasaron un examen fisico, fueron informados completamente
de todos los aspectos del estudio y firmaron una declaracion de consentimiento informado.
Esta investigacion fue disefiada de acuerdo con la Declaracion de Helsinki (2008), con la
actualizacion de Fortaleza (2013) [157] y aprobada por el Comité de Etica en Investigacion

Humana de la Universidad del Pais Vasco, Vitoria, Espafia con el nimero M10/2017/247.
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3.2.2. Protocolo experimental y plan de evaluacion

Este estudio fue disefiado como un estudio de doble ciego aleatorizado y controlado
con placebo para analizar los efectos de la suplementacion oral de 10 semanas de 0,04
g/kg/dia de CrM; 3 g/dia de HMB; 0,04 g/kg/dia de CrM mas 3 g/dia de HMB; o placebo en
el rendimiento deportivo medido por una prueba incremental [158]. Las dosis propuestas se
eligieron en funcion de la seguridad y la eficacia de la suplementacién con Cr y HMB en el

ejercicio, el deporte y la medicina [62,104].

Los participantes fueron asignados aleatoriamente en 4 grupos diferentes utilizando
un disefo de bloque estratificado por el software SPSS. Un estadistico independiente generd
la secuencia de aleatorizacion: 1. Grupo de placebo (PLG; n=7; altura: 184,9+2,4 cm y masa
corporal: 81,9+6,3 kg), 2. Grupo tratado con 0,04 g/kg/dia de CrM (CrMG : n=7; altura:
183,4+7,8 cm y masa corporal: 81,2+5,0 kg), 3. Grupo tratado con 3 g/dia de HMB (HMBG;
n=7; altura: 185,5+10,1 cm y masa corporal: 79,9+12,2 kg) y 4. Grupo tratado con 0,04
g/kg/dia de CrM mas 3 g/dia de HMB (CrM-HMBG; n=7; altura: 181,6+4,3 cm y masa
corporal: 78,0+4,7 kg). Todos los participantes asistieron al laboratorio (08:30 a.m.) para la
extraccion de sangre en 2 puntos especificos durante el estudio: 1) al inicio del estudio (T1)

y 2) después del tratamiento (T2, el dia después de 10 semanas de tratamiento).

Los 4 grupos tomaron suplementos o placebo durante los 6 dias de entrenamiento
semanal junto con un batido de recuperacion con sabor a chocolate (1 g/kg de CHO + 0.3
g/kg de proteina) en la media hora después de terminar el ejercicio [162]. No se agregd
ninguna sustancia al PLG, pero los atletas no estaban al tanto de esta situacion, ya que el
sabor estaba enmascarado con ¢l sabor a chocolate. En los dias libres, los remeros tomaron
la misma dosis de suplementos 30 minutos antes de acostarse. Ninguno de los participantes
usé ninguna sustancia previa al entrenamiento. Un nutricionista independiente al club hizo
los batidos con la cantidad de suplemento correspondiente para cada grupo, por lo que ni los
remeros ni los investigadores sabian la suplementacion que los participantes estaban
tomando. Ademads, el mismo nutricionista verificd todos los dias que todos los remeros
cumplian con el protocolo de ingesta de suplementos. E1 CrM se obtuvo del polvo Creapure®,
mientras que el HMB se obtuvo con HMB-Ca FullGas® (Fullgas Sport, S.L, 20115
Astigarraga, Guipuzcoa (Espaiia)).
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3.2.3. Prueba de esfuerzo incremental

Para evaluar el rendimiento de los atletas, se realiz6 una prueba incremental en T1 y
T2. Las 2 sesiones de prueba se realizaron a las 6:30 p.m. en un pabellén deportivo cubierto
con condiciones estandar (temperatura: 21°C y humedad: 60%), para mantener las
condiciones iguales en ambas pruebas. Las pruebas se realizaron después de un calentamiento
estandarizado de 15 minutos. El calentamiento incluy6é 10 minutos de remo constante con
dos aceleraciones de 1 minuto (en los minutos 3 y 5 del calentamiento) y 5 minutos de
aceleraciones y ejercicios de prevencion de lesiones que consisten en movimientos generales,
estiramiento dinamico/estatico y estabilidad del core. Todos los remeros consumieron 3 g/kg

de CHO en las 1-4 horas antes de ambas pruebas [156].

La prueba incremental [158], se realizd en un ergdbmetro de remo interior (sistema
Concept II, modelo D, Morrisville, VT, EE. UU), en el que se fijo el asiento para permanecer
estatico durante la prueba [159]. La prueba se realiz6 con etapas de 3 minutos de intensidad
progresiva hasta la fatiga con intervalos de descanso de 30 segundos entre etapas para obtener
muestras de LA en el 16bulo de la oreja. La carga de trabajo inicial fue de 100W. Una vez
que se inicio la prueba y en cada etapa, se le pidio al remero que mantuviera la intensidad
constante (W) y las paladas constantes [160]. La intensidad se increment6 en 40 W en cada
etapa posterior hasta el agotamiento. El agotamiento se definié como la incapacidad del
remero para realizar 3 paladas consecutivas a la potencia estipulada. Se determind que
utilizando criterios estdndares para remeros la pruebas de esfuerzo maximas eran validas

[161].

3.2.4. Concentracion de lactato en sangre

Las muestras de LA se obtuvieron mediante muestras (5 pl) del 16bulo de la oreja de
cada remero antes de comenzar la prueba y al final de cada etapa de 3 minutos. EI LA se
determind mediante un analizador Lactate Scout (EKF Diagnostics®, Penarth, Cardiff, Reino
Unido) siguiendo las instrucciones del fabricante [162]. Para evitar la variabilidad entre
analizadores, se utilizo el mismo analizador para ambas pruebas en todos los participantes.
La validez del analizador se garantizé verificando los valores medidos con los estdndares de

lactato de acuerdo con las instrucciones del fabricante [162].
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3.2.5. Determinacion de los umbrales

Después de obtener los diferentes valores de LA en cada etapa del protocolo
incremental, se representaron graficamente como una funcién continua contra el tiempo.
Luego, se extrapold la potencia que obtuvo cada remero en el umbral anaerébico (WAT), a

4 mmol (W4)y 8 mmol (W8). Para el calculo del WAT, se utiliz6 el método D-max [17,163].

3.2.6. Antropometria

Las medidas antropométricas se tomaron siguiendo el protocolo de “The International
Society for the Advancement of Kinanthropometry” (ISAK) [164]. Ademas, el mismo
antropometrista certificado internacionalmente (ISAK nivel 3) tomo las medidas a todos los
participantes. Todas las mediciones se realizaron por duplicado para una adecuada fiabilidad.
Si la diferencia entre las medidas duplicadas excedia el 5% para un pliegue cutaneo
individual, se tomaba una tercera medida. Para los analisis se utilizaron la media de las
mediciones antropométricas duplicadas o las medianas en las triplicadas. La altura (cm) se
midio utilizando una varilla de medicion SECA®, con una precision de 1 mm, mientras que
el BM (kg) se evalu6 mediante una bascula modelo SECA®, con una precision de 0,1 kg. El
indice de masa corporal (IMC) se calculd utilizando la ecuacion BM/altura® (kg/m?). Se
calcul6 la suma de 6 pliegues cutaneos (mm) (triceps, subescapular, suprailiaco, abdominal,
muslo frontal y pantorrilla interna), previamente medidos con un plicometro Harpenden®,
con una precision de 0,2 mm. Las circunferencias (cm) (circunferencia relajada del brazo,
circunferencia del muslo y circunferencia de la pantorrilla) se midieron con una cinta de
medicion estrecha, metalica e inextensible Lufkin® modelo W606PM con una precision de 1
mm. La FM se calcul6 utilizando la ecuacion de Yushasz modificada por Carter [165] y para

el calculo de la masa muscular (MM) se utilizé la formula elaborada por Lee [166].

3.2.7. Evaluacion de la dieta

Todos los participantes fueron informados sobre el seguimiento adecuado de los
alimentos por los mismos nutricionistas y dietistas capacitados [167]. Instruyeron a los atletas
sobre dos métodos validados de recuerdo dietético. El primer método fue completar en T2
un cuestionario de frecuencia alimentaria (FFQ), que se ha utilizado previamente para la
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poblacion deportiva [168]. Este FFQ, pedia a los participantes que recordaran su consumo
promedio basado en ciertas categorias de "frecuencia" durante las 10 semanas anteriores e
incluia 139 alimentos y bebidas diferentes, organizados por tipo de alimento y patron de
comida. Las categorias de frecuencia se basaron en la cantidad de veces que se consumio6 un
articulo por dia, por semana o por mes. El consumo diario de energia (kcal) y cada
macronutriente en gramos se determind dividiendo la ingesta informada por la frecuencia en

dias.

El segundo método fue un recuerdo dietético de 7 dias en T1 y T2 de los 7 dias
anteriores a la prueba, para examinar si los resultados de este recordatorio eran similares a
los del FFQ. Si los participantes habian pesado los alimentos, entonces esos datos se
utilizaron para el recordatorio, sin embargo, si no era posible pesar los alimentos, los tamafos
de las porciones consumidas se estimaron a partir del peso estandar de los alimentos o al
determinar el tamafio de las porciones mirando un libro con 500 fotografias de alimentos.
Los valores de los alimentos se convirtieron en ingestas de energia total, macronutrientes y
micronutrientes mediante un paquete de software validado (EasyDiet®, version 2019). Este
paquete de software fue desarrollado por el Centro Espafiol de Estudios Superiores en
Nutricidon y Dietética, que se basa en tablas espafiolas de composicion de alimentos [169].
Ademas, se calculd la ingesta total de energia y macronutrientes que cada atleta realizé en

relacion con cada kg de BM.

3.2.8. Analisis estadistico

Todas las variables se presentan como medias y desviaciones estandar (SD). Los
cambios porcentuales de las variables estudiadas en cada grupo de estudio entre las pruebas

T1 y T2 se calcularon como A (%): [(T2 - T1)/T1] x 100).

La prueba de Shapiro-Wilk se utilizé para determinar la normalidad de los datos (n
<50) en todas las variables continuas, por lo tanto, utilizamos féormulas paramétricas.
Ademas, se aplico la prueba de Levene para medir la homocedasticidad de las varianzas. Los
niveles medios de A (%), la ingesta dietética y la produccion de potencia de la prueba
incremental en T1 y T2 se compararon mediante un analisis de covarianza de un factor con
la categoria de suplementos como factor fijo. Se aplico la prueba post-hoc de Bonferroni para
las comparaciones por pares entre los grupos. Asimismo, las diferencias de T1 a T2 en cada
grupo se evaluaron mediante una prueba T para muestras relacionadas. Ademas, se utiliz6 la

prueba de andlisis de varianza (ANOVA) de medidas repetidas para examinar los efectos de
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las interacciones (tiempo x grupo de suplementacion) entre los grupos de suplementacion
(PLG, CrMG, HMBG y CrM-HMBG) en la produccion de potencia durante la prueba

incremental.

Los tamafios del efecto entre los participantes se calcularon utilizando la eta cuadrada
parcial (n2p). Dado que es probable que esta medida sobreestime los tamafios del efecto, los
valores se interpretaron de acuerdo con Ferguson [170], que indica que no tiene ningun efecto
s1 0<n2p<0,05; un efecto minimo si 0,05<n2p<0,26; un efecto moderado si 0.26<12p<0,64;
y un fuerte efecto si N12p>0,64.

El siguiente calculo se utilizd para expresar las variables en condicion de CrMG,

HMBG y CrM-HMBG como un cambio porcentual de PLG [153].
Cambio normalizado (%) =
[Tratamiento (CrMG, HMBG o CrM-HMBG)/Control (PLG) - 1] x100.

Con el objetivo de calcular las interacciones entre los tratamientos que se combinaron,
se utilizaron las variables A y B: 1) Efecto aditivo=A&B combinado=A + B individualmente;
2) Efecto sinérgico=A&B combinado>A + B individualmente; 3) Efecto antagonista = A&B
combinado<A + B individualmente; 3) efecto anulador=A&B combinado=A o B

individualmente; 4) Efecto multiplicativo=A&B combinado = A x B individualmente [153].

Los anélisis se realizaron con el software SPSS version 24.0 (SPSS, Inc., Chicago,
Illinois, EE. UU.) y Microsoft Excel (software Microsoft Excel version 19). La significacion

estadistica se indic6 cuando p<0,05
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3.3. ESTUDIO 3

3.3.1. Participantes

Veintiocho remeros tradicionales de élite masculinos (30,43+4,65 afios y 59,92
ml/min/kg de VOxmix), pertenecientes a 1 de los 12 equipos que componen la ACT,
participaron en este estudio. Aunque algunos ellos, tuvieron lesiones leves y pudieron faltar
a algunas sesiones de entrenamiento, todos completaron el estudio de manera rigurosa y sin
abandono. Estos remeros entrenaron con la misma carga y realizaron el mismo niimero de
sesiones de entrenamiento, con una duracién diaria de 1,5 horas, 6 dias/semana durante 10
semanas durante la temporada (periodo competitivo). Por lo tanto, el nutricionista del club
de remo desarroll6 una dieta personalizada para cada participante. Las dietas para un
rendimiento deportivo adecuado se sugirieron utilizando pautas de energia y macronutrientes
[156], considerando el volumen de entrenamiento, la carga de entrenamiento y las

caracteristicas individuales de cada remero.

Todos los atletas completaron un cuestionario de historial médico y pruebas
electrocardiograficas y cardiopulmonares. Ningun participante estaba enfermo, ni fumaba, ni
bebia alcohol, ni tomaba otros medicamentos, lo que alteraria la respuesta hormonal.
Asimismo, para evitar la posible interferencia de otros suplementos nutricionales en las
diferentes variables medidas en esta investigacion, se introdujo un periodo de lavado de 2

seémanas.

Todos los remeros fueron completamente informados de todos los procedimientos del
estudio y firmaron una declaracion de consentimiento informado. Esta investigacion fue
disefiada de acuerdo con la Declaracion de Helsinki (2008) y la actualizacion de Fortaleza
(2013) y fue aprobada por el Comité de Etica en Investigacion Humana de la Universidad del

Pais Vasco, Vitoria (M10/2017/247).

3.3.2. Protocolo experimental y plan de evaluacion
Este estudio fue disefiado como un estudio doble ciego, aleatorizado y controlado con
placebo para evaluar la influencia de la suplementacion oral de 10 semanas de CrM mas

HMB en los marcadores de EIMD y las hormonas anabolicas/catabdlicas en esta poblacion

deportiva.

68



Los participantes fueron asignados aleatoriamente a cuatro grupos (PLG, CrMG,
HMBG y CrM-HMBG) por un estadistico independiente utilizando un disefio de bloque
estratificado: PLG ( n=7; altura: 184,94+2,4 cm y masa corporal: 81,9+6,3 kg), CrMG (n=7;
0,04 g/kg/dia de CrM; altura: 183,44+7,8 cm y masa corporal: 81,2+5,0 kg) , HMBG (n = 7;
3 g/ dia de HMB; altura: 185,5+10,1 cm y masa corporal: 79,9+12,2 kg), y CrM-HMBG
(n=7; 0,04 g/kg/dia de CrM mas 3 g/dia de HMB; altura: 181,6+4,3 cm y masa corporal:
78,0+4,7 kg). Las dosis de suplementacion de CrM y HMB se seleccionaron de acuerdo con
un estandar de suplementacion para el rendimiento atlético [34, 35] y en remeros de élite
[60]. Todos los participantes asistieron al laboratorio a las 8:30 a.m. para la extraccion de
sangre en dos momentos diferentes durante el periodo de intervencion: (1) al inicio del

estudio (T1) y (2) después del tratamiento, al acabar las 10 semanas de suplementacion (T2).

Todos los remeros realizaron 6 sesiones de ejercicio por semana durante las 10
semanas de estudio (que fueron exactamente iguales para todos los participantes), con una
duracion de 1,5 h/dia (distribuido en 60% de trabajo aerdbico en una trainera, 30% de
entrenamiento de fuerza en el gimnasio y 10% de entrenamiento complementario: prevencion
de lesiones, estabilidad central y movilidad articular). Estas sesiones de ejercicio incluyeron
dos regatas oficiales de remo o entrenamiento equivalente por semana. Los atletas

completaron un total de 96,6 horas de ejercicio durante el estudio.

Todos los participantes tomaron placebo o suplementos durante los 6 dias de
entrenamiento semanal mezclados con un batido de recuperacion con sabor a chocolate (1
g/kg de CHO y 0,3 g/kg de proteina) dentro de la media hora de terminar el ejercicio [171].
No se agregd ninguna sustancia de enmascaramiento al PLG, dado que los atletas
desconocian el contenido del batido de recuperacion al tener todos los remeros el mismo
sabor en el batido. En el dia libre, todos los remeros ingirieron la misma dosis de suplementos
30 minutos antes de acostarse en un batido de chocolate proporcionado por un nutricionista
independiente. Los deportistas e investigadores no sabian qué suplementacion (doble ciego)
estaba tomando cada uno, porque un nutricionista independiente del club de remo hizo los
batidos de recuperacion con la suplementacion individual y verifico que todos los remeros
cumplian con el protocolo de ingerir los suplementos. El CrM se adquirié del polvo
Creapure® y el HMB de HMB-Ca FullGas® (Fullgas Sport, S.L, 20115 Astigarraga,

Guipuzcoa, Espafia).
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3.3.3. Analisis de sangre

Para la evaluacion de los marcadores de EIMD y los parametros hormonales en T1 y
T2, se obtuvieron muestras de sangre de la vena antecubital de todos los atletas. Todas las
muestras se tomaron en condiciones basales después de, al menos, 12 h de ayuno y 36 h sin
ejercicio. Para estandarizar las muestras de sangre en T1 y T2, los remeros realizaron la
misma sesion de entrenamiento en la ultima sesion de entrenamiento antes de la recoleccion
de muestras de sangre. Esta sesion de entrenamiento consistid predominantemente en
actividad concéntrica (dafio muscular inferior) y fue de corta duracion (30 min). En T1 y T2,
los remeros llegaron al laboratorio a las 8:30 a.m. y las muestras de sangre se recogieron

después de estar en reposo durante 30 minutos.

Los marcadores bioquimicos de EIMD (AST, CK y LDH) se midieron usando un

autoanalizador automatico (Hitachi 917, Japon).

El estado hormonal se midi6 en este estudio (T y C) a través de diferentes métodos.
La T sérica se midi6 mediante kits de prueba de inmunosorbentes enzimaticos disponibles
comercialmente (DRG testosterone ELISA kit®, DRG Instruments GmbH, Marburg/Lahn,
Alemania). El coeficiente de variacion intraensayo (CV) fue del 4,3% y el CV entre los
ensayos fue del 9,2%. Por otro lado, para la medicion del C, se us6 una prueba fluorescente
ligado a enzimas con la ayuda de un analizador multiparamétrico (Minividas®, Biomerieux,
Marcy 1'Etoile, Francia). Se us6 el sustrato 4-metilumbeliferona y se realizoé la emision de
fluorescencia a 450 nm, y después de la estimulacion, a 370 nm. El CV intra-ensayo fue del

5,7% y el CV del inter-ensayo fue del 6,2%.

3.3.4. Antropometria y composicion corporal

El protocolo de la ISAK [164] se utiliz6 para las mediciones antropométricas y todos
los participantes fueron medidos por el mismo antropometrista certificado

internacionalmente (ISAK nivel 3), tanto en T1 como en T2.

Todas las mediciones se tomaron dos veces y si la diferencia entre ambas medidas
excedid el 5% para un pliegue cutdneo individual, se tomd una tercera medicion. Para el
analisis, cuando la medicion se tomo dos veces, se eligio la media, y cuando se tomaron tres
mediciones, se eligi6 la mediana. La altura (cm) se midio utilizando una varilla de medicion

SECA®, con una precision de 1 mm, mientras que el BM (kg) se evalud mediante una béascula
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modelo SECA®, con una precision de 0,1 kg. El indice de masa corporal (IMC) se calculd
utilizando la ecuacion BM/altura2 (kg/m2). Se calculo la suma de 6 pliegues cutaneos (mm)
(triceps, subescapular, suprailiaco, abdominal, muslo frontal y pantorrilla interna),
previamente medidos con un plicometro Harpenden®, con una precision de 0,2 mm. Las
circunferencias (cm) (circunferencia relajada del brazo, circunferencia del muslo y
circunferencia de la pantorrilla) se midieron con una cinta de medicion estrecha, metélica e
inextensible Lufkin® modelo W606PM con una precision de 1 mm. La FM se calculd
utilizando la ecuacion de Yushasz modificada por Carter [165] y para el céalculo de la masa

muscular (MM) se utiliz6 la formula elaborada por Lee [166].

3.3.5. Evaluacion de la dieta

Todos los participantes fueron informados sobre el seguimiento adecuado de los
alimentos por los mismos nutricionistas y dietistas capacitados [167]. Instruyeron a los atletas
sobre dos métodos validados de recuerdo dietético. El primer método fue completar en T2
un FFQ, que se ha utilizado previamente en poblacion deportiva [168]. Este FFQ, pedia a los
participantes que recordaran su consumo promedio basado en ciertas categorias de
"frecuencia" durante las 10 semanas anteriores e incluia 139 alimentos y bebidas diferentes,
organizados por tipo de alimento y patron de comida. Las categorias de frecuencia se basaron
en la cantidad de veces que se consumid un articulo por dia, por semana o por mes. El
consumo diario de energia (kcal) y cada macronutriente en gramos se determin6 dividiendo

la ingesta informada por la frecuencia en dias.

El segundo método fue un recuerdo dietético de 7 dias en T1 y T2 de los 7 dias
anteriores a la prueba, para examinar si los resultados de este recordatorio eran similares a
los del FFQ. Si los participantes habian pesado los alimentos, entonces esos datos se
utilizaron para el recordatorio, sin embargo, si no era posible pesar los alimentos, los tamafos
de las porciones consumidas se estimaron a partir del peso estandar de los alimentos o al

determinar el tamafio de las porciones mirando un libro con 500 fotografias de alimentos.

Los valores de los alimentos se convirtieron en ingestas de energia total,
macronutrientes y micronutrientes mediante un paquete de software validado (EasyDiet®,
version 2019). Este paquete de software fue desarrollado por el Centro Espaiol de Estudios
Superiores en Nutricion y Dietética, que se basa en tablas espafiolas de composicion de
alimentos [169]. Ademas, se calculo la ingesta total de energia y macronutrientes que cada

atleta realizo en relacion con cada kg de BM.
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3.3.6. Analisis estadistico

Los datos se presentan como medias+SD. La significacion estadistica se indico
cuando p<0,05. Las diferencias de T1 a T2 en cada grupo se evaluaron mediante pruebas t
para muestras relacionadas, después de que se establecié la normalidad de los datos con la

prueba de Shapiro-Wilk (n <50) basada en datos paramétricos o no paramétricos.

Se us6 una prueba de analisis ANOVA de medidas repetidas para examinar los
efectos de interacciéon (tiempo X grupo de suplementacion) entre los grupos de
suplementacion (PLG, CrMG, HMBG y CrM-HMBG). Se aplicé una prueba post-hoc de
Bonferroni para las comparaciones por pares entre los grupos. Los cambios porcentuales de
las variables estudiadas en cada grupo de estudio entre las pruebas de referencia (T1) y post-

tratamiento (T2) se calcularon como A (%): ((T2 - T1)/ T1) x 100).

Los tamafios del efecto entre los participantes se calcularon utilizando la eta cuadrada
parcial (n2p). Dado que es probable que esta medida sobreestime los tamafios del efecto, los
valores se interpretaron de acuerdo con Ferguson [170], que indica que no tiene ningin efecto
si 0<n2p<0,05; un efecto minimo si 0,05<n2p<0,26; un efecto moderado si 0.26<12p<0,64;
y un fuerte efecto si N12p>0,64.

El siguiente calculo se utilizd para expresar las variables en condicion de CrMG,

HMBG y CrM-HMBG como un cambio porcentual de PLG [153].
Cambio normalizado (%) =
[Tratamiento (CrMG, HMBG o CrM-HMBG)/Control (PLG) - 1] x100.

Con el objetivo de calcular la interacciones entre los tratamientos que se combinaron,
se utilizaron las variables A y B: 1) Efecto aditivo=A&B combinado=A + B individualmente;
2) Efecto sinérgico=A&B combinado>A + B individualmente; 3) Efecto antagonista = A&B
combinado<A + B individualmente; 3) Efecto anulador=A&B combinado=A o B

individualmente; 4) Efecto multiplicativo=A&B combinado = A x B individualmente [153].

Los anélisis se realizaron con el software SPSS version 24.0 (SPSS, Inc., Chicago,
Illinois, EE. UU.) y Microsoft Excel (software Microsoft Excel version 19). La significacion

estadistica se indic6 cuando p<0,05.
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4. RESULTADOS

“No se puede derrotar a la persona que nunca se rinde”
- Babe Ruth






4. RESULTADOS

4.1. ESTUDIO 1

4.1.1. Busqueda principal

Una busqueda en las tres bases de datos electronicas observo 17 estudios relevantes,
con 3 estudios adicionales encontrados por busquedas en listas de referencias (Figura 7). Tras
eliminar los estudios duplicados (n = 14) y realizar la revision de titulos y resimenes (n = 6),
se seleccionaron ocho estudios [122,147-152,172]. Después de la evaluacion de texto
completo, solo se excluyeron 2 estudios [122,172] (uno se combind con un entrenamiento no
habitual [172] y el otro se realiz6 con solo uno de los suplementos [122]). De este modo, se

incluyeron 6 estudios para esta revision sistematica [147—152].

Documentos identificados
c mediante busqueda en bases de Documentos adicionales identificados
?S datos a través de otras fuentes
é (n=17) (n=3)
'.E- Pubmed =3
% Scopus =2
= Web of Science = 12
— |
v
Documentos después de eliminar los
duplicados
° (n=14)
B
2
I
o
Documentos eliminados .| Documentos excluidos
(n=14) g (n=6)
~—
'
°
©
g A 4
a . . .
'3_? Articulos completos Articulos completos excluidos
o evaluados para elegibilidad con motivos
(n=28) (n=2)
~—
Entrenamiento no habitual = 1
M) Sélo un suplemento =1
w
o
3
3 L .
S Estudios incluidos en
c . . o
- sintesis cuantitativa
(n=6)
—

Figura 7. Diagrama de flujo “Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and
Meta-Analyses” (PRISMA)
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El disefio de los 6 estudios incluyé un estudio aleatorizado, doble ciego, controlado
con placebo [147], 2 estudios aleatorizados, controlados con placebo [150,151] y 3 estudios
con grupo control [148,149,152]. Cinco de los 6 estudios se realizaron en deportes de equipo
intermitentes: tres en rugby [148,149,152], uno en baloncesto [150] y uno en futbol [151]. El
ultimo estudio se realizd en hombres sanos [147]. La suma de todos los participantes del
estudio incluidos en esta revision fueron 201 hombres, de los cuales 161 fueron participantes
en ligas deportivas de alto nivel (5 estudios) [148—152] y los 40 restantes fueron participantes

moderadamente entrenados [147].

Algunos estudios dividieron a los participantes en 4 grupos de suplementacion
diferentes: grupo placebo (PLG) o grupo control (CON), grupo creatina (CrMG), grupo HMB
(HMBQG) y grupo CrM mas HMB (CrM-HMBG) [147,150]. Otros estudios asignaron a los
participantes a 3 grupos: PLG o CON, HMBG y CrM-HMBG [148,149,151,152].

4.1.2. Suplementacion de CrM y HMB

La duracion de las intervenciones en los estudios fue entre 6 dias y 6 semanas (42
dias). En 4 de los estudios incluidos en esta revision sistematica, el protocolo de
suplementacion consistio en 3 g/dia de CrM y 3 g/dia de HMB [148,149,151,152]. La
excepcion fueron los estudios de Jowko et al. [147] y Zajac et al. [150], en el que la
suplementacion con CrM consistio en 20 g/dia durante los primeros 7 dias seguido de 10
g/dia los siguientes 14 dias, y 15 g/dia los primeros 5 dias seguido de 5 g/dia los siguientes
25 dias, respectivamente. Ademas, la frecuencia del programa de entrenamiento realizado
por los atletas fue de 3 o 4 dias por semana [147-150,152] o 6 dias por semana [151] en un

programa de entrenamiento de resistencia.
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4.1.3. Resultados en el rendimiento deportivo

La Tabla 3, presenta las diferentes pruebas realizadas para determinar los resultados
medidos por el rendimiento mediante la ejecucion de un test de velocidad anaerobica (RAST)
[151], una prueba de repeticion maxima (1RM) de diferentes ejercicios de fuerza [147],
prueba de capacidad aerdbica multietapa, pedaleo maximo durante 60 segundos [152],
pruebas de fuerza muscular, resistencia muscular y potencia de las piernas [149], y una

prueba triple de Wingate [150].

La combinaciéon de CrM mas HMB mostrd mejoras en el rendimiento de la fuerza en
un estudio [147], pero el otro estudio que midid este pardmetro no encontré cambios en el
rendimiento entre los grupos [149]. Por otro lado, la capacidad anaerobica se mejor6 en dos
investigaciones [147,150] cuando los atletas ingirieron CrM mas HMB, aunque el estudio de
O’Connor et al. [152] no encontré ninguna mejora. La ultima variable de rendimiento fue la
capacidad aerébica, medida mediante una prueba de capacidad aerdbica multietapa, donde

no se observaron cambios entre grupos [152]
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Tabla 3. Resumen de los estudios incluidos en la revision sistematica que investig6 el efecto de CrM mas HMB en las habilidades de rendimiento

deportivo.
Autor/es Poblacion Intervencion Mediciones Efectos
CrM-HMBG Vs. CON/PLG  CrM-HMBG Vs. CrMG  CrM-HMBG Vs. HMBG
Faramarzi et 24 jugadores de Aleatorizado, Pico de potencia 1 Pico de potencia No se muestran datos e 1 Picode
al., (2009) futbol controlado con placebo (RAST) 1 potencia media potencia
[151] otencia media Indice de fati e > potencia
(21,6+0,1 afios) CrM: 3 g/dia ?RAST) < dice de Tatiga megia
HMB: 3 g/dia indice de fatiga . <—>'I'ndice de
(RAST) fatiga
Duracion: 6 dias
Joéwko et al., 40 varones sanos Aleatorizado, doble Test de fuerza 1 Test de fuerza e > Test de fuerza e > Testde
(2001) [147] . ciego, controlado con acumulativa (1RM) acumulativa (1RM) acumulativa fuerza
(21,0£2,1 afios) placebo (IRM) acumulativa
(IRM)
CrM: 20 g/dia (1
semana) + 10 g/dia (2
semanas)
HMB: 3 g/dia
Duracion: 3 semanas
O’Connor & 27 jugadores Con grupo control Rendimiento aerdbico > Capacidad No se muestran datos e > Capacidad
Crowe (2003)  varones de rugby de . (prueba de capacidad aerobica aerobica
[152] élite CrM: 3 g/dia aerObica multietapa) <> Capacidad e > Capacidad
. Rendimiento anaerdbica anaerdbica
(18-32 afios) HMB: 3 g/dia

Duracion: 6 semanas

anaerobico (prueba de
capacidad anaerdbica
maxima de 60
segundos)




Tabla 3. (continuacion)

Autor/es Poblacion Intervencion Mediciones Efectos
CrM-HMBG Vs. CON/PLG CrM-HMBG Vs. CrMG CrM-HMBG Vs. HMBG
O’Connor & Con grupo control Fuerza muscular e > Press de banca No se muestran datos e o Pressde
Crowe (2007)  varones de rugby de ) (prueba 3RM) e > Peso muerto banca
[149] CrM: 3 g/dia Resistencia muscular e < Remo e > Peso muerto
o HMB: 3 o/dia (mé)flmo namero de e > Resistencia e < Remo
(24,9+1,5 afios) g/ dominadas hasta el muscular e < Resistencia
Duracion: 6 semanas agotamiento) e > Pico de potencia muscular
Pico de potencia e o Trabajo total e > Picode
(Prueba de potencia potencia
de pierna de 10 e > Trabajo total
segundos)
Zajac et al., 52 jugadores de Aleatorizado, Potencia anaerdbica e 1 Potencia relativa e s Potencia e 1 Potencia
(2003) [150] controlado con placebo maxima relativa maxima relativa maxima relativa maxima

(25,6+5,6 afios)

CrM: 15 g/dia
(primeros 5 dias) + 5
g/dia (resto de dias)

HMB: 3 g/dias

Duracion: 30 dias

(prueba triple
Wingate)

Trabajo total relativo
(prueba triple
Wingate)

1 Trabajo total
relativo

e > Trabajo total
relativo

e 1 Trabajo total
relativo

CrM: suplementacion de monohidrato de creatina, HMB: suplementacion de HMB, CON/PLG: grupo control o placebo, HMBG: grupo
suplementado con HMB, CrMG: grupo suplementado con monohidrato de creatina, CrM-HMBG: grupo suplementado con monohidrato de
creatina y HMB, RAST: Test de velocidad anaerdbica; 1: incremento, 1IRM: 1 repeticion maxima, 3RM: 3 repeticiones maximas; |: disminucion,

«>: sin efecto.
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4.1.4. Resultados en la composicion corporal

La Tabla 4, muestra las mediciones de composicion corporal. Zajac et al. [150]
encontraron reducciones en FM (respecto a CON/PLG y CrMG) cuando se complementaron
con CrM mas HMB, aunque Jowko et al. [147] no lo hizo. Por otro lado, Zajac et al.
encontraron un aumento en BM (respecto a CON/PLG y HMBG), en contraste con los
estudios de Jowko et al. [147] y O’Connor et al. [149] que no encontraron cambios en este
parametro entre los grupos cuando se ingiri6 CrM mas HMB. Finalmente, ninglin estudio

encontrd cambios en la medida de BM [147,149,150].

4.1.5. Resultados de dafio muscular y estado hormonal

La Tabla 5 muestra los efectos en las isoenzimas sanguineas musculares como la CK
[147,148,151], la LDH [151] y la LA [150,152], que no cambiaron después de la
suplementacion con CrM méis HMB. Ademas, las hormonas sanguineas
anabolicas/catabolicas (T y C) no mostraron cambios cuando los remeros fueron

suplementados con CrM mas HMB [147]
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Tabla 4. Resumen de los estudios incluidos en la revision sistematica que investigo el efecto de CrM mas HMB en la composicion corporal

Autor/es Poblacion Intervencion Mediciones Efectos
CrM-HMBG Vs. CON/PLG CrM-HMBG Vs. CrMG CrM-HMBG Vs. HMBG
Jowko et al., 40 varones sanos  Aleatorizado, doble ciego, e BM —BM —BM e —BM
(2001) [147] (21.042.1 ) controlado con placebo e FM —FM e —FM e oFM
+2.1 afios
e LBM LBM LBM LBM
CrM: 20 g/dia (1 semana) * < ¢ ¢
+ 10 g/dia (2 semanas)
HMB: 3 g/dia
Duracion: 3 semanas
O’Connor & 30 jugadores Con grupo control BM — BM No se muestran datos — BM
Crowe (2007)  varones de rugby ] ] Suma de 6 pliegues <> Sumade 6 <> Sumade 6
[149] de ¢lite CrM: 3 g/dia Circunferencia del pliegues pliegues
. . brazo (relajado) <> circunferencia del <> circunferencia del
= HMB: 3 g/dia
(24,9+1.5 aiios) & e  Circunferencia del brazo (relajado) brazo (relajado)
Duracidén: 6 semanas brazo (contraido) > Circunferencia del Circunferencia del
e  Circunferencia del brazo (contraido) brazo (contraido)
pecho <> Circunferencia del <> Circunferencia del
e  Circunferencia de la pecho pecho
cintura <> Circunferencia de <> Circunferencia de
e  Circunferencia de la la cintura la cintura
cadera <> Circunferencia de <> Circunferencia de
e  Contorno de muslo la cadera la cadera
e  Diametro del femur <> Contorno de muslo <> Contorno de muslo
e Diametro del <> Diametro del <> Diametro del

himero

femur
< Diametro del
himero

femur
< Diametro del
himero
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Tabla 4. (continuacion)

Autor/es Poblacion Intervencion Mediciones Efectos
CrM-HMBG Vs. CON/PLG CrM-HMBG Vs. CrMG CrM-HMBG Vs. HMBG

Zajac et al., 52 jugadores Aleatorizado, controlado con e BM e 1BM e —BM e 1BM
(2003) [150]  de baloncesto placebo e FFM e 1FFM e —FFM e 1FFM

entrenados ) . . e FM e |FM e |FM e —FM

CrM: 15 g/dia (primeros 5 dias) + 5
(25,645,6 g/dia (resto de dias)
afios)
HMB: 3 g/dias

Duracion: 30 dias

CrM: suplementacion de monohidrato de creatina, HMB: suplementacion de HMB, CON/PLG: grupo control o placebo, HMBG: grupo
suplementado con HMB, CrMG: grupo suplementado con monohidrato de creatina, CrM-HMBG: grupo suplementado con monohidrato de
creatina y HMB, LBM: masa corporal magra, BM: masa corporal, FM: masa grasa, FFM: masa libre de grasa; 1: incremento, |: disminucién, <
sin efecto.



Tabla S. Resumen de los estudios incluidos en la revision sistematica que investigo el efecto de CrM méas HMB sobre el dafio muscular y el estado

hormonal.
Autor/es Poblacion Intervencion Mediciones Efectos
CrM-HMBG Vs. CON/PLG CrM-HMBG Vs. CrMG CrM-HMBG Vs. HMBG
Crowe et al., 28 jugadores Con grupo control e  Testosterona e > Testosterona No se muestran datos e & Testosterona
(2003) [148] varones de . e  Cortisol e > cortisol e > cortisol
rugby de élite CrtM: 3 g/dia e (K e «CK e oCK
(24.940,7 afios) HMB: 3 g/dia e  Urea e > Urea e > Urea
Duracioén: 6 semanas
Faramarziet 24 jugadores de Aleatorizado, controlado e CK e «CK No se muestran datos — CK
al., (2009) fatbol con placebo e LDH e <« LDH «— LDH
[151]
(21,6+0,1 afios) CrM: 3 g/dia
HMB: 3 g/dia
Duracion: 6 dias
Jowko et al., 40 varones Aleatorizado, doble ciego, e CK e «CK 1CK e 1CK
(2001) [147] sanos controlado con placebo e  Nitrégeno e |Nitrogeno de urea e  —Nitrogeno de e > Nitrogeno de
. . de urea urea urea
(21,0£2,1 aflos)  CrM: 20 g/dia (1 semana) +
10 g/dia (2 semanas)
HMB: 3 g/dia
Duracion: 3 semanas
O’Connor & 27 jugadores Con grupo control e LA e o« LA No se muestran datos e LA
Crowe (2003) varones de .
[152] rugby de élite CrM: 3 g/dia
(18-32 afios) HMB: 3 g/dia

Duracion: 6 semanas
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Tabla 5. (continuacion)

Autor/es Poblacion Intervencion Mediciones Efectos

CrM-HMBG Vs. CON/PLG CrM-HMBG Vs. CrMG CrM-HMBG Vs. HMBG

Zajac et al., 52 jugadores de Aleatorizado, controlado con e LA e LA e LA e LA
(2003) [150] baloncesto placebo e CK e o CK e «—CK e 1CK
entrenados o ) e LDH e oLDH e oLDH e 1LDH
CrM: 15 g/dia (primeros 5 dias)
(25,6+5,6 aios) + 5 g/dia (resto de dias)
HMB: 3 g/dias

Duracion: 30 dias

CrM: suplementaciéon de monohidrato de creatina, HMB: suplementacion de HMB, CON/PLG: grupo control o placebo, HMBG: grupo
suplementado con HMB, CrMG: grupo suplementado con monohidrato de creatina, CrM-HMBG: grupo suplementado con monohidrato de
creatina y HMB, CK: creatina quinasa, LA: &cido lactico, LDH: lactato deshidrogenasa; 1: incremento, |: disminucion, «»: sin efecto.



4.2. ESTUDIO 2

Durante el estudio, los atletas no mostraron diferencias estadisticas
significativas (p>0,05) en los valores de consumo de energia y macronutrientes entre
los grupos (Tabla 6). La ingesta de energia fue de aproximadamente 45 kcal’kg en cada
grupo de estudio. Del mismo modo, la ingesta de proteinas, grasas y CHO fue ~1,9
g/kg; 1,5 g/lkg y 6,0 g/kg respectivamente en cada grupo de estudio.

Tabla 6. Datos de antropometria y composicion corporal en los cuatro grupos de
estudio al inicio del estudio (T1) y después de 10 semanas (T2)

PLG CrMG HMBG CrM-HMBG
Energia (kcal) 3340+350 3358+358 32904410 33754395
Energia (kcal/kg) 44+6 45+6 45+6 45+7
Proteina (g) 143+24 145426 141+29 143426
Proteina (%) 1743 1843 1843 1743
Proteina (g/kg) 2+0 2+1 2+1 2+0
Proteina animal (g) 84+23 86125 81+19 86+25
Proteina vegetal (g) 60+11 58+15 62+19 59+17
Grasa (g) 101+20 103+21 99421 101£22
Grasa (%) 2744 28+4 27£5 28+5
Grasa (g/kg) 240 241 241 2+1
Carbohidratos totales (g) 450+55 460+60 459+58 453+61
Carbohidratos (%) 5445 55+5 55+6 5445
Carbohidratos (g/kg) 6+1 6+1 6+1 6+1
Hierro (mg) 24+7 24+7 24+7 2348

Los datos se muestran en media+SD

La Tabla 7 muestra los datos de antropometria y composicion corporal en T1 y
T2 en cada uno de los grupos de estudio. No se observaron diferencias significativas en
la interaccidn grupo por tiempo en la masa corporal, suma de 6 pliegues cutaneos, masa
grasa (kg) y masa muscular (kg) (p>0,05). Con respecto a la masa corporal y la masa
grasa, se encontrd una disminucion significativa en todos los grupos durante el estudio
(p <0.05). Sin embargo, se encontr6 una disminucion significativa en la masa muscular
en PLG entre los 2 momentos de estudio (T1: 33,3+4,3 vs. T2: 32,7+4,1 kg; p<0,05;
n2p=0,160).
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Tabla 7. Datos de antropometria y composicion corporal en los cuatro grupos de
estudio al inicio del estudio (T1) y después de 10 semanas (T2).

Group T1 T2 P (TxG) n2p
Masa corporal (Kg)
PLG 81,9+6,3 80,0+£5,3*
CrtMG 81,245,0 78,6+5,4%
HMBG 79,9+12,2 77,6£11,1%* 0,883 0,028
CrM-HMBG 78,0+4,7 75,5+4,5*
6 Pliegues (mm)
PLG 51,6£18,9 48,8£16,3
CrtMG 57,0£6,5 54,7+14,1
HMBG 542+11,4 52,0£13,0 0,790 0,050
CrM-HMBG 50,4+7,1 47,4449
Masa grasa (kg)
PLG 7,3+2,7 6,4+2,3*
CrtMG 6,1+0,7 5,8+0,7*
HMBG 6,8+1,3 6,3£1,1* 0,207 0,255
CrM-HMBG 6,4+0,8 6,2+0,4*
Masa muscular (kg)
PLG 33,3+4,3 32,744,1%*
CrtMG 31,5+1,9 31,2423
HMBG 32,8+1,5 32,2+1,1 0,442 0,160
CrM-HMBG 34,6+1,3 34,6£1,1

Los datos se muestran en media+SD. P (TxG): interaccion grupo por tiempo (p<0.05).
ANOVA de medidas repetidas. *: Significativamente diferente entre los puntos de

estudio (T1 vs. T2). p<0.05.

La Tabla 8 muestra los valores de potencia aerdbica obtenidos en diferentes
intensidades durante la prueba incremental tanto en T1 como en T2. Se puede observar
una mejora significativa (p <0,05) en la interaccion grupo por tiempo en W8 (p <0,001;
n2p=0,766). Sin embargo, no hubo diferencias significativas en la interaccion grupo

por tiempo en WAT y W4.

Ademas, se observaron aumentos significativos (p <0,05) entre los puntos de
estudio en WAT en HMBG (T1: 238+40 vs. T2: 253435 W; n2p=0,168) y CrM-HMBG
(T1: 238+22,73 vs. T2: 264+19 W; n2p=0,168), en W4 en CrM-HMBG (T1: 236+29
vs. T2: 263£19 W; n2p=0,181) y en W8 en CrM (T1: 300£20 vs. T2: 314+21 W;
n2p=0,766), HMBG (T1: 295+45 vs. T2: 314+49 W; n2p=0,766) y CrM-HMBG (T1:
288+21 vs. T2: 331+£35 W ; n2p=0,766).

86



Tabla 8. Produccion de potencia en el umbral anaerobico (WAT), 4 (W4) y 8 mmol
(W8) en los cuatro grupos de estudio al inicio del estudio (T1) y después de 10 semanas
(T2).

Group T1 T2 P (TxG) n2p
WAT (W)
PLG 254+34 259420
CrMG 242421 253£12
HMBG 238+40 253+35% 0,228 0,168
CrM-HMBG 238+22 264+19*
W4 (W)
PLG 242+16 241431
CrMG 243+20 247+21
HMBG 238+45 251£36 0,196 0,181
CrM-HMBG 236+29 262+19*
W8 (W)
PLG 317+19 314424
CrMG 300+20 314£21%
HMBG 295445 3144+49* <0,001 0,766
CrM-HMBG 288+21 331£35%

Los datos se muestran en media+=SD. P (TxG): interaccion grupo por tiempo (p<0.05).
ANOVA de medidas repetidas. *: Significativamente diferente entre los puntos de
estudio (T1 vs. T2). p<0.05.

Ademas, el ANOVA detectd interacciones significativas con respecto al
cambio porcentual entre T1 y T2 (Figura 8). Especificamente, hubo incrementos
significativamente mayores a favor de CrMG (+5+2%); HMBG (+6+3%) y CrM-
HMBG (+15+£5%) en comparacion con PLG (-1£3%) de T1 a T2 para W8. También,
hubo incrementos significativamente mayores en favor de CrM-HMBG en

comparacion con CrMG y HMBG (p<0,01).
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A Durante el estudio
(Produccién de potencia absoluta)

30 A
= PLG (n=7)

20 0°  pog CrMG (n=7)
E= HMBG (n=7)

10 a 3 I crM-HMBG (n=7)

%

=10 -

-20 T T T

Figura 8. Porcentaje de cambios durante el estudio sobre la produccion de potencia
absoluta en el umbral anaerébico (WAT), 4 mmol/L (W4) y 8 mmol/L (W8) en los 4
grupos de estudio. Los datos se muestran en media+SD. A: ((T2-T1) /T1) x 100; Las
diferencias entre grupos en cada test se ha calculado con una prueba ANOVA (p<0,05):
a, respecto a PLG; b, respecto a CrMG; c, respecto a HMBG.

Los resultados en la Tabla 9, mostraron los cambios en WAT, W4, W8 en todos
los grupos suplementados con respecto a PLG, después de 10 semanas. Se ha
encontrado un efecto sinérgico de la suplementacion combinada para la suma de los dos
suplementos por separado en WAT (CrM-HMBG=403% vs. CrMG + HMBG=338%)),
W4 (CrM-HMBG=2736% vs. CtMG + HMBG=1705%) y W8 (CrM-HMBG=1293%
vs. CrMG + HMBG=878%) usando la ecuacion sinérgico=A&B combinada>A + B

individualmente [153].

Ademas, al comparar la sinergia encontrada en la combinacion CrM-HMBG, se
observo que el efecto sinérgico mas potenciado (CrM-HMBG - (CrM + HMBG)) que
se ha observado fue en W4 (Tabla 9).
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Tabla 9. Determinacion del efecto de la combinacion de suplementos.

CrM-HMBG -
Grupo CrMG (A) HMBG (B) A+B CrM-HMBG
(A+B)
WAT 134% 203% 338% 403% 66%
W4 397% 1309% 1705% 2736% 1031%
W3 364% 514% 878% 1293% 364%

Los datos estan expresados en cambio respecto al grupo placebo (%) = [Grupo
experimental/placebo (PLG) - 1] x100. A+B= suma de los efectos de CrMG (A) y
HMBG (B) cuando se han suplementado por separado.

4.3. ESTUDIO 3

Tabla 10. Antropometria y composicion corporal de los participantes.

PLG CrMG HMBG CrM-HMBG
Energia (kcal/kg) 44,8+6,2 45,0+6,6 44,7+6,3 45,1+£7,0
Proteina (g/kg) 1,9+0,4 2,0+0,6 1,9+0,7 1,9+0,4
Grasa (g/kg) 1,5+0,4 1,6+0,5 1,5+0,6 1,6£0,6
Carbohidratos (g/kg) 6,0+0,9 6,1+1,1 6,1+1,3 6,0+1,2

Los datos se muestran en media+SD

Durante el estudio, los atletas no mostraron diferencias estadisticas
significativas (p>0,05) en los valores de ingesta de energia y macronutrientes entre los

grupos (Tabla 10).

Tabla 11. Antropometria y composicion corporal de los participantes

Group T1 T2 P (T xG) 1’p

Masa corporal (kg)
PLG 81,9+6,3 80,0+5,3*
CrMG 81,2+5,0 78,6+5,4*
HMBG 79,9+12,2 77.6£11,1% 0,883 0,028
CrM-HMBG 78,0+4,7 75,5+4,5*

Indice de masa corporal (kg/m?)

PLG 24,1424 23,642,0
CrMG 24,115 23,4+1,6*
HMBG 24,1+1,8 23,3+1,8% 0,951 0,016
CrM-HMBG 23,7+1,6 22,0+1 4%

Masa muscular (%)
PLG 40,342,5 41,0423
CtMG 40,6+2.4 41,7£2,7
HMBG 41,142,0 41,7422 0,789 0,104
CrM-HMBG 41242.4 42,1423

Masa grasa (%)

PLG 8,9+1,5 8,7+1,4
CrMG 8,6+1,7 8,4+1.8
HMBG 8,7+1,5 8,4+1,1 0,884 0,030
CrM-HMBG 8,5+1,6 8,2+1.4

Los datos se muestran en media+SD. P (TxG): interaccion grupo por tiempo (p<0,05).
ANOVA de medidas repetidas. *: Significativamente diferente entre los puntos de
estudio (T1 vs. T2). p<0,05.
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La masa corporal, el indice de masa corporal, el porcentaje de masa muscular y
el porcentaje de masa grasa no mostraron diferencias significativas (p>0,05) en la
interaccion grupo por tiempo (Tabla 11). Sin embargo, se encontraron disminuciones
significativas (p<0,05) entre los dos momentos de estudio para la masa corporal en
PLG, CrMG, HMBG y CrM-HMBG vy para el indice de masa corporal en HMBG y
CrM-HMBG (Tabla 11).

Tabla 12. Estado de las hormonas testosterona y cortisol en los participantes.

Group T1 T2 P (T xG) n’p

Testosterona (ng/dL)
PLG 5,22+0,56 4,56+0,84
CrMG 4,27+0,73 4,20+1,12
HMBG 4,90+0,95 5,60+1,56 0,006 0,454
CrM-HMBG 4,91+0,87 5,97+1,23*

Cortisol (pg/dL)
PLG 15,87+2,99 17,9342,08*
CrMG 15,75+2,78 20,80+6,13*
HMBG 16,32+1,29 23,3042,97* 0,451 0121
CrM-HMBG 18,18+1,13 22,95+1,89*
Ratio testosterona/cortisol

PLG 34,77+£12,03 25,97+6,58%*
CrMG 28,04+7,49 22,17+9,90%*
HMBG 30,19+6,33 23,94+4,98* 0,032 0,349
CrM-HMBG 27,07+5,12 26,07+5,29

Los datos se muestran en media+SD. P (TxG): interaccion grupo por tiempo (p<0.05).
ANOVA de medidas repetidas. *: Significativamente diferente entre los puntos de
estudio (T1 vs. T2). p<0,05.

La Tabla 12 muestra diferencias significativas en la interaccion de grupo por
tiempo para la T (p=0,006; n2p=0,454) y T/C (p=0,32; n2p=0,349). Ademas, se
observaron aumentos significativos entre T1 y T2 (p<0,05) en C en PLG, CrM, HMBG
y CtM-HMBG y en T en CrM-HMBG vy descenso en T/C en PLG, CrtM y HMBG
(Tabla 12).
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A Durante el estudio
(Estado de la testosterona y el cortisol)
100 A
754 1 pPLG (n=7)
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Figura 9. Porcentaje de cambios durante el estudio en el estado de la hormona cortisol,
testosterona y la relacion testosterona/cortisol en los cuatro grupos de estudio. Los datos
se muestran en media=SD. A: ((T2-T1) /T1) x 100; Las diferencias entre grupos en
cada test se ha calculado con una prueba ANOVA (p<0,05): a, respecto a PLG; b,
respecto a CrMG; c, respecto a HMBG.

La Figura 9 muestra diferencias significativas en el cambio porcentual de T
(p=0,006; n2p=0,457) entre PLG y CrMG, HMBG y CtM-HMBG y entre CrM-HMBG
y CrtMG y HMBG (p>0,05). Ademas, el cambio porcentual del T/C mostr6 diferencias
estadisticas (p=0,029; 1n2p=0,399) entre CrM-HMBG y PLG, asi como CrMG vy
HMBG. Sin embargo, no hubo diferencias significativas entre los grupos en el cambio

porcentual de C (p=0,568; n2p=0,094).
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Tabla 13. Marcadores de dafio muscular inducidos por el ejercicio en los cuatro grupos
de estudio al inicio del estudio (T1) y después de 10 semanas (T2).

Group T1 T2 P (T xG) n2p
AST (UI/L)
PLG 17.8322.79 22.00£1.55%
CrMG 22.3349.65 23.50+8.89
HMBG 18.0043.29 19.006.96 0,648 0,077
CrM-HMBG 21334468 24.67+7.30
CK (UI/L)
PLG 190.5094.79 216.83497.35
CrMG 277.004171,40 256.33+130.38
HMBG 147,50+63.91 243.334286.42 0,641 0,079
CrM-HMBG 201,674105,64 260.50+159.28
LDH (UI/L)
PLG 203.17436.23 310,17422.98
CrMG 337.00447.69 337.33439.20
HMBG 340,17427.64 34217445 35 0,792 0,049
CrM-HMBG 339.17424.77 337.83460.72

Los datos se muestran en media+SD. P (TxG): interaccion grupo por tiempo (p<0.05).
ANOVA de medidas repetidas. *: Significativamente diferente entre los puntos de
estudio (T1 vs. T2). p<0,05.

Los marcadores EIMD (AST, LDH y CK) no presentaron diferencias
estadisticamente significativas en la interaccion grupo por tiempo entre T1 y T2 (Tabla

13). Sin embargo, se observaron aumentos significativos entre T1 y T2 para AST en

PLG (T1: 17,83+2,79 vs. T2: 22,00+1,55; p<0,05).
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A Durante el estudio
(Marcadores de EIMD)
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Figura 10. Porcentaje de cambios en los marcadores dafio muscular inducido por el
ejercicio (EIMD). Los datos se muestran en media + SD. A: ((T2-T1) /T1) x 100; Las
diferencias entre grupos en cada test se ha calculado con una prueba ANOVA (p<0,05)

La Figura 10 muestra que no hubo diferencias significativas en el cambio

porcentual de ningiin marcador EIMD entre T1 y T2 (p>0,05).

Tabla 14. Determinacion del efecto de la combinacion de suplementos.

Grupo % de cambio respecto al placebo Efecto interactivo
Cortisol
CrMG 24,38% Antagonista
HMBG 71,92%
CrMG + HMBG 96,30% 17,49<96,3
CrM-HMBG 17,49%
Testosterona
CrMG 4,21% Sinérgico
HMBG -42,1%
CrMG + HMBG -37,89% -63,85>-37,85
CrM-HMBG -63,85%
Ratio testosterona/cortisol
CrMG 135,09% Sinérgico
HMBG 120,8%
CrMG + HMBG 255,89% 1280>255,89
CrM-HMBG 1280%
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La Tabla 14 muestra un efecto antagonista de la suplementacion combinada en
comparacion con la suma de ambos suplementos aislados en C (CrM-HMBG=17,49%
vs. CrMG + HMBG=96,30%). Asimismo, se observd un efecto sinérgico de la
suplementacion combinada con respecto a la suma de los dos suplementos por separado
en T (CrM-HMBG = -63,85% vs. CrMG + HMBG=-37,89%) y en T/C (CrM-
HMBG=1280% vs. CrMG + HMBG=255,89%).
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5. DISCUSION

“El descontento es la primera necesidad de progreso”

- Thomas Edison






5. DISCUSION

5.1. ESTUDIO 1

El objetivo principal de esta revision sistematica fue resumir toda la evidencia
cientifica publicada hasta la fecha sobre el efecto de la suplementacion con CrM maés
HMB en las variables relacionadas con el rendimiento fisico (rendimiento en la fuerza
[147,149], rendimiento anaerdbico [150-152], rendimiento aerobico [152]),
composicion corporal (LBM, BM, FM, FFM) [147,149,150], dafio muscular (CK,
LDH, LA) [147,150-152] y estado hormonal (T y C) [148], medido en los 6 estudios
incluidos en este revision sistematica [147—-152]. Los resultados principales indicaron
que la combinacion de 3—10 g/dia de CrM mas HMB 3 g/dia, durante 1-6 semanas,
podria producir mas mejoras que tomandolos de forma aislada en el rendimiento en la
fuerza, el rendimiento anaerdbico y la composicion corporal (FFM, FM). Sin embargo,
no se encontraron resultados significativos en el rendimiento aerdbico, en el dafio
muscular y en los parametros de las hormonas anabdlicas/catabdlicas cuando se
combinaron ambos suplementos. Debido a los diferentes resultados medidos en los
estudios, los siguientes resultados se dividieron en diferentes grupos. Los resultados
podrian estar influenciados por el tipo de deporte, la cantidad de cada suplemento y la
duracion de la intervencion. Las caracteristicas de los participantes, como la edad, el
sexo, el origen étnico, la composicion corporal, el nivel de entrenamiento, las
diferencias en el entrenamiento, la nutricion y el estado de salud, también pueden influir

en los resultados.

5.1.1. Impacto en el rendimiento deportivo

5.1.1.1. Rendimiento en la fuerza

La fuerza es una capacidad condicional esencial en el rendimiento deportivo y
describe la capacidad de realizar cualquier accion maés rapido cuando se mueve la
misma masa [173]. Este tipo de estimulo requiere Cr/PCr como sustrato energético
[174]. Por lo tanto, podria mejorarse con la ingestion de CrM, aumentando el
rendimiento muscular mediante un incremento de la Cr/PCr [175]. Ademas, la
suplementacion con HMB también puede mejorar la fuerza a través de un aumento del

area transversal del musculo [129]. Este efecto de HMB podria deberse a un aumento
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de la sintesis de proteinas musculares causado por una regulacion al alza de la via
mTOR [104], o por un marcado cambio en el metabolismo oxidativo [129]. Aunque en
uno de los 2 estudios analizados se mejoro el rendimiento en la fuerza [147], en el otro
[149] no se encontraron cambios. La razén principal de este fendmeno podria ser el
nivel de entrenamiento de los participantes [176]. Sin embargo, en el estudio de Jowko
et al., fueron medidos 40 hombres sanos mediante 1 RM de diferentes ejercicios (press
de banca, pres por detras del cuello, flexion de biceps, sentadilla, extension de triceps,
cargada de potencia y suma de todas las pruebas), y se demostrd que la suplementacion
con CrM mas HMB caus6 aumentos en la fuerza acumulativa [147]. Dichas
observaciones son consistentes, pero no prueban la hipdtesis de que CrM mas HMB

actua a través de mecanismos distintos, como se ha descrito anteriormente.

5.1.1.2. Rendimiento anaerdbico

Los periodos prolongados de sprints multiples que ocurren en diferentes
deportes (por ejemplo, futbol, baloncesto o rugby) agotan las reservas de glucogeno
muscular, lo que lleva a una disminucion en la produccion de energia y una reduccion
en la tasa de trabajo general durante el entrenamiento y/o la competicion [177]. Se ha
demostrado que la suplementacion con CrM a largo plazo aumenta el contenido de
ARNm de algunos genes y proteinas implicados en la sintesis de glucogeno,
produciendo un cambio en la osmolaridad celular [93,94]. Ademas, un aumento de la
PCr muscular por la suplementacion con CrM es esencial para las actividades que
dependen del sistema de energia PCr [143]. Hay que afiadir, que el sisyema Cr/PCr
reduce el LA en las acciones glucoliticas anaerdbicas [95]. Por otro lado, el balance
neto muscular negativo que ocurre después del ejercicio de resistencia debe resolverse
rapidamente [178]. Para lograr esto, se debe ingerir leucina después del ejercicio. La
suplementacion con HMB (la leucina es un precursor de HMB) en los 30 minutos
posteriores al ejercicio podria ser suficiente estimulo para producir sintesis de proteinas,

facilitando la recuperacion muscular [129].

En relacion con este tema, se analizaron 3 estudios [150-152]. Dos de ellos
mostraron mejoras en el rendimiento anaerobico [150,151]. Concretamente, Faramarzi
et al. [151] encontraron un mejor rendimiento anaerdbico (potencia maxima) en
jugadores de futbol durante el RAST en CrM-HMBG con respecto a HMBG. Este

resultado mostr6 un efecto aditivo de la suplementacion combinada de CrM mas HMB
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[151]. Igualmente, en un estudio realizado con jugadores de baloncesto de élite, Zajac
et al., encontraron mejores resultados en CrMG y CrM-HMBG en comparacion con
HMBG y CON en una prueba triple Wingate. Sin embargo, aunque no hubo diferencias
estadisticas entre CrMG y CrM-HMBG, CrM-HMBG mostr6é un mejor rendimiento en
la prueba triple Wingate [150]. Por otro lado, O’Connor et al. no describieron cambios
entre los grupos suplementados después de una prueba de capacidad anaerdbica
maxima de 60 segundos [152]. Estos resultados podrian estar relacionados con el alto
nivel de entrenamiento anaerébico de los jugadores de rugby de élite y la dificultad para
mejorar los resultados para dichos atletas [152]. Por lo tanto, la combinacion de CrM
mas HMB podria ayudar a lograr mejores resultados en el rendimiento anaerobico que
tomandolos individualmente, sin embargo, se necesita mas investigacion para afirmar

estos hallazgos.

5.1.1.3. Rendimiento aerdbico

El rendimiento aerdbico es un factor clave en los deportes de larga duracion
(por ejemplo, eventos como carreras largas, ciclismo o remo) que requiere mantener
una intensidad especifica durante el mayor tiempo posible [179]. E1 CtM puede mejorar
la capacidad aerdbica al aumentar el sistema Cr/PCr, reduciendo la concentracion de
LA a la misma intensidad [95]. Ademads, el CrM mejora la sintesis de glucogeno
muscular [93,94]. Igualmente, el HMB también puede afectar el rendimiento aerdbico
al mejorar la capacidad aerdbica a través de la biogénesis mitocondrial, mediante la
activacion de PGC-1a [131]. En esta linea, no se observaron diferencias significativas
entre los grupos suplementados en el inico estudio en el que el rendimiento aerdbico
se midido mediante una prueba de capacidad aerdbica multietapa [152]. Este resultado
podria deberse al hecho de que el entrenamiento se centrd en ejercicios de fuerza y no
en entrenamiento de resistencia, que es el mas adecuado para mejorar este pardmetro
[180]. Ademas, los participantes eran atletas altamente entrenados, que estarian mas
cerca de su maximo potencial genético en comparacion con los sujetos no entrenados

[176].

Por lo tanto, estos resultados controvertidos generan ciertas dudas sobre la
suplementacion de CrM mas HMB y el beneficio en el rendimiento aerdbico de los
deportistas. Sin embargo, la investigacion futura deberia orientarse hacia la exploracion

de sus efectos en otro tipo de pruebas deportivas y entre diferentes grupos de atletas.
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5.1.2. Impacto en la composicion corporal

Para obtener el maximo rendimiento, los atletas deben tener una composicion
corporal Optima para la practica deportiva concreta, con un bajo porcentaje de masa
grasa y una optima masa musculo-esquelética [100]. En este sentido, el HMB podria
aumentar la masa muscular [181], al aumentar la sintesis de proteinas después de una
intensa sesion de entrenamiento [104], mediante la activacion de la via mTOR [138].
Del mismo modo, puede reducir la descomposicion de las proteinas mediante la
reduccion del sistema ubiquitina-proteasoma [182] y al aumentar el eje GH-IGF-I
[183]. Ademaés, el HMB podria aumentar la oxidacién de las grasas, mejorando la
biogénesis mitocondrial mediante la activacion de PGC-1a y, por lo tanto, reduciendo
el porcentaje de masa grasa [131]. Por otro lado, se ha propuesto la suplementacioén con
CrM para aumentar la masa muscular al aumentar la presion osmotica en el musculo,
con lo que aumentaria el contenido de agua muscular [101-103], y a su vez promovera

la sintesis de glucogeno [14,15].

En consecuencia, la mezcla de CrM mas HMB podria aumentar la FFM o la
LBM mas que tomandolos de forma aislada, como demostr6 el estudio de Zajac et al.
[150]. Sin embargo, en el estudio de Jowko et al. [147] no se encontraron dichos
cambios, a pesar de que la FM también se puede reducir [150] o no mostrar cambios
[147]. En este sentido, Zajac et al. [150], obtuvo un resultado interesante, dado que la
suplementacion mixta combinada con tres sesiones de entrenamiento de fuerza de
cuerpo completo por semana, parecia ayudar a aumentar la BM y disminuir la FM. En
este sentido, el HMBG disminuy¢ la FM en comparacién con CRG y CONG, y CRG
aumentd BM (sin aumentar FM) en contraste con HMBG y CONG, mostrando un
efecto acumulativo en términos de mejorar la composicién corporal cuando se
ingirieron juntos. Ademas, en la investigacion de O "Connor et al. [149], los pardmetros
de composicion corporal medidos (BM, suma de seis pliegues, circunferencia del brazo
(relajada), circunferencia del brazo (contraida), -circunferencia del pecho,
circunferencia de la cintura, circunferencia de la cadera y contorno del muslo) no
cambiaron cuando se combinaron con tres sesiones de fuerza de todo cuerpo completo
y una sesion de velocidad/potencia por semana. Estos resultados pueden explicarse por
el alto volumen de entrenamiento de los participantes. Por lo tanto, la combinacién de
CrM més HMB podria tener un efecto aditivo debido al efecto en diferentes vias

energéticas, aunque se debe considerar el tipo y el nivel de deportistas que lo realizan.
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5.1.3. Impacto en los marcadores de dafio muscular y estado hormonal

5.1.3.1. Impacto en los marcadores de dano muscular

Los marcadores de EIMD que se midieron para identificar un estado de dafio
muscular reciente o sobrecarga temporal fueron los siguientes: LDH, CK y LA [184].
Cuando la CrM y HMB se toman de forma aislada, la CrM puede reducir los niveles de
LA [79], LDH [87], y CK [87], y de la misma forma, el HMB también reduce LA [120]
CK [125] y LDH [125] después del entrenamiento. Por otro lado, cuando los
suplementos se toman juntos, no muestran efectos positivos en los niveles de CK
[147,148,151], LDH [151], y LA [150,152]. Concretamente, en el estudio de Jowko et
al. [147], los niveles de CK permanecieron elevados después de tres semanas de
suplementacion con CrM-HMBG. Esto podria explicar una disminucion en la
degradacion de proteinas a través de HMB [116], y las mejoras en LBM y la fuerza
conseguida por este suplemento. Este estudio [147], no mostré un efecto aditivo de
HMB y CrM; todo lo contrario, con CrM perjudicando los resultados de HMB. En
resumen, los resultados de los estudios no mostraron un mejor efecto al combinar
ambos suplementos en los marcadores de dafio muscular en comparacidn con la ingesta

individual.

5.1.3.2. Impacto en las hormonas anabdlico/catabdlicas

Monitorizar la T y el C, podria proporcionar informaciéon sobre la
recuperacion/preparacion de un deportista, y ser una herramienta para programar el
volumen/intensidad de entrenamiento diario [41]. Mientras que la T es una hormona
anabolica y anticatabolica que indica el grado de regeneracion endogena, el C indica
estrés acumulado [41]. En este sentido, la ingesta de HMB puede reducir los niveles de
C en sangre [185] y el CrM puede aumentar los niveles de T [92,144] cuando se toman
individualmente. Solo hubo un estudio que analiz6 el estado hormonal cuando se ingiri6
la mezcla de suplementos [148], y no se mostraron diferencias en los niveles de C o T
después de 6 semanas de suplementacion. Sin embargo, es dificil obtener cambios en
este parametro [40], y se necesitan mas estudios para comprender el efecto de CrM y

HMB en combinacidn sobre las respuestas hormonales anabdlicas/catabolicas.

5.1.2. Fortalezas, limitaciones y futura investigacion
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En esta revision sistematica, como fortaleza, se analizaron 6 estudios [147—
152], considerando diferentes modalidades deportivas (rugby, baloncesto y futbol),
mediciones y duracion de la suplementacion. Ademas, las pruebas utilizadas para medir
la fuerza, el rendimiento anaerobico y el rendimiento aerdbico fueron completamente
diferentes. Como limitaciones, esta diversidad resulto en dificultades para comparar los
diferentes resultados de los estudios. Ademas, no todos los estudios analizaron el efecto
de la mezcla de suplementos con la suplementacion individual. Por lo tanto, los
resultados de esta revision sistematica deben tratarse con precaucion debido al pequefio
numero de trabajos de investigacion disponibles para incluir. En consecuencia
proponemos como lineas de futuro, mas estudios con metodologias de medicion
similares para determinar la eficacia de mezclar CrM mas HMB con el objetivo de
mejorar el rendimiento deportivo y para comprender el posible efecto aditivo de esta

combinacion.

5.2. ESTUDIO 2

Para el conocimiento de los autores, hay pocos estudios que examinen la
suplementacion combinada de CrM mas HMB [147-152]. Cinco de ellos, se realizaron
en deportes de equipo intermitentes (3 en rugby [148,149,152], 1 en baloncesto [150]
y 1 en futbol [151]), deportes caracterizados por la combinacion de acciones cortas de
alta intensidad con acciones de baja intensidad. Los resultados encontrados son
controvertidos respecto al rendimiento deportivo [147,149-152]. Dos de ellos, no
encontraron diferencias significativas en el rendimiento aerobico (prueba de capacidad
aerobica multietapa) [152], rendimiento anaerdbico (prueba de capacidad anaerdbica
maxima de 60 segundos) [152], fuerza muscular (prueba 3RM) [149], resistencia
muscular (nimero maximo de flexiones hasta el agotamiento) [149], potencia maxima
(prueba de potencia de pierna de 10 segundos) [149] y trabajo total (prueba de potencia
de pierna de diez segundos) [149]. Sin embargo, 3 de ellos mostraron mejoras en la
potencia maxima y la potencia media (RAST) [151], en la prueba de fuerza acumulativa
(1RM) [147] y en la potencia anaerdbica relativa maxima y total (prueba triple Wingate)
[150]. Estos resultados no se pueden comparar con los obtenidos previamente en este
estudio, dado que este estudio es el unico que mide el rendimiento aerdbico en una
prueba incremental, que es un buen predictor del rendimiento aerébico como la prueba

incremental de remo tradicional (buen predictor para el rendimiento aerobico) [8].
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Ademas, aunque no esta claro, algunos autores han indicado que los beneficios de
ambos suplementos podrian estar asociados con un aumento en la masa muscular
[186,187]. Sin embargo, el presente estudio indic6 que la suplementacion con CrM mas
HMB no mostré diferencias entre los grupos en la composicion corporal (masa
muscular y masa grasa) de los deportistas. Estos resultados podrian explicarse por el
alto nivel de entrenamiento de los participantes y el estricto control nutricional durante

el estudio [176].

Por otro lado, el LA se produce en las células musculares durante el ejercicio
cuando la glucosa se oxida como un proceso de la glucoélisis anaerobica [188]. Cuando
se incrementa la intensidad del ejercicio, el LA aumenta. Ademas altos niveles de LA
estan asocidados a la imposibilidad de continuar haciendo ejercicio [188]. Por lo tanto,
es interesante disminuir el LA cuando se realizan las mismas intensidades, para mejorar
la capacidad de resistencia [188]. La suplementacion de CrM mas HMB durante 10
semanas mostrd que a la misma concentracion de LA (8 mmol/L) se obtuvo una
potencia de trabajo significativamente mayor que cuando los suplementos se tomaron
individualmente. En la misma linea, Zajac et al. [150] y Faramarzi et al. [151]
observaron un aumento significativo en la potencia aerdbica la potencia total y relativa
durante la prueba triple Wingate, y en el pico de potencia mediante el RAST,
respectivamente. Sin embargo, en contraste con estos estudios, el hallazgo mas
importante de nuestra investigacion fue el efecto sinérgico de la suplementacion
combinada que se encuentra en todas las pruebas de rendimiento (WAT, W4, W8). Por
lo tanto, los 2 suplementos utilizados podrian ejercer sus diferentes efectos en las vias
fisiologicas, y como resultado obetener un mejor rendimiento (expresado en indices de

potencia).

Por otra parte, la ingestion de CrM aument¢ la Cr total muscular y, por lo tanto,
su influencia en el sistema Cr/PCr. Este sistema, puede reducir la cantidad de LA al
disminuir la glucoélisis (ahorrando glucdgeno) a la misma intensidad, mejorando la
capacidad aerobica [62]. Este proceso consiste en volver a sintetizar PCr a través de la
Cr libre en las mitocondrias, para tener una mayor disponibilidad de energia durante el
ejercicio. La Cr libre reacciona con la isoenzima mitocondrial de la CK, quemando un
ATP, en el espacio intermembrana de las mitocondrias. El ATP utilizado para crear el
PCr, se transforma en ADP que cruza la intermembrana mitocondrial a través de la

translocasa de nucleotidos de adenina (ANT) para ingresar en el espacio de la
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membrana interna de la mitocondria, donde reacciona con la ATP sintasa
consumiendola y reproduciendo ATP. Ese metabolito pasa a través de ANT al espacio
intermembrana exterior para reaccionar con otra molécula de Cr, comenzando
nuevamente el ciclo [95]. De otra manera, el HMB puede aumentar la expresion génica
del PGC-1a, cambiando la transformacion del tipo de fibra (impulsando el cambio de
fibra répida a lenta) y mejorando la biogénesis mitocondrial y, por lo tanto, la funcion
oxidativa para mejorar la capacidad aerdbica [131]. Este proceso consiste en aumentar
la densidad y la cantidad de mitocondrias en células musculares y, por lo tanto,
incrementar la oxidacion de las grasas y la capacidad aerobica [189]. Estas adaptaciones
podrian ahorrar glucdégeno, que es uno de los factores limitantes durante el ejercicio de
resistencia, aumentando la capacidad oxidativa y reduciendo la produccion de LA

mediante la glucolisis [188].

Una de las adaptaciones a largo plazo al entrenamiento de resistencia es la
capacidad de reducir los niveles de LA [190]. Las adaptaciones se consiguen después
de un periodo de recuperacion adecuado, y existen estrategias para acelerar la
recuperacion [191]. Estos suplementos podrian influir en la recuperacion al aumentar
la sintesis de proteinas, disminuir la degradacion de proteinas, aumentado los depositos
de glucogeno muscular y mejorar la reparacion de la membrana [62]. En particular, la
sintesis de proteinas podria ser aumentada por el HMB y la CrM. El HMB puede
aumentar este parametro mediante la estimulacion de la fosforilacion de mTOR por
algunos genes diana como p70S6k, eIF4E y elF2B [138] y al aumentar los IGF-1 [134].
La degradacion de proteinas puede reducirse mediante el HMB, disminuyendo la
actividad catalitica del proteasoma [182] y también aumentando los IGF-I [134]. El
almacenamiento de glucdégeno puede incrementarse con ambos suplementos [93,129].
El HMB puede mejorar la sintesis de glucdogeno [129], probablemente al acelerar el
ciclo del acido tricarboxilico para proporcionar un esqueleto de carbono para la sintesis
de glucégeno. Por otro lado, el CrM también puede mejorar el almacenamiento de
glucdgeno muscular al aumentar la fosforilacion de la proteina quinasa activada por
adenosin monofosfato y, por lo tanto, la translocacion de GLUT4 [93]. El sarcolema
puede repararse con HMB que se convierte en HMG-CoA para la sintesis de colesterol
y, por lo tanto, reducir el EIMD como la CK y el LDH [105,116]. El CrM también

puede aumentar la sintesis de proteinas, mejorando el factor de transcripcion miogénico
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MRF-4 [97] y, en consecuencia, aumentando el nimero de células satélite y el nimero

de mionucleos [98].

5.2.1 Limitaciones, fortalezas y futura investigacion

Como factores limitantes, es importante destacar el hecho del pequefio tamafio
de muestra por grupo (n=7), en total 28 participantes; Sin embargo, es cierto que es
muy dificil obtener muestras mas grandes en deporte de élite. Ademas, el estudio se
realizé en un entorno controlado (aleatorizado, doble ciego, nutricion, entrenamiento)
que podria ser una fortaleza de este estudio. Asimismo, la dieta ingerida por los atletas
se controld durante todo el proceso de intervencion, de modo que estos parametros no
influyeron en los resultados finales que podrian presentar errores en el efecto de CrM

mas HMB.

Para futuras investigaciones, se necesitan mas estudios sobre la combinacion de
CrM mas HMB en ejercicios de resistencia de ~20 minutos maximos para tener una
evidencia mas fuerte de la efectividad de esta combinacion de ayudas ergogénicas en
el rendimiento lactico anaerdbico. Tambien seria interesante el analisis del efecto de

estos suplementos en mujeres deportistas.

5.2.2. Aplicaciones practicas

Para aplicar el conocimiento practico, este estudio podria ser interesante para
los profesionales interesados en mejorar la capacidad de resistencia de sus atletas, dado
que la ingesta durante 10 semanas de una combinacion de HMB (3g/dia) y CrM (0,04

g/kg/dia) podria mejorar la capacidad de resistencia en el ambito deportivo.

Igualmente, en el contexto de la recuperacion post-ejercicio, esto podria resultar
en una mejora del rendimiento anaerobico, es decir, ambos suplementos podrian tener
el mismo efecto a través de diferentes mecanismos de accioén, lo que justifica
plenamente su uso combinado. Sin embargo, nuestros resultados son variados (no se
dan las mismas mejoras en WAT, W4 y W8) y pueden verse fuertemente influenciados
por el estado del entrenamiento de los participantes, el tamafio de la muestra y el tipo
especifico de protocolo o medicion de ejercicio utilizado. Por lo tanto, se necesitan mas

estudios para determinar la eficacia general de la suplementacion con HMB y CrM
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como una ayuda ergogénica combinada dada la controversia en torno a los estudios que

investigan el efecto de la suplementacion con estos 2 suplementos en el rendimiento.

5.3. ESTUDIO 3

Este estudio se realizd para determinar el efecto y el grado de potenciacion de
la combinacion a largo plazo (10 semanas) de 3 g/dia de HMB maés 0,04/kg/dia de CrM
en los marcadores de EIMD y el estado de T y C en remeros tradicionales de élite. El
resultado principal reveldo un aumento en la T y una mejor relacion T/C después del
tratamiento en CrM-HMBG en comparacioén con PLG, CrMG y HMBG después de 10
semanas de suplementacion. Ademas, la combinacion de CrM méas HMB, presentd un
efecto sinérgico sobre la T y el T/C y un efecto antagonista sobre el C en comparacion
con la suma de la suplementacién individual (CrM + HMB) o aislada. Sin embargo, los
resultados no mostraron diferencias en los marcadores EIMD (AST, CK y LDH) entre

los diferentes grupos suplementados.

El rendimiento maximo requiere un equilibrio adecuado entre las cargas de
entrenamiento y la recuperacion muscular con el objetivo de minimizar la fatiga [57].
Para monitorizar este equilibrio con el fin de recuperar y/o evitar la fatiga, se utilizan
varias variables, como los marcadores de EIMD y las hormonas anaboélicas/catabdlicas
[33,37,192,193]. Aunque hay un incremento agudo en los marcadores EIMD después
del ejercicio, especialmente con un componente excéntrico [37], el mantenimiento de
valores altos de EIMD a largo plazo podria ser indicativo de un desequilibrio entre la
carga y la recuperacion, lo que podria reflejar fatiga cronica o sobreentrenamiento [33].
En particular, para comprender mejor este equilibrio, varios autores han propuesto que
el estado de las hormonas anabolico/catabdlicas se modifica después del ejercicio
debido a un efecto agudo [44]. Sin embargo, a largo plazo, un aumento en los niveles
de T indicaria una mejor recuperacion endogena [194], y un aumento en el C indicaria
un mayor estrés y/o fatiga [39]. Por lo tanto, algunos autores han indicado que la
relacion T/C es un indicador objetivo del estado de fatiga de un atleta [52]. Por lo tanto,
una disminucion en esta relacion a largo plazo indicaria un mayor estrés, mientras que

un aumento indicaria una mejor recuperacion [45].

Con el objeto de recuperarse mas rapido y retrasar o evitar la fatiga en la mayor

medida, se han propuesto algunos suplementos, como CrM o HMB [61,195]. Dado que

106



el CrM aumenta las reservas de Cr muscular, el sistema Cr/PCr se ve afectado
positivamente [62]. Una de las funciones principales del sistema Cr/PCr es el sistema
de transporte de energia celular. Mediante dicho sistema, se consigue una mayor
disponibilidad de energia durante el ejercicio, a través de la Cr libre, que acelera la
resintesis de la PCr en las mitocondrias. En la membrana externa de la mitocondria, la
Cr reacciona con la isoenzima mitocondrial de la CK, usando un ATP y convirtiéndolo
en ADP. El ADP se resintetiza en ATP dentro la membrana interna de la mitocondria
después de reaccionar con la ATP sintasa (que consume protones). Por lo tanto, el ATP
se reutiliza nuevamente en la reaccion entre la CK mitocondrial y la Cr, reiniciando el
sistema Cr/PCr otra vez [95]. Por otro lado, el HMB puede aumentar la biogénesis
mitocondrial al aumentar la expresion génica PGC-1a, que contribuye a una mejor
funcion oxidativa y, por lo tanto, mejora la capacidad aerdbica [131]. La biogénesis
mitocondrial consiste en un aumento en la cantidad y densidad de las mitocondrias de
las células musculares, la angiogénesis y aumenta la oxidacion de las grasas [189]. Por
lo tanto, estas adaptaciones podrian ayudar a ahorrar glucdgeno, que es uno de los
factores limitantes mas importantes durante el ejercicio, cuando se realizan las mismas

intensidades de entrenamiento [188].

A pesar de los resultados prometedores, el efecto sobre el EIMD vy el estado
hormonal, y las diferentes vias de accion metabdlicas de la suplementacion con CrM y
HMB, la combinacion de estos suplementos ha presentado resultados controvertidos
para el EIMD y el estado hormonal [1]. Estos estudios no encontraron diferencias
significativas en los niveles de CK [147,148,150,151] y LDH [150,151] entre los
grupos suplementados. De hecho, en un estudio de Jowko et al. (20 g/dia los primeros
7 dias y 10 g/dia el resto de los dias de CrM y 3 g/dia de HMB) [147], los niveles de
CK se mantuvieron elevados después de 3 semanas de suplementacion en CrM-HMBG,
lo que sugiere que CrM tuvo un efecto antagonico en el efecto reductor del HMB sobre
la CK. Sin embargo, los resultados obtenidos en este estudio sobre el EIMD, no
mostraron un efecto antagonista sobre los marcadores de EIMD. Ademas, no hubo
diferencias entre T1 y T2 en ninguno de los grupos de estudio que pudieran indicar un
equilibrio adecuado entre las cargas de entrenamiento y la recuperacion [195,196].
Estas diferencias podrian verse influidas por el momento de la toma de las muestras
sanguineas cuando el objetivo es determinar el efecto a largo plazo de la

suplementacion de CrM méas HMB y se proporciona un tiempo insuficiente para evitar
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aumentos agudos de los EIMD post-ejercicio [148]. Del mismo modo, dichas
diferencias podrian deberse al hecho de que este tipo de deporte conlleva una actividad
ciclica corta (~20 minutos), en contraste con los deportes de equipo intermitentes y de
fuerza (actividad excéntrica alta con pesos pesados) [147,148,150—152] que producen

una tasa mas alta de dafio muscular [125,197].

Respecto a las hormonas anabolicas/catabdlicas, para nuestro conocimiento,
solo un estudio ha analizado el estado de las hormonas anabdlicas/catabolicas cuando
se ingirieron suplementos combinados. Crowe y O'Connor, no mostraron diferencias
significativas en los niveles de C o T después de 6 semanas de suplementacién con CrM
mas HMB a pesar de recibir dosis de suplementacion idénticas (3 g/dia de CrM y 3
g/dia de HMB) [148]. En este estudio, aunque se observo un aumento significativo en
los niveles de C en todos los grupos de estudio entre T1 y T2, solo se observd un
aumento significativo en los niveles de T en CrM-HMBG. Estos cambios resultaron en
una disminucién significativa de la relacién T/C en PLG, CrMG y HMBG, lo que indica
una mayor estés/fatiga acumulada [198]. Las diferencias en los niveles de T podrian
deberse a la duracion de la intervencion (6 semanas en el estudio de Crowe y O'Connor
[148] a diferencia de las 10 semanas en el presente estudio), dado que la T requiere una
intervencion a largo plazo para producir cambios significativos [40,41]. Ademas, los
resultados presentados sobre T 'y T/C podrian significar una mejor
adaptacion/recuperacion del entrenamiento mediada por la combinacion de CrM y
HMB [126,144]. Estos resultados fueron corroborados por un efecto sinérgico de la
suplementacion combinada (CrM mas HMB) sobre T y T/C y un efecto antagonista
sobre el C. Sin embargo, después de revisar la literatura, hasta donde sabemos, los
mecanismos por los cuales la combinacion de CrM mas HMB, aumentan la T y la

relacion T/C no estan claros; por lo tanto, se necesita mas investigacion.
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5.3.1. Limitaciones, fortalezas y futura investigacion

Los resultados de este estudio experimental deben tratarse con cautela, debido
al pequefo tamafo de la muestra en total (n=28) y en cada grupo de estudio (n=7), que
es comun en los deportes de élite porque es muy dificil obtener muestras mas grandes
en esta poblacion. Sin embargo, la metodologia de un estudio es su fortaleza maés
importante, dado que este estudio fue una investigacion con doble ciego y controlado
con placebo para evitar posibles factores que pudiesen influir en el efecto combinado
de CrM mas HMB. Ademas, como otra fortaleza de este estudio, se controld la dieta
ingerida por los atletas, asi como la composicioén corporal durante todo el proceso de

intervencion, de modo que estos parametros no influyeron en los resultados finales.

La investigacion futura deberia analizar la sefial celular/mecanismo genético
por el cual ambos combinados tienen un efecto sinérgico en el nivel de T. Ademas, se
debe analizar como esta combinacion afecta a la poblacion femenina o los deportes
anaerobicos, dado que este estudio solo se centrd en los hombres y el rendimiento

aerobico.

5.3.2. Aplicaciones practicas

Este estudio podria ser interesante para nutricionistas y médicos que desean
proporcionar una mejor recuperacion posterior al entrenamiento o posterior a la
competicion para sus atletas. Esto es debido a que 0,04 g/kg/dia de CrM mas 3 g/dia de
HMB durante 10 semanas podria mejorar la recuperaciéon endogena y muscular. Las
fases de suplementacion podrian considerarse en las fases de entrenamiento en las que

hay una mayor carga.
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6. CONCLUSIONES

1) La suplementacion con una combinacion de 0.04 g/kg/dia (=3g/dia) de CrM
mas 3 g/dia de HMB durante 10 semanas de entrenamiento mostrd un efecto sinérgico
sobre la potencia aerébica (medida como WAT, W4 y WS8) durante una prueba
incremental (relacionada con el umbral de lactato individual). Aunque ambos
suplementos mostraron una posible mejora en la prueba incremental por separado, se
mostrd un efecto sinérgico cuando se mezclaron CrM mas HMB, probablemente debido

a sus diferentes mecanismos fisioldgicos.

2) La suplementacion con una combinacion de 0,04 g/kg/dia (=3g/dia) de CRM
mas 3 g/dia de HMB durante 10 semanas mostr6 un aumento de T y T/C en
comparacion con el grupo placebo o al tomar los suplementos de forma aislada.
Ademas, esta suplementacion combinada reveld un efecto sinérgico sobre la T y el T/C
y un efecto antagonista sobre el C, que son resultados positivos para la recuperacion de
los atletas. Sin embargo, esta combinacién no presentd diferencias en EIMD. Por lo
tanto, el uso combinado de estos dos suplementos ergogénicos podria promover una
recuperacion muscular mas rapida de la actividad de alta intensidad, pero sin prevenir

el EIMD.
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8. APENDICES

“Todas las batallas en la vida sirven para enseiiarnos algo,
inclusive aquellas que perdemos”

-Paulo Coelho






APENDICE 1

APENDICE 1. CUESTIONARIOS




1. Antecedentes personales

¢ Es usted alérgico/a a algun medicamento?

[ ]No []si Especificar:
¢ Toma algun medicamento, incluyendo suplementos dietético y vitaminico-
minerales?
[ ]No []si Especificar:
¢, Se ha sometido a alguna intervencion quirurgica (incluyendo cirugia plastica)?
[ ]No []Si Especificar:
¢ Ha padecido o padece alguna de las siguientes afecciones?
e Hipertension arterial [ ]No []si
 Dislipemia (hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia) [_|No [ ]Si

Afecciones cardiovasculares (angina de pecho, infarto, arritmia...)
[ INo [ ]Si
Estrefiimiento habitual [ INo [ ]Si
Enfermedades hepaticas (hepatitis, litiasis biliar...) [_No [ ]Si
Enfermedades del aparato digestivo (gastritis, ulcera, hernia de hiato...)
[ INo [ ]Si
Enfermedades broncopulmonares (asma, bronquitis cronica...)

[ ]No []si

Diabetes [ ]No []si
Afecciones osteoarticulares (osteoporosis, artritis, artrosis...) [ INo
[]Si

Afecciones cutaneas (atopia, eccema, psoriasis...) [ INo [ ]Si
Cancer o leucemia [ INo [ ]Si

Trastornos del suefio (insomnio...) [ INo [ ]Si
Depresion o ansiedad [ INo [ ]Si
Otros (especificaar) [ INo [ ]Si

¢ Fuma usted? [_]No he fumado nunca [_|Ex fumador/a  [_]Fumador
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2. Cuestionario de frecuencia alimentaria

|- LACTEOS

Para cada alimento, marque el recuadro que indica la
frecuencia de consumo por término medio durante los

ULTIMOS 3 MESES

A LA SEMANA

AL DIA

1-2

34

5-6

3-4

56+

. Leche entera (1 taza, 200 cc)

. Leche semidesnatada (1 taza, 200 cc)

. Leche descremada (1 taza, 200 cc)

. Leche condensada (1 cucharada)

Nata o crema de leche (1/2 taza)

. Batidos de leche (1 vaso, 200 cc)

. Yogurt entero (1, 125 gr)

o|~|o|o|swn] =

. Yogurt descremado (1, 125 gr)

9. Petit suisse (1, 55 g)

10. Requeson o cuajada (1/2 taza)

11. Queso en porciones o cremoso (1, porcién 25 g)

12.0tros quesos: curados, semicurados (Manchego,
Bola, Emmental...) (50 gr)

13. Queso blanco o fresco (Burgos, cabra...) (50 gr)

14. Natillas, flan, puding (1, 130 cc)

15. Helados (1 cucurucho)

A LA SEMANA

AL DiA

II- HUEVOS, CARNES, PESCADOS (Un plato o
raciéon de 100-150 g, excepto cuando se indique otra
cosa)

1-2

34

34

56+

16. Huevos de gallina (uno)

17. Pollo o pavo con piel (1 racién o pieza)

18. Pollo o pavo sin piel (1 racién o pieza)

19. Carne de ternera o vaca (1 racién)

20. Carne de cerdo (1 racién)

21. Carne de cordero (1 racion

22. Conejo o liebre (1 racion)

23. Higado (ternera, cerdo, pollo) (1 racion)

24. Otras visceras (sesos, rifiones, mollejas) (1
racion)

25. Jamon serrano o paletilla (1 loncha, 30 g)

26. Jamon York, jamén cocido (1 loncha, 30 g)

27. Carnes procesadas (salchichon, chorizo,
morcilla, mortadela, salchichas, butifarra,
sobrasada, 50 g)

28. Patés, foie-gras (25 g)

29.Hamburguesa (una, 50 g), albéndigas (3
unidades)

30. Tocino, panceta (50 g)

31. Pescado blanco: mero, lenguado, besugo,
merluza, pescadilla, (1 plato, pieza o racién)

32. Pescado azul: sardinas, atun, bonito, caballa,
salmon, (1 plato, pieza o racién 130 g)

33. Pescados salados: bacalao, mejillones, (1
racion, 60 g en seco)

34. Ostras, almejas, mejillones y similares (6
unidades)

35. Calamares, pulpo, chipirones, jibia (sepia) (1
racion, 200 g)

36. Crustaceos: gambas, langostinos, cigalas, etc.
(4-5 piezas, 200 g)

37. Pescados y mariscos enlatados al natural
(sardinas, anchoas, bonito, atin) (1 lata pequefia o
media lata normal, 50 g)
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38. Pescados y mariscos en aceite (sardinas,
anchoas, bonito, atun) (1 lata pequefia o media lata
normal, 50 g)

A LA SEMANA

AL DIA

III - VERDURAS Y HORTALIZAS
(Un plato o racién de 200 g, excepto cuando se
indique)

1-2

34

5-6

2 3-4

39. Acelgas, espinacas

40. Col, coliflor, brécoles

41. Lechuga, endivias, escarola (100 g)

42. Tomate crudo (1, 150 g)

43. Zanahoria, calabaza (100 g)

44. Judias verdes

45. Berenjenas, calabacines, pepinos

46. Pimientos (150 g)

47. Esparragos

48. Gazpacho andaluz (1 vaso, 200 g)

49. Otras verduras (alcachofa, puerro, cardo, apio)

50. Cebolla (media unidad, 50 g)

51. Ajo (1 diente)

52. Perejil, tomillo, laurel, orégano, etc. (una pizca)

53. Patatas fritas comerciales (1 bolsa, 50 g)

54. Patatas fritas caseras (1 racién, 150 g)

55. Patatas asadas o cocidas

56. Setas, niscalos, champifiones

A LA SEMANA

AL DIA

IV - FRUTAS
(una pieza o racion)

1-2

34

5-6

34

56+

57. Naranja (una), pomelo (uno), mandarinas (dos)

58. Platano (uno)

59. Manzana o pera (una)

60. Fresas/fresones (6 unidades, 1 plato postre)

61. Cerezas, picotas, ciruelas (1 plato de postre)

62. Melocoton, albaricoque, nectarina (una)

63. Sandia (1 tajada, 200-250 g)

64. Melon (1 tajada, 200-250 g)

65. Kiwi (1 unidad, 100 g)

66. Uvas (un racimo, 1 plato postre)

67. Aceitunas (10 unidades)

68. Frutas en almibar o en su jugo (2 unidades)

69. Datiles, higos secos, uvas-pasas, ciruelas-pasas
(150 g)

70. Almendras, cacahuetes, avellanas, pistachos,
pifiones (30 g)

71. Nueces (30 g)

A LA SEMANA

AL DIA

V- LEGUMBRES Y CEREALES
(1 Plato o racion 150 g)

1-2

3-4

5-6

34

56+

73. Lentejas (1 plato, 150 g cocidas)

74. Alubias (pintas, blancas o negras) (1 plato, 150 g
cocidas)

75. Garbanzos (1 plato, 150 g cocidos)

76. Guisantes, habas (1 plato, 150 g cocidos)

77. Pan blanco, pan de molde (3 rodajas, 75 g)

78. Pan negro o integral (3 rodajas, 75 g)

79. Cereales desayuno (30 g)

80. Cereales integrales: muesli, copos avena, all-
bran (30 g)

81. Arroz blanco (60 g en crudo)

82. Pasta: fideos, macarrones, espaguetis, otras (60
g en crudo)

83. Pizza (1 racion, 200 g)

A LA SEMANA

AL DIA
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VI- ACEITES Y GRASAS
Una cucharada sopera o porcién individual
Para freir, untar, mojar en el pan, para alifiar o para
ensaladas, utilizas en total:

1-2

34

5-6

84. Aceite de oliva (una cucharada sopera)

87. Aceite de maiz (una cucharada sopera)

88. Aceite de girasol (una cucharada sopera)

89. Aceite de soja (una cucharada sopera)

91. Margarina (porcién individual, 12 g)

92. Mantequilla (porcién individual, 12 g)

93. Manteca de cerdo (10 g)

A LA SEMANA

AL DIA

VII- BOLLERIA Y PASTELERIA

1-2

34

5-6

34

94.Galletas tipo Maria (4-6 unidades, 50 g)

95. Galletas integrales o de fibra (4-6 unidades, 50 g)

96. Galletas con chocolate (4 unidades, 50 g)

97. Reposteria y bizcochos hechos en casa (50 g)

98. Croissant, ensaimada, pastas de té u otra bolleria
industrial comercial... (uno, 50 g)

99. Donuts (uno)

100. Magdalenas (1-2 unidades)

101. Pasteles (uno, 50 g)

102. Churros, porras y similares (1 racién, 100 g)

103. Chocolates y bombones (30 g)

104. Cacao en polvo-cacaos solubles (1 cucharada
de postre)

105. Turrén (1/8 barra, 40 g)

106. Mantecados, mazapan (90 g)

A LA SEMANA

AL DIiA

VIII- MISCELANEA

1-2

3-4

5-6

34

107. Croquetas, bufiuelos, empanadillas,
precocinados (una)

108. Sopas y cremas de sobre (1 plato)

109. Mostaza (una cucharadita de postre)

110. Mayonesa comercial (1 cucharada sopera = 20
9)

111. Salsa de tomate frito, ketchup (1cucharadita)

112. Picante: tabasco, pimienta, pimentén (una
pizca)

113. Sal (una pizca)

114. Mermeladas (1 cucharadita)

115. Azucar (1 cucharadita)

116. Miel (1 cucharadita)

117. Snacks distintos de patatas fritas: gusanitos,
palomitas, maiz, etc. (1 bolsa, 50 g

118. Otros alimentos de frecuente consumo
(especificar):
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A LA SEMANA AL DIA
IX- BEBIDAS 12 3-4 5-6 1 2 3-4 56+

119. Bebidas carbonatadas con azucar (1 botellin,
200 cc)

120. Bebidas carbonatadas bajas en calorias,
bebidas light (1 botellin, 200 cc)

121.Zumo de naranja natural (1 vaso, 200 cc)

122. Zumos naturales de otras frutas (1 vaso, 200 cc)
123. Zumos de frutas en botella o enlatados (200 cc)
124. Café descafeinado (1 taza, 50 cc)

125.Café (1 taza, 50 cc)

126. Té (1 taza, 50 cc)

127. Mosto (100 cc)

128. Vaso de vino rosado (100 cc)

130. Vaso de vino tinto (100 cc)

132. Vaso de vino blanco (100 cc)

134. Cerveza (1 jarra, 330 cc)

135. Licores, anis o anisetes ... (1 copa, 50 cc)

136. Destilados: whisky, vodka, ginebra, cofiac (1
copa, 50 cc)

Si durante la ultima semana tomaste vitaminas y/o minerales (incluyendo calcio) o productos dietéticos especiales (salvado,
aceite de onagra, leche con acidos grasos omega-3, flavonoides, etc.), proteinas, por favor indica la marca y la frecuencia con
que los tomaste:

A LA SEMANA AL DIiA
Marcas de los suplementos de vitaminas o minerales o 1-3 1-2 34 5-6 1 2 34
de los productos dietéticos
139.
140.
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3. Registro de 7 dias de comidas

Instrucciones de rellenado:

En el presente cuestionario se deben anotar todos los alimentos, bebidas,
suplementos dietéticos y preparados consumidos durante el plazo de siete dias
consecutivos. Para cada dia dispones de una hoja. En caso de faltar espacio
puedes seguir por detras de la hoja.

Es muy importante no cambiar el régimen habitual de comidas.

Para evitar que se olvide algun alimento, conviene anotar todo
inmediatamente después de comer. No olvide indicar todos los ingredientes
de cada receta.

Se deben registrar todos los alimentos, bebidas y preparados, sin olvidar
aquellos que hayan sido tomados entre horas: cafés, cervezas, aperitivos,
comprimidos, soluciones, golosinas, etc. No olvide los vasos de agua o de otras
bebidas tomados en la comida o entre comidas.

Detalle todos los ingredientes de cada una de las comidas del dia,
aportando el maximo numero de datos que sea posible. Lo ideal es poder pesar
todo lo que coma, pero si esto es imposible, especifique la cantidad en medidas
caseras: vasos, tazas, cucharadas... por ejemplo:

- Indique, en caso de tenerla, la marca comercial.
- Especifique si el alimento es normal, bajo en calorias o enriquecido. Por
ejemplo, si la leche es entera, desnatada o semidesnatada o el yogurt entero,
desnatado o enriquecido.
- Tipo de queso: en porciones, manchego, roquefort...
- Mantequilla o margarina.
- Bebidas: las cantidades se pueden expresar en vasos, tazas, copas... de no
disponer de medidas de volumen.
- Sopas, caldos o purés: emplee tazas o platos (grande, mediado o pequefo).
- Carnes, pescados, verduras, hortalizas y frutas: estime la cantidad
consumida teniendo en cuenta la cantidad comprada y el numero de piezas o
porciones que entraron en la compra. De no tener estos datos indique numero y
tamano de las porciones consumidas.
- Legumbres: considere el tamafio del envase del que se partia y dividalo entre
el numero de raciones resultantes en el caso de que fueran todas iguales. O bien
sefale el tamafo aproximado de la racion indicando numero de cucharadas
servidas, cazos, tamano del plato...
- Indicar el tipo de aceite (oliva, girasol...).: indique el numero y tipo de
cucharadas (soperas, postre o café) anadidas a los guisos.
- Salsas o azucar: apunte el numero de cucharadas, su tamafo y si son rasas
o colmadas. Especifique si se tomaron o se dejaron en el plato.
- Pan: Indique tipo (blanco, integral, molde), numero de rebanadas o trozos y
tamano aproximado de las porciones.
- Embutidos: anote el numero de lonchas y su grosor.
- En el caso de preparados, suplementos o dietéticos indique el numero de
comprimidos, sobres, cucharadas y la marca.

Cualquier duda o aclaracion que quiera hacer constar al ir rellenando el
cuestionario, puede anotarla en la parte posterior de las hojas del mismo.
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(44!

DIA

Hora y lugar

Descripcion de alimentos o preparaciones

Cantidad

Unidad de medida

Peso en gramos de
unidad de medida*

DESAYUNO

ALMUERZO

COMIDA

MERIENDA

CENA

ENTRE HORAS

Cantidad: Pesar o emplear medidas comunes (taza, rebanada, plato hondo...).

Descripcion del alimento: pan normal o integral, verdura fresca, congelada o enlatada, carne magra o grasa, tipo de queso, fruta con o sin piel.
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NAZIOARTEKO

BIKAINTASUN

CAMPUSA

CAMPUS DE

Universidad ~ Euskal Herriko EXCELENCIA
del Pais Vasco  Unibertsitatea INTERNACIONAL

GIZAKIEKIN ETA HAUEN LAGIN ETA DATUEKIN
EGINDAKO IKERKETEI BURUZKO ETIKA
BATZORDEAREN (GIEB-UPV/EHU) TXOSTENA

M? Jesus Marcos Munoz andreak, Universidad del
Pais Vasco/Euskal Herriko Unibertsitateko (UPV/EHU)
GIEBeko idazkari gisa,

ZIURTATZEN DU

Ezen gizakiekin egindako ikerkuntzaren etika batzorde
honek, GIEB-UPV/EHU, (2014/2/17ko 32. EHAA)
Balioetsi duela ondoko ikertzailearen proposamen
hau:

Julen Fernandez de Landa Aguirre andreak,
M10_2017_247, honako ikerketa proiektu hau egiteko:
"Efecto de la suplementacion con HMB y/o Creatinina
en el rendimiento del remo tradicional o de trainera”

Eta aintzat hartuta ezen

1. Ikerketa justifikatuta dago, bere helburuei
esker jakintza areagotu eta gizarteari onura
ekarriko baitio, ikerlanak lekartzakeen eragozpen
eta arriskuak arrazoizko izanik.

2. lkertzaile taldearen gaitasuna eta erabilgarri
dituzten baliabideak aproposak dira proiektua
gauzatzeko.

3. lkerketaren planteamendua bat dator era
honetako ikerkuntza egin ahal izateko baldintza
metodologiko eta etikoekin, ikerkuntza
zientifikoaren praktika egokien irizpideeijarraiki.

4. Indarreko arauak betetzen ditu, ikerketa egin
ahal izateko baimenak, akordioak edo hitzarmenak
barne.

Aldeko Txostena eman du 2018ko ekainaren 21ean
egin duen bileran (102/2018akta) aipatutako ikerketa
proiektua ondoko ikertzaileek osatutako taldeak egin
dezan:

Julen Fernandez de Landa Aguirre
Juan Mielgo Ayuso

Julio M? Calleja Gonzalez

Inaki Arratibel Imaz

Eta halaxe sinatu du Leioan, 2018ko urriaren 15ean

MARIA JESUS
MARCOS
MUNOZ

IKERKETA SAILEKO ERREKTOREORDETZA
VICERRECTORADO DE INVESTIGACION

INFORME DEL COMITE DE ETICA PARA LAS
INVESTIGACIONES CON SERES HUMANOS, SUS
MUESTRAS Y SUS DATOS (CEISH-UPV/EHU)

M? Jesus Marcos Muiioz como Secretaria del CEISH
de la Universidad del Pais Vasco/Euskal Herriko
Unibertsitatea (UPV/EHU)

CERTIFICA

Que este Comité de Etica para la Investigacion con
Seres Humanos, CEISH-UPV/EHU, BOPV 32, 17/2/2014,
Ha evaluado la propuesta del investigador:

D. Julen Fernandez de Landa Aguirre,
M10_2017_247, para la realizacion del proyecto de
investigacion: “Efecto de la suplementacion con HMB
y/o Creatinina en el rendimiento del remo tradicional o
de trainera”

Y considerando que,

1. La investigacion esta justificada porque sus
objetivos permitiran generar un aumento del
conocimiento y un beneficio para la sociedad que
hace asumibles las molestias y riesgos previsibles.
2. La capacidad del equipo investigador y los
recursos disponibles son los adecuados para
realizarla.

3. Se plantea seglin los requisitos
metodologicos y éticos necesarios para su
ejecucion, segln los criterios de buenas practicas
de la investigacion cientifica.

4. Se cumple la normativa vigente, incluidas las
autorizaciones, acuerdos o convenios necesarios
para llevarla a cabo.

Ha emitido en la reunion celebrada el 21 de junio de
2018 (acta 102/2018), INFORME FAVORABLE a que
dicho proyecto de investigacion sea realizado, por el
equipo investigador:

Julen Fernandez de Landa Aguirre
Juan Mielgo Ayuso

Julio M2 Calleja Gonzalez

Inaki Arratibel Imaz

Lo que firmo en Leioa, a 15 de octubre de 2018

Fimrado digtaimertn por MARIA JESUS WARCOS
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GIEB-UPV/EHUKo idazkari teknikoa
Secretaria Técnica del CEISH-UPV/EHU

susi.marcos@ehu.es

www.ehu.es/CEID

BIZKAIKO CAMPUSA
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Universidad  Euskal Herriko
del Pais Vasco  Unibertsitatea

TITULO DEL PROYECTO: EFECTO DE LA SUPLEMENTACION HMB Y/O
CREATINA EN EL RENDIMIENTO DEL REMO TRADICIONAL O DE
TRAINERA

ACRONIMOS: EFECT SUPL HMB Y/O CREAT RENDIM REMO TRAD O TRAIN

Y0, Dt n e ea e s e neeeneens mayor de edad,
yeon DNy

DECLARO:

Que he entendido la informacién que se me ha facilitado acerca del trabajo de
investigacion en el que voy a tomar parte voluntariamente. Este es un estudio que analiza
la suplementacién con B-hidroxi B-metilbutirato (HMB) y/o creatina durante 10 semanas
y su repercusion en los cambios hematologicos, bioquimicos, antropométricos y de
rendimiento. Las mediciones se realizardn tanto antes de empezar el estudio como al
acabar las 10 semanas de suplemeptacion, por lo que seran 2 mediciones. Estas se
realizaran de 8 de la manana a 1 de la tarde. Las intervenciones que se me van a realizar
son:

1. Cuestionario con preguntas sobre habitos, enfermedades, operaciones, lesiones,
historial deportivo, entrenamiento habitual y esfuerzo realizado en la prueba.

2. Antropometria: talla, peso y medidas de los pliegues de grasa. diametros y perimetros
corporales previa competicion, durante competicion y post-competicion.

3. Encuesta nutricional: auto-registro de ingesta de siete dias (previo, durante y post
competicion) y anotacidon de suplementos dietéticos (caso de tomarlos).

4. Cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos (previo, durante y post
competicion).

5. Extracciéon de sangre de la vena antecubital tras estar 30 minutos sentados. Se
efectuaran a las 8:30 de la manana, no habiendo entrenado durante las ultimas 36 horas y
estando al menos 12 horas de ayuno. Las extracciones se realizaran en la sede del Club
Deportivo de Remo Kaiarriba Arraun Elkartea por un médico especialista en medicina
del deporte.

6. Extraccidén de lactato sanguineo del 16bulo de la oreja en 6 ocasiones en cada uno de
los 2 momentos de las mediciones en la sede del Club Deportivo de Remo Kaiarriba
Arraun Elkartea por un doctor cualificado.

7. Realizacién de test incremental en ergédmetro de remo para conocer el umbral
anaerobico.

He tenido la oportunidad de comentar y preguntar los detalles de dicha informacion.
Entiendo que puedo abandonar el estudio en cualquier momento que yo crea oportuno.

La persona investigadora me ha advertido de las posibles molestias, riesgos y
consecuencias derivadas de la inclusion en este trabajo.

El instituto australiano del deporte incorpora estos suplementos deportivos en el grupo A
(creatina) y grupo B (HMB) de eficacia, ademas de que son de las ayudas mas estudiadas
por separado y que incluso hay estudios que utilizan ambos suplementos juntos sin que se



N

Universidad  Euskal Herriko
del Pais Vasco  Unibertsitatea

haya mostrado ningtin problema para la salud del deportista.

Los datos personales que nos ha facilitado para este proyecto de investigacidén seran
tratados con absoluta confidencialidad de acuerdo con la Ley de Proteccion de Datos. Se
incluiran en el fichero de la UPV/EHU de referencia “INA-REMO TRAINERA” y s6lo se
utilizaran para los fines del proyecto. Es posible ceder datos del proyecto a grupos
colaboradores, pero en ningun caso figuraran datos que lo pudieran identificar.

Dado que entiendo todo lo anterior, CONSIENTO que se me incluya en el citado estudio
de investigacion.

Firma del participante en el estudio, firma del/a investigador/a

En San Sebastidn a.......... €. de..........
En caso de necesitar mas informacioén o tener alguna duda poéngase en contacto con

D. Julen Fernandez de Landa Aguirre, 617173687
julen fernandezdelanda001@ikasle.ehu.eus

147



Universidad
del Pais Vasco

Euskal Herriko
Unibertsitatea

INFORMACION COMPLETA SOBRE TRATAMIENTO DE DATOS DE CARACTER PERSONAL

De acuerdo con lo dispuesto en el articulo 13 del Reglamento UE 2016/679, del Parlamento Europeo y del Consejo,
de 27 de abril, relativo a la proteccién de las personas fisicas en lo que respecta al tratamiento de datos personales y
a la libre circulacion de estos datos, le informamos que sus datos pasan a formar parte de un fichero responsabilidad
de la UPV/EHU, asi como de los siguientes extremos:

Cadigo del tratamiento

TI0022

Nombre del Tratamiento

REMO TRAINERA

Responsable del tratamiento de
datos

Identidad: Universidad del Pais Vasco/Euskal Herriko Unibertsitatea. CIF:
Q4818001B.

Direccion Postal: Barrio de Sarriena S/N 48940 Leioa (Bizkaia).

Pagina web: www.ehu.eus

Datos de Contacto del Delegado de Proteccion de Datos: dpd@ehu.eus

Finalidad del tratamiento de
datos

ESTUDIO DE SUPLEMENTACION CON DIFERENTES SUPLEMENTOS EN LA
RESPUESTA FISIOLOGICA Y DE RENDIMIENTO EN REMEROS DE
TRAINERA DE ELITE

Periodo de conservacion de los
datos

Los datos se conservaran mientras no se solicite su supresién por la persona
interesada y, en cualquier caso, siempre que estén abiertos los plazos de
recurso y/o reclamacion procedente o mientras sigan respondiendo a la
finalidad para la que fueron obtenidos.

Legitimacion del tratamiento de
datos

- Consentimiento de las personas interesadas

Destinatarios de cesiones y
transferencias internacionales
de datos

No se cederan datos salvo prevision legal
No se efectuaran transferencias internacionales

Datos de caracter personal del
tratamiento

Datos especialmente protegidos
- SALUD

Datos de caracter identificativo:

DNI/ NIF, NOMBRE Y APELLIDOS, DIRECCION (POSTAL, ELECTRONICA),
TELEFONO, FIRMA/HUELLA DIGITALIZADA

Datos de caracteristicas personales:

DATOS DE ESTADO CIVIL, DATOS DE FAMILIA, FECHA DE NACIMIENTO,
LUGAR DE NACIMIENTO, EDAD, SEXO
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Derechos

¢Cuales son sus derechos cuando nos facilita sus datos?

Cualquier persona tiene derecho a obtener confirmacion sobre si en la UPV/EHU
estamos tratando datos personales que les conciernan, o no.

Las personas interesadas tienen derecho a acceder a sus datos personales, asi
como a solicitar la rectificacion de los datos inexactos o, en su caso, solicitar su
supresion cuando, entre otros motivos, los datos ya no sean necesarios para los
fines que fueron recogidos.

En determinadas circunstancias, las personas interesadas podran solicitar la
limitacion del tratamiento de sus datos, en cuyo caso Unicamente los
conservaremos para el ejercicio o la defensa de reclamaciones.

Especialmente, en determinadas circunstancias y por motivos relacionados con su
situacién particular, los interesados podran oponerse al tratamiento de sus datos.
La UPV/EHU dejara de tratar los datos, salvo por motivos legitimos imperiosos, o
para el ejercicio o la defensa de posibles reclamaciones.

Para el ejercicio de los derechos que le asisten dispone de formularios en el sitio
web: www.ehu.eus/babestu

Asimismo, dispone de informacién de la Agencia Vasca de Proteccién de Datos en
el sitio web:

http://www.avpd.euskadi.eus/s04-5213/eu
http://www.avpd.euskadi.eus/s04-5213/es

Informacién adicional

Disponible en http://www.ehu.eus/babestu
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Abstract: Although there are many studies showing the isolated effect of creatine monohydrate
(CrM) and B-hydroxy B-methylbutyrate (HMB), it is not clear what effect they have when they are
combined. The main purpose of this systematic review was to determine the efficacy of mixing
CrM plus HMB in comparison with their isolated effects on sports performance, body composition,
exercise induced markers of muscle damage, and anabolic-catabolic hormones. This systematic review
was carried out in accordance with PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews
and Meta-Analyses) statement guidelines and the PICOS model, for the definition of the inclusion
criteria. Studies were found by searching PubMed/MEDLINE, Web of Science (WOS), and Scopus
electronic databases from inception to July 3rd 2019. Methodological quality and risk of bias were
assessed by two authors independently, and disagreements were resolved by third-party evaluation,
in accordance with the Cochrane Collaboration Guidelines samples. The literature was examined
regarding the effects of the combination of CrM plus HMB on sport performance using several
outcome variables (athletic performance, body composition, markers of muscle damage, and hormone
status). This systematic review included six articles that investigated the effects of CrM plus HMB on
sport performance (two on strength performance, showing improvements in one of them; three on
anaerobic performance, presenting enhancements in two of them; and one on aerobic performance,
not presenting improvements), body composition (three on body mass, showing improvements
in one of them; two on fat free mass, presenting increases in one of them; and two on fat mass,
showing decreases in one of them) and markers of muscle damage and hormone status (four on
markers of muscle damage and one on anabolic-catabolic hormones, not showing benefits in any
of them). In summary, the combination of 3-10 g/day of CrM plus 3 g/day of HMB for 1-6 weeks
could produce potential positive effects on sport performance (strength and anaerobic performance)
and for 4 weeks on body composition (increasing fat free mass and decreasing fat mass). However,
this combination seems to not show positive effects relating to markers of exercise-induced muscle
damage and anabolic-catabolic hormones.

Nutrients 2019, 11, 2528; doi:10.3390/nu11102528 www.mdpi.com/journal/nutrients

151



Nutrients 2019, 11, 2528 20f16

Keywords: sport nutrition; anaerobic; aerobic; body composition; muscle recovery

1. Introduction

Supplements and sport foods may help to prevent or treat nutrition deficiencies, and occasionally
have a directergogenic effect [1]. However, there are few supplements supported by strong evidence that
produce a significant effect on sports performance [1]. In this sense, while there are several supplements
that have strong scientific evidence for use in sports-specific situations using evidence-based protocols,
such as creatine monohydrate (CrM), others—although deserving of further research—require more
scientific support; for example, B-hydroxy -methylbutyrate (HMB) [2].

CrM is one of the most popular performance supplements used by athletes that may promote
aerobic [3,4] and anaerobic performance [5], strength [6-9], body composition [6,8,10], reduced markers
of exercise induced muscle damage, and anabolic-catabolic hormones [11,12]. The main action of CrM
is to increase the muscle creatine (CR) stores to replace adenosine triphosphate (ATP) degradation
during exercise [13]. Moreover, it increases the muscle glycogen pool by stimulating muscle glycogen
synthesis based on the augmentation of muscle cells and muscle CR content [14,15]. Additionally,
this effect could increase creatine-phosphocreatine (Cr-PCr) shuttling, improving aerobic capacity [16].
Furthermore, CR supplementation increases lean tissue mass and upper and lower body muscular
strength [17].

HMB could also enhance sports performance in terms of aerobic power and capacity [18-20],
anaerobic capacity [18,20], strength [21-24], body composition [18,25], markers of muscle damage [26],
and hormone status [25]. The main role of HMB is to stimulate muscle protein synthesis
by an up-regulation of Mammalian Target of Rapamycin kinase (mTOR) [27]. Additionally,
HMB could augment muscle glycogen storage [28,29] and can increase gene expression of peroxisome
proliferator-activated receptor gamma co-activator 1-alpha « (PGC-1«x), enhancing mitochondrial
biogenesis, and hence oxidative function, to enhance aerobic capacity [30]. Moreover, this benefit in
sports performance could be motivated by an augmented lean body mass (LBM) and/or fat free mass
(FFM) [20,22,31], and reduced fat mass (EM) [18,20,31].

Given that these two supplements have different physiological pathways to improve
performance [13-15,28,29,32-34], it could be assumed that the combination of both complements
would improve sports performance compared to taking them alone. Therefore, some authors have
considered the utilization of both supplements together (CrM plus HMB) with the aim of producing
an additive or synergistic effect. To the best of the authors” knowledge, the results of the studies
investigating combined supplementation are not clear. Some studies show possible improvements
in performance [35-37], body composition (increases FFM and decreases FM) [36,37], markers of
muscle damage [36], and hormones status [38], but others found no changes in these outcomes [38-40].
Therefore, the main purpose of this systematic review was to determine the efficacy of mixing CrM
plus HMB in improving sports performance, body composition (increases FFM, LBM, and decreases
FM), markers of exercise induced muscle damage, and anabolic-catabolic hormones in comparison
with their isolated effects.

2. Methods

2.1. Literature Search Strategies

This systematic review was carried out in accordance with PRISMA® (Preferred Reporting Items
for Systematic Reviews and Meta- Analyses) statement guidelines and the PICOS model for the definition
of the inclusion criteria: P (Population): “athletes”, I (Intervention): “impact of the combination of
HMB and CrM in sport”, C (Comparators): “same conditions with control, placebo, only HMB or only
CrM”, O (Outcome): “sport performance, body composition, markers of muscle damage and hormone
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status”, and S (study design): “clinical trial” [41]. A systematic search of the current scientific literature
was undertaken for studies that investigated the mixed supplementation of CrM plus HMB in sports
performance and recovery. Studies were found by searching PubMed/MEDLINE, Web of Science
(WOS), and Scopus from inception to July 3rd 2019, using the following Boolean search equation:
(“creatine monohydrate supplementation”[All Fields] OR “creatine supplementation”[All Fields]) AND
("HMB supplementation”[All Fields] OR “beta hydroxy beta methylbutyrate supplementation”[All
Fields] OR (beta-Hydroxy[All Fields] AND methylbutyrate[All Fields] AND supplementation[All
Fields])) AND (“muscle damage” [All Fields] OR “hormone status”[All Fields] OR (”athletes”[MeSH
Terms] OR “athletes”[All Fields]) OR (”exercise”[MeSH Terms] OR “exercise”[All Fields]) OR “sport
performance”[All Fields] OR “body composition”[All Fields]). Through this equation, relevant articles
in this field were obtained by applying the snowball strategy. All titles and abstracts from the search
were cross-referenced to identify duplicates and any potential missing studies. The titles and abstracts
were screened for a subsequent full-text review. The search for published studies was independently
performed by two authors (J.EL. and ].M.A.), and disagreements about all outcomes were resolved
through discussion.

2.2. Inclusion and Exclusion Criteria

For the articles obtained in this search, the following inclusion criteria were applied to select studies:
(1) a well-designed experiment that included ingestion of the combination of CrM plus HMB; (2) with
an identical experimental situation related to the ingestion of a placebo, CrM only, and/or HMB only;
(3) testing the effects of mixed supplementation on sports performance, body composition, markers
of muscle damage, and/or hormone status; (4) clinical trial; (5) with clear information regarding the
administration of ergogenic aids (dosage and timing); and (6) published in any language. The following
exclusion criteria were applied to the experimental protocols of the investigation: (1) supplementation
was mixed with other supplements or was a multi-ingredient compound; (2) carried out in participants
with a previous condition, injury, or health problems. There were no filters applied to the athletes’
level, gender, ethnicity, or age to increase the analytic power of the analysis.

Once the inclusion/exclusion criteria were applied to each study, data on study source (including
authors and year of publication), study design, supplement administration (dose and timing), sample
size, characteristics of the participants (level, race and gender), and final outcomes of the interventions
were extracted independently by two authors (J.EL. and ].M.A.) using a spreadsheet (Microsoft Inc,
Seattle, WA, USA). Subsequently, disagreements were resolved through discussion until a consensus
was reached, or by third-party adjudication (J.C.G.).

2.3. Study Selection

One reviewer (J.LEL.) searched the databases and selected the studies. A second reviewer (J.M.A.)
was available to help with study eligibility. No disagreements about the appropriateness of an article
were encountered.

2.4. Outcome Measures

The literature was examined regarding the effects of the combination of CrM plus HMB in
sports performance using several outcome variables, such as athletic performance [35-37,39,40],
body composition [36,37,40], markers of muscle damage [35-39], and hormone status [38].

2.5. Quality Assessment of the Experiments

Methodological quality and risk of bias were assessed by two authors independently (J.EL. and
J.M.A.), and disagreements were resolved by third-party evaluation (J.C.G.), in accordance with the
Cochrane Collaboration Guidelines [42]. The items on the list were divided into six domains: selection
bias (random sequence generation, allocation concealment); performance bias (blinding of participants
and researchers); detection bias (blinding of outcome assessment); attrition bias (incomplete outcome
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data); reporting bias (selective reporting); and other types of bias. For each research paper, domains
were judged by consensus (J.EL., ]JM.A.), or third-party adjudication (J.C.G.). They were characterized
as ‘low’ if criteria for a low risk of bias were met (plausible bias unlikely to seriously alter the results)
or ‘high’ if criteria for a high risk of bias were met (plausible bias that seriously weakens confidence in
the results), or it was considered “unclear’ (plausible bias that raises some doubt about the results),
if the risk of bias was unknown. Full details are given in Figures 1 and 2.
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Figure 1. Risk of bias graph: review authors’ judgments about each risk of bias item presented
as percentages across all studies. @ Indicates low risk of bias; ? indicates unknown risk of bias;
@ indicates high risk of bias.
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Figure 2. Risk of bias summary: review authors’ judgments about each risk of bias item for all studies.

3. Results

3.1. Main Search

A search of electronic databases revealed seventeen relevant studies, with an additional three
studies found by searches in reference lists (Figure 3). After removing duplicate studies (n = 14) and
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screening titles and abstracts (1 = 6), eight studies were retained [35-40,43,44]. Following full-text
screening, only two studies were excluded [43,44] (one was combined with a non-usual training [43]
and the other one was performed with only one of the supplements [44]). Thereby, six studies were
included for this systematic review [35-40].

The design of the six studies included one randomized, double-blind, placebo-controlled study [36],
two randomized, placebo-controlled studies [35,37], and three controlled studies [38-40]. Five out of
six studies were conducted in intermittent team sports: three in rugby [38-40], one in basketball [37],
and one in soccer [35]. The last study was carried out on healthy males [36]. The sum of all study
participants included in this review were 201 males, with 161 being participants in high-level sports
leagues (five studies) [35,37-40] and the remaining 40 being moderately trained participants [36].
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Figure 3. Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) flow diagram.

Some studies divided the participants into four different supplementation groups: placebo group
(PLAG) or control group (CON), creatine group (CrMG), HMB group (HMBG), and CrM plus HMB
group (CrM/HMBG) [36,37]. Other studies assigned participants to three groups: PLAG or CON,
HMBG, and CrM/HMBG [35,38-40].
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3.2. CrM and HMB Supplementation

The duration of the interventions in the studies was between six days and six weeks (42 days).
In four of the studies included in this systematic review the supplementation protocol consisted of
3 g/day of CrM and 3 g/day of HMB [35,38-40]. The exceptions were the studies by Jowko et al. [36]
and Zajac et al. [37], in which the CrM supplementation consisted of 20 g/day for the first 7 days
followed by 10 g/day the next 14 days, and 15 g/day the first 5 days followed by 5 g/day the next
25 days, respectively. Moreover, the training program frequency performed by the athletes was 3 or
4 days per week [36-40] or 6 days per week [35] in a resistance training program.

3.3. Sports Performance Outcomes

Table 1 presents the different tests carried out to determine the performance measured outcomes
by running an anaerobic speed test (RAST) [35], one repetition maximum (1-RM) test of different
strength exercises [36], multistage aerobic capacity test, cycling maximally for 60 seconds [39], muscular
strength, muscular endurance, leg power tests [40], and a triple Wingate test [37].

The combination of CrM plus HMB showed improvements in strength performance in one
study [36], but the other study that measured this parameter did not find performance changes among
groups [40]. On the other hand, anaerobic capacity was enhanced in two investigations [36,37] when
the athletes ingested CrM plus HMB, although the study by O’Connor et al. [39] did not find any
improvement. The last performance variable was aerobic capacity, measured by a multistage aerobic
capacity test, and it was unchanged in all groups [39].

3.4. Body Composition Outcomes

Table 2 shows the body composition measures. Zajac et al. [37] found reductions in FM (regarding
CON/PLG and CrMG) in basketball players when they were supplemented with CrM plus HMB,
although Jowko et al. [36] did not. On the other hand, Zajac et al. found an increase in BM and FFM
(regarding CON/PLG and HMBG), contrasting to studies by Jowko et al. [36] and O’Connor et al. [40],

who did not find changes in this parameter among groups when CrM plus HMB was ingested.

3.5. Markers of Muscle Damage and Hormone Status Outcomes

Table 3 displays muscular blood isoenzymes, such as creatine kinase (CK) [35,36,38], lactate
dehydrogenase (LDH) [35], and blood lactate concentration (LA) [37,39], which were unchanged after
supplementation with CrM plus HMB. Moreover, anabolic/catabolic blood hormones (testosterone and
cortisol) did not show changes when the athletes were supplemented with CrM plus HMB [36].
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4. Discussion

The main purpose of this systematic review was to summarize all scientific evidence about the
effect of CrM plus HMB supplementation on variables related to physical performance (strength
performance [36,40], anaerobic performance [35,37,39], aerobic performance [39]), body composition
(LBM, BM, FM, FEM) [36,37,40], markers of muscle damage (CK, LDH, LA) [35-37,39], and hormone
status (testosterone and cortisol) [38], as measured in the six studies included in this systematic
review [35-40]. The main results indicated that the combination of 3-10 g/day of CrM plus HMB
3 g/day, over 1-6 weeks, could produce more improvements than taking them in an isolated way in
strength performance, anaerobic performance, and for 4 weeks in body composition (increasing FFM
and decreasing FM). However, no significant results were found on aerobic performance, on markers
of muscle damage, and on anabolic/catabolic hormone parameters when both supplements were
combined. Due to the different measured outcomes in the studies, the following outcomes have
been divided into different groups. The results could be influenced by type of sport, amount of each
supplement, and duration of the intervention. Participant characteristics, such as age, gender, ethnicity,
body composition, training level, differences in training, nutrition, and health status, may also influence
the results.

4.1. Impact on Sport Performance

4.1.1. Strength Performance

Strength is an essential attribute in sports performance, and describes the capacity to perform
any action faster when the same mass is moved [45]. Strength tests require Cr/PCr as an energy
substrate [46]. Therefore, strength could be enhanced with CrM ingestion, improving muscular
performance by an increase of Cr/PCr [8]. In addition, HMB supplementation can also improve
strength through an increase of the muscle cross-sectional area [29]. This effect of HMB could be due
to an increase of muscle-protein synthesis caused by an up-regulation of the mTOR pathway [27],
or by a marked change in oxidative metabolism [29]. Although in one of the two studies analyzed,
the strength performance was improved [36]; in the other [40], no changes were found. The main reason
for this could be the training status of the participants [47]. However, in the study by Jowko et al,,
40 healthy males were measured by 1-RM of different exercises (bench press, behind the neck press,
biceps curl, back squat, triceps extension, power clean, and sum of all tests), and it was shown that
CrM plus HMB supplementation caused accumulative strength increases [36]. These observations are
consistent with, but do not prove, the hypothesis that CrM plus HMB acts through distinct mechanisms,
as already described.

4.1.2. Anaerobic Performance

The prolonged periods of multiple sprints that occur in different sports (for example soccer,
basketball, or rugby) drain muscle glycogen stores, leading to a decrease in energy production
and a reduction in the overall work rate during training and/or competition [48] Short-term CrM
supplementation has been shown to up-regulate the mRNA content of some genes and proteins
involved in glycogen synthesis, producing a change in cellular osmolarity [15]. Moreover, an increase
of muscle PCrby CrM supplementation is essential to activities dependent on the PCr energy system [13].
In addition, the Cr/PCr shuttle acts as a buffer that reduces LA in anaerobic glycolytic actions [16].
On the other hand, the negative muscle net balance that occurs after resistance exercise must be
resolved quickly [49]. To achieve this, leucine must be ingested after exercise. Supplementation with
HMB (leucine is a precursor of HMB) in the 30 minutes post the exercise period could be enough
stimulus to produce protein synthesis, facilitating muscle recovery [29].

In relation to this topic, three studies were analyzed [35,37,39]. Two of them showed improvements
in anaerobic performance [35,37]. Concretely, Faramarzi et al. [35] found a higher anaerobic performance
(peak power) in soccer players during the RAST in CR/HMBG with respect to HMBG. This result
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showed an additive effect of combined CrM plus HMB supplementation [35]. Equally, Zajac et al.
found, in elite basketballers, better statistical results in CRG and CR/HMBG compared to HMBG and
CON in a triple Wingate test. However, although there were no statistical differences between CRG and
CR/HMBG, CR/HMBG showed a better performance in a triple Wingate test [37]. On the other hand,
O’Connor et al. did not find changes among supplemented groups after a 60 s maximal anaerobic
capacity test [39]. These results could be related to the high-level anaerobic training status of elite
rugby players, and the difficulty in improving results for such athletes [39]. Thus, the combination of
CrM plus HMB could help in achieving better results in improving anaerobic performance than taking
them individually, however more research is needed to affirm these findings.

4.1.3. Aerobic Performance

Aerobic performance is a key factor in long endurance sports (for example long running, cycling,
or rowing events) which require maintaining a specific intensity for as long as possible [50]. CrM can
improve aerobic capacity by increasing the Cr/PCr shuttle that acts like a buffer, lowering the LA
concentration at the same intensity [16]. In addition, CrM improves muscle glycogen synthesis [14,15].
HMB can also affect aerobic performance by enhancing aerobic capacity through mitochondrial
biogenesis, by activation of PGC-1« [30]. In this regard, no significant differences were observed among
supplemented groups in the only study where aerobic performance was measured by a multistage
aerobic capacity test [39]. This result could be due to the fact that the training focused on resistance
exercises. Furthermore, the participants were highly trained athletes, who would be closer to their
maximum genetic potential compared to untrained subjects [47].

Therefore, these controversial results generate certain doubts about the supplementation of CrM
plus HMB and the benefit to aerobic performance. However, future work should be oriented towards
exploring their effects on other types of tests and among different groups of athletes.

4.2. Impact on Body Composition

To obtain maximum performance, athletes need to have an optimal body composition for
the concrete sport practice, with a low-fat mass percentage and optimal skeletal muscle mass [51].
HMB could increase muscle mass [52] by augmenting protein synthesis after an intense training
session [27], by activation of mTOR [53]. Equally, it can reduce protein breakdown through reducing
the ubiquitin-proteasome system [54] and by increasing the GH-IGF-I axis [55]. In addition, HMB could
augment fat oxidation, improving mitochondrial biogenesis by activation of PGC-1«, and thereby,
lowering the fat mass percentage [30]. On the other hand, CrM supplementation has been proposed to
increase muscle mass by increasing osmotic pressure in muscle, which increases the water content of
the muscle [56-58], which in turn promotes glycogen synthesis [14,15].

The mixture of CrM plus HMB could augment FFM or LBM more than taking them in an isolated
way, as the study by Zajac et al. [37] demonstrated. However, in the study by Jowko et al. [36],
no changes were found. FM had also can be reduced [37] or unchanged [36]. In this sense,
Zajac et al. [37] obtained an interesting result, given that mixed supplementation combined with
three full-body resistance training sessions per week appeared to help to increase BM and decrease FM.
HMBG decreased BF in comparison to CRG and CONG, and CRG increased BM (without increasing
FM) in contrast to HMBG and CONG, showing an accumulative effect in terms of enhancing body
composition when they were ingested together. Moreover, in the investigation by O’Connor et al. [40],
body composition parameters measured (BM, sum of six skinfolds, arm girth (relaxed), arm girth
(fixed), chest girth, waist girth, hip girth, and thigh girth) were not changed when combined with three
full body resistance training sessions and one speed/power session per week. These results might be
explained by the high training level of the participants. Therefore, the combination of CrM plus HMB
could have an additive effect due to the performance of different energetic pathways.
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4.3. Impact on markers of Muscle Damage and Hormone Status

4.3.1. Markers of Exercise-Induced Muscle Damage

The markers of exercise-induced muscle damage markers that were measured, LDH, CK, and LA,
could be predictors of training intensity. Therefore, the activity of these markers is potentially useful,
not as a marker of impending overtraining, but as a means of identifying a state of recent muscle
damage or temporary over-reaching [59]. When CrM and HMB are taken in an isolated manner
CrM can reduce LA [60], LDH [12], and CK [12] levels, and HMB can also decrease LA [20], CK [61],
and LDH [61] levels after training. On the other hand, when the supplements are taken together,
they do not show positive effects on CK [35,36,38], LDH [35], and LA [37,39] levels. Concretely,
in the study by Jowko et al. [36], CK levels remained elevated following three weeks of CrM/HMBG
supplementation. This could explain a decrease of protein degradation via HMB [62], an increase of
LBM and improvements in strength achieved by this supplementation. This study [36] did not show an
additive effect of HMB and CrM; quite the opposite, with CrM impairing HMB’s results. In summary,
the results of the studies showed no better effect from combining both supplements on markers of
muscle damage markers compared to individual intake.

4.3.2. Anabolic/Catabolic Hormones

Monitoring testosterone and cortisol could provide insight into an athlete’s recovery/readiness,
and could be a tool to program daily volume/intensity of training [63]. While testosterone is an anabolic
and anticatabolic hormone that indicates the degree of endogenous regeneration, cortisol indicates
accumulated stress [63].

HMB ingestion can reduce blood cortisol levels [64] and CrM can increase testosterone levels [32,33]
when they are taken individually. There was only one study that analyzed hormone status when
the mixed supplements were ingested [38], and it showed no differences in cortisol or testosterone
levels after six weeks of supplementation. It is difficult to obtain changes in this parameter in few time
(6 weeks) [65], however, and more studies are needed to understand the effect of CrM and HMB in
combination on anabolic/catabolic hormone responses.

4.4. Strengths, Limitations and Future Research

In this systematic review, we analyzed six studies [35-40] considering different sport modalities
(rugby, basketball, and soccer), outcomes, and supplementation duration. Moreover, the tests used
to measure strength, anaerobic performance, and aerobic performance were completely different.
These differences resulted in difficulties in comparing the different outcomes of the studies. Furthermore,
not all the studies analyzed the effect of the supplementation mixture on different groups. Therefore,
the results of this systematic review should be treated with caution due to the small number of
research works available to include that are relevant to this area. Accordingly, more studies with
similar measurement methodologies are needed in order to determine the efficacy of mixing CrM plus
HMB for improving sports performance, and in order to understand the potential additive effect of
this combination.

5. Conclusions

In summary, the main results of this systematic review seem to indicate that the combination
of 3-10 g/day of CrM plus 3 g/day HMB for 1-6 weeks could produce improvements in strength
performance, anaerobic performance, and for 4 weeks in body composition (increasing FFM and
decreasing FM), that may exceed the effects of taking them in an isolated way. However, no significant
results relating to markers of exercise-induced muscle damage and anabolic/catabolic hormone status
were found when both supplements were combined.
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Abstract: Creatine monohydrate (CrM) and B-hydroxy pB-methylbutyrate (HMB) are common
ergogenic aids in the field of sports and are frequently used in an isolated way. However, there
are a few studies that have investigated the effect of combining both supplements on different
variables related to performance, with controversial results. Therefore, the main purpose of this
study was to determine the efficacy and the degree of potentiation of 10 weeks of CrM plus HMB
supplementation on sports performance, which was measured by an incremental test to exhaustion in
elite male traditional rowers. In this placebo-controlled, double-blind trial, 10-week study, participants
(n = 28) were randomized to a placebo group (PLG; n =7), CrM group (0.04 g/kg/day of CrM; n =7),
HMB group (3 g/day of HMB; n = 7) and CrM-HMB group (0.04 g/kg/day of CrM plus 3 g/day of
HMB; n = 7). Before and after 10 weeks of different treatments, an incremental test was performed on
arowing ergometer to calculate the power that each rower obtained at the anaerobic threshold (WAT),
and at 4 mmol (W4) and 8 mmol (W8) of blood lactate concentration. There were no significant
differences in WAT and W4 among groups or in body composition. However, it was observed that the
aerobic power achieved at W8 was significantly higher in the CrM-HMB group than in the PLG, CrM
and HMB groups (p < 0.001; 2p = 0.766). Likewise, a synergistic effect of combined supplementation
was found for the sum of the two supplements separately at WAT (CrM-HMBG = 403.19% vs.
CrMG+HMBG = 337.52%), W4 (CrM-HMBG = 2736.17% vs. CrMG+HMBG = 1705.32%) and W8
(CrM-HMBG = 1293.4% vs. CrMG+HMBG = 877.56%). In summary, CrM plus HMB supplementation
over 10 weeks showed a synergistic effect on aerobic power (measured as WAT, W4, and W8) during
an incremental test but had no influence muscle mass.

Keywords: muscle recovery; lactate threshold; muscle mass; body composition; aerobic power; sport
nutrition; supplementation
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1. Introduction

Adequate training and a diet adapted to a specific sporting discipline play a key role in
athletes reaching maximum performance [1]. In addition, acceptable supplementation could increase
performance by helping athletes to recover from previous efforts [2] or by developing substrates or
pathways of specific energy use for the actual sport capacities [3,4]. There are several supplements
used to promote muscle recovery [5] through the replacement of energy substrates, such as creatine
monohydrate (CrM) [6] or B-hydroxy B-methylbutyrate (HMB) [7,8], among others [9].

CrM is one of the most well-known and studied supplements related to physical performance
and health [6]. Some authors have shown improvements in endurance capacity (expressed by
the individual lactate threshold) regardless of the effect of intensive training [10], however, the
results of studies on aerobic capacity are quite inconsistent [11]. CrM improves aerobic capacity
mainly by increasing the creatine-phosphocreatine (Cr-PCr) shuttle, which leads to a higher yield of
myocellular ATPases, an increase in PCr re-synthesis, the accumulation of inorganic phosphorus, Ca?+,
H* and ADP, greater availability of amino acids, inhibition of glycolysis and a possible increase in
neuromuscular performance. [12]. Equally, muscle glycogen levels can be positively affected by CrM
through the inhibition and/or activation of certain glycogen synthase regulatory proteins, highlighting
the IGFE-I/Akt-PKB/GSK3 pathway, the possible inhibition of AMPK and cell swelling [13] which are
essential in glycolytic sports. Moreover, CrM improves recovery stimulating muscle protein synthesis
by the activation of signaling cascades and an increase in the expression of proteins involved in these
processes and inactivation and/or reduction in the expression of proteins with ergolytic functions [14],
increasing testosterone levels [15] and/or reducing the post-training lactate (LA) concentration [16],
lactate dehydrogenase (LDH) [17] and creatine kinase (CK) [17], which are essential to achieve the
desired training adaptation and hence, the opportunity to train more.

HMB, a metabolite from leucine, which is one of the three essential branched-chain amino acids,
is another supplement the has been widely studied [7,8]. This ergogenic aid improves endurance
capacity [18-20], enhances mitochondrial biogenesis by activation of gamma co-activator 1-alpha «
(PGC-1a), thus promoting higher fat oxidation [21]. Furthermore, HMB may improve muscle glycogen
synthesis indirectly by enhancing the insulin effect and amplifying phosphorylation [22]. In addition,
HMB may be applied to enhance the muscle mass and strength of skeletal muscles in physically active
individuals who exercise [23], increasing muscle protein synthesis [24] by upregulation of mammalian
target of rapamycin (mTOR) [7]. Besides, HMB may also reduce blood cortisol levels [25] and decrease
the LA concentration [18], CK [26] and LDH [26].

These two supplements have been investigated individually; however, the combination of both
is a common strategy in various sports fields. However, to the best of our knowledge, only a few
studies have shown the degree of potentiation of this combination, but they have not identified
whether their effects are synergistic or additive. For example, some authors have used beta-alanine
plus CrM supplementation and have shown a synergistic effect on the physical working capacity at
the neuromuscular fatigue threshold [27,28]. Although there are a few studies examining the action
produced by the combination of CrM plus HMB, the results obtained are controversial with regard
to sport performance [29-34]. While some of studies did not show changes in muscular strength,
endurance and aerobic and anaerobic ability, others found improvements in muscular strength and in
aerobic power [35]. Nevertheless, according to the authors’ knowledge, there are no previous studies
that have quantified the degree of potentiation of CrM plus HMB on sport performance.

Thus, we hypothesized that the combination of CrM plus HMB would enhance performance more
than CrM or HMB separately. The main purpose of this study was to determinate the efficacy and the
degree of potentiation of 10 weeks of supplementation with a mix of 0.04 g/kg/day (=3 g/day) of CrM
plus 3 g/day of HMB on aerobic power measured by an incremental test to exhaustion in elite male
traditional rowers.
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2. Material and Methods

2.1. Participants

Twenty-eight elite male traditional rowers (30.43 + 4.65 years; 23.92 + 1.85 kg/m? and 8.3 + 1.15%
of fat mass) who belonged to a top rowing club from the First Trainer League in Spain (ACT), with
more than 5 years of high level traditional rowing experience participated in this double-blind and
placebo-controlled trial. All rowers performed the same team-monitored practice sessions for 6
days/week. The sessions were 1.5 h/day, (including rowing practice, preventive and strength individual
training and recovery protocols) and ran for 10 weeks during the rowing season (competitive period
with two official rounds of rowing per week). Further, the registered dietitian-nutritionist of the club
developed a personalized diet for each rower. The diets were proposed using previously established
energy and macronutrient guidelines for adequate athletic performance, and were based on training
load, personal characteristics and intolerances of each participant [36].

A medical examination was performed before the study began in order to verify that the
participants did not have any disease or previous injury. No participants had any diseases, and none
of them smoked, drank alcohol or took medications, which would alter hormone response. Likewise,
to avoid the possible interference of other nutritional supplements on the different variables measured
in this investigation, a 2-week washout period was introduced. During the investigation period,
the athletes only took the assigned supplement and the recovery shake consisting of carbohydrates
and proteins.

All of the participants received a physical examination, were fully informed of all aspects of
the study, and signed a statement of informed consent. This research was designed in accordance
with the Declaration of Helsinki (2008), with the Fortaleza update (2013) [37] and approved by the
Human Research Ethics Committee at the Basque Country University, Vitoria, Spain with the number
M10/2017/247.

2.2. Experimental Protocol and Evaluation Plan

This study was designed as a randomized and placebo-controlled, double-blind trial in order
to analyze the effects of 10 weeks of oral supplementation of 0.04 g/kg/day of CrM; 3 g/day HMB;
0.04 g/kg/day of CrM plus 3 g/day HMB or placebo on sports performance measured by an incremental
test to exhaustion [38]. The proposed doses were chosen based on the safety and efficacy of creatine
and HMB supplementation in exercise, sport, and medicine [6,7].

The participants were randomly assigned by SPSS software to four different groups using a
stratified block design. An independent statistician generated the randomization sequence: (1)
Placebo group (PLG; n = 7; height: 184.9 + 2.4 cm and body mass: 81.9 + 6.3 kg), (2) Group treated with
0.04 g/kg/day of CrM (CrtMG: n =7; height: 183.4 + 7.8 cm and body mass: 81.2 + 5.0 kg), (3) Group
treated with 3 g/day of HMB (HMBG; = 7; height: 185.5 + 10.1 cm and body mass: 79.9 + 12.2 kg)
and (4) Group treated with 0.04 g/kg/day of CrM plus 3 g/day of HMB (CrM-HMBG; 1 = 7; height:
181.6 + 4.3 cm and body mass: 78.0 + 4.7 kg). All participants attended the laboratory (at 8:30 a.m.) for
blood collection at two specific points during the study: (1) at baseline (T1), and (2) post-treatment
(T2—the day after 10 weeks of treatment).

The four groups took supplementation or placebo during the 6 days of weekly training together
with a chocolate recovery shake (1 g/kg of CHO + 0.3 g/kg protein) in the half hour after finishing
the exercise [39]. No substance was added to the PL, but the athletes were unaware of this situation.
On the off days, the rowers took the same dose of supplements 30 min before going to bed. None
of the participants used any pre-workout substances. An independent nutritionist from outside the
club made the shakes with the individual supplementation, so each rower and researcher did not
know which supplementation was being taken. Moreover, each day the same nutritionist verified that
all rowers had complied with the protocol for taking the supplements. The CrM was obtained from
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Cneapure® powder, while the HMB was obtained from HMB-Ca FullGas® (Fullgas Sport, S.L, 20115
Astigarraga, Guipuzcoa (Spain)).

2.3. Incremental Power Tests

To evaluate the athletes’ performance, an incremental test was carried out at T1 and T2. The
two test sessions were carried out at 6:30 p.m. in a covered sports hall with standard conditions
(temperature: 21 °C and humidity: 60%) to keep the constants equal in both tests. The tests were
performed after a standardized 15-min warm-up. The warm-up included 10 min of constant rowing
with two 1-min accelerations (at 3 min and 5 min of the warm-up) and 5 min of accelerations and
injury prevention drills consisting of general movements, dynamic/static stretching and core stability.
All rowers consumed 3 g/kg of CHO 14 h before both tests [36].

The incremental test [38] was performed on an indoor rowing ergometer (Concept II system,
Model D, Morrisville, VT, USA), on which the seat was fixed to remain static during the test [40]. The
test was performed with stages of 3 min of progressive intensity until fatigue with rest intervals of 30 s
between stages in order to obtain samples of LA in the lobe of the ear. The initial workload was 100 W.
Once the test started and at each stage, the rower was asked to maintain the constant intensity (W) and
constant strokes [41]. The intensity was increased by 40 W in each subsequent stage until exhaustion.
Exhaustion was defined as the rower’s inability to sustain three consecutive strokes at the stipulated
power. All tests were valid maximum stress tests using the standard criteria for rowers [42].

2.4. Blood Lactate Concentrations

The LA samples were obtained by samples (5 uL) from the earlobe of each rower before beginning
the test and at the end of each 3-min stage. The LA was determined by a Lactate Scout analyzer
(EKF Diagnostics®, Penarth, Cardiff, UK) following the manufacturer’s instructions [43]. To avoid
inter-analyzer variability, the same analyzer was used for both tests in all participants. The validity of
the analyzer was guaranteed by verifying the measured values with the lactate standards according to
the manufacturer’s instructions [43].

2.5. Determination of Thresholds

After obtaining the different LA values at each stage of the incremental protocol, they were
represented graphically as a continuous function against time. Then, the power that each rower
achieved at the anaerobic threshold (WAT), at 4 mmol (W4) and 8 mmol (W8) was extrapolated. For
the WAT calculation, the D-max method was used [44,45].

2.6. Anthropometry

Anthropometric measurements were taken following the protocol of the International Society for
the Advancement of Kinanthropometry (ISAK) [46]. Additionally, the same internationally certified
anthropometrist (ISAK level 3) took the measurements for all participants. All measurements were
taken in duplicate to establish within-day retest reliability. If the difference between the duplicate
measures exceeded 5% for an individual skinfold, a third measurement was taken. The mean of
duplicate or the median of triplicate anthropometric measurements were used for all analyses. Height
(cm) was measured using a SECA® measuring rod, with a precision of 1 mm, while BM (kg) was
assessed by a SECA® model scale, with a precision of 0.1 kg. Body mass index (BMI) was calculated
using the equation BM/height2 (kg/mz). Six skinfolds (mm) from the triceps, subscapular, suprailiac,
abdominal, front thigh and medial calf were measured with a Harpenden® skinfold caliber with a
precision of 0.2 mm, and the sum of these was calculated. The girth (cm) of the relaxed arm, mid-thigh
and calf were measured with a narrow, metallic and inextensible Lufkin® model W606PM measuring
tape with a precision of 1 mm. Fat mass (FM) was calculated using the Carter equation [47] and the
muscle mass (MM) was calculated by the Lee equation [48].
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2.7. Dietary Assessment

All participants were informed about proper food tracking by the same trained
nutritionist-dieticians. They instructed the athletes on two validated methods of dietary recall [49]. The
first method was to complete a food frequency questionnaire (FFQ) at T2, which has been previously
utilized for sport populations [50]. This FFQ, which asked the participants to recall their average intake
based on certain “frequency” categories over the previous 10 weeks, included 139 different foods and
drinks, arranged by food type and meal pattern. Frequency categories were based on the number of
times an item was consumed per day, per week or per month. Daily consumption of energy (kcal) and
each macronutrient in grams was determined by dividing the reported intake by the frequency in days.

The second method was a 7-day dietary recall at T1 and T2 of the 7 days before the test, which was
used to examine whether the results of this recall were similar to that of the FFQ. If the participants had
weighed food, then that data was used for the recall; however, if the weighing of food was not possible,
serving sizes consumed were estimated from the standard weight of food items or by determining
portion size by looking at a book with 500 photographs of foods. Food values were then converted into
intake of total energy, macronutrients and micronutrients by a validated software package (Easy diet®,
online version 2019). This software package was developed by the Spanish Centre for Higher Studies in
Nutrition and Dietetics (CESNID), which is based on Spanish tables of food composition [51]. Likewise,
total energy and macronutrients intake in relation to each kg of BM was calculated for each athlete.

2.8. Statistical Analysis

All variables are presented as the mean + SD. The percentage change between the T1 and
post-treatment T2 tests of the variables was calculated as A (%): ((T2 — T1)/T1 x 100) for each
study group.

The Shapiro-Wilk test was used to determine the normality of the data (1 < 50) for all continuous
variables, therefore, we used parametric formulas. Besides, Levene’s test was applied to measure
the homoscedasticity of the variances. Mean levels of A (%), dietary intake and power output from
incremental tests at T1 and T2 were compared across supplementation consumption categories using
one-way analysis of covariance with the supplementation category as the fixed factor. A Bonferroni
post-hoc test was applied for pairwise comparisons among groups. Likewise, differences from T1
to T2 in each group were assessed by a parametric dependent {-test. Moreover, a two-way repeated
measure of analysis of variance (ANOVA) test was used to examine interaction effects (time x
supplementation group) among the supplementation groups (PLG, CrMG, HMBG and CrM-HMBG)
for power output by incremental testing.

Effect size among participants were calculated using a partial eta square (n2p). Since this measure
is likely to overestimate the effect size, the values were interpreted according to Ferguson [52], which
indicates no effect if 0 < 12p < 0.05, a minimum effect if 0.05 < n2p < 0.26, a moderate effect if 0.26 <
N2p < 0.64, and a strong effect if n2p > 0.64.

The following calculation was used to express the variables in the CrMG, HMBG and CrM-HMBG
as a percentage change from the PLG condition [53].

Normalized change (%) = (Treatment (CrMG, HMBG or CrM-HMBG)/Control (PLG) — 1) x 100.

Using the additive model, stressor (in fact all variable) interactions are categorized as either
synergistic or antagonistic. Significant interactions suggest the effect size of one variable has been
reduced (antagonistic) or accentuated (synergistic) by the presence (or effect) of the other whereas
additive effects are shown during net stressor independence, i.e., no interaction [53]. Interactions are
best illustrated using variables A and B: (1) Additive: A and B combined = A + B individually; (2)
Synergistic: A and B combined > A + B individually; (3) Antagonistic: A and B combined < A + B
individually; (4) Nullifying: A and B combined = A or B individually; (5) Multiplicative: A and B
combined = A X B individually.
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The analyses were performed using SPSS software version 24.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA)
and Microsoft Excel (Microsoft Excel Software version 19). Statistical significance was indicated when
p <0.05.

3. Results

During the study, the athletes did not show significant statistical differences (p > 0.05) in energy
and macronutrient intake among groups (Table 1). The energy intake was approximately 45 kcal/kg in
each study group. In the same way, the intake of proteins, fats and CHO was ~1.9 g/kg; 1.5 g/kg and
6.0 g/kg, respectively, in each study group.

Table 1. Energy and macronutrient intake in the four study groups during 10 weeks of study.

PLG CrMG HMBG CrM-HMBG
Energy (kcal) 3340 + 350 3358 + 358 3290 + 410 3375 + 395
Energy (kcal/kg) 4+6 45+6 45+ 6 45+7
Protein (g) 143 + 24 145 + 26 141 +29 143 + 26
Protein (%) 17 +£3 18+3 18+3 17+3
Protein (g/kg) 2+0 2+1 2+1 2+0
Animal protein (g) 84 +23 86 +25 81+19 86 +25
Vegetal protein (g) 60+11 58 +15 62+19 59 +17
Fat (g) 101 +20 103 £ 21 99 +21 101 £ 22
Fat (%) 27 +4 28+4 275 28+5
Fat (g/kg) 2+0 2+1 2+1 2+1
Total carbohydrates (g) 450 + 55 460 + 60 459 + 58 453 + 61
Carbohydrates (%) 54 +5 55+5 55+ 6 54+5
Carbohydrates (g/kg) 6+1 6+1 6+1 6+1
Fe (mg) 24+7 24 +7 24 +7 23+8

Data are expressed as mean =+ standard deviation. PLG: Placebo group; CrMG: Creatine monohydrate
supplemented group; HMBG: HMB supplemented group; CrM-HMBG: Creatine monohydrate plus HMB
supplemented group.

Table 2 displays the anthropometry and body composition data at both T1 and T2 in each of the
study groups. There were no significant differences in the group-by-time in body mass, the sum of
six skinfolds, fat mass (kg) and muscle mass (kg) (p > 0.05). Regarding body mass and fat mass, a
significant decrement was found in all groups during the study (p < 0.05). However, a significant
decrement was found in muscle mass in the PLG between the two study moments (T1: 33.3 + 4.3 vs.
T2: 32.7 + 4.1 kg; p < 0.05; n2p = 0.160).

Table 3 shows the values for the power obtained at different intensities during the incremental test
at both T1 and T2. Significant differences (p < 0.05) can be seen in the group-by-time for W8 (p < 0.001;
n2p = 0.766). However, there were no significant differences in the group-by-time for WAT and W4.

In addition, significant increases (p < 0.05) between study points were observed for WAT in the
HMBG (T1: 238 + 40 vs. T2: 253 + 35 W; n2p = 0.168) and the CrM-HMBG (T1: 238 + 22.73 vs. T2:
264 + 19 W; n2p = 0.168), for W4 in CrM-HMBG (T1: 236 + 29 vs. T2: 263 + 19 W; n2p = 0.181) and for
W8 in the CrMG (T1: 300 + 20 vs. T2: 314 + 21 W; n2p = 0.766), HMBG (T1: 295 + 45 vs. T2: 314 + 49
W;n2p = 0.766) and CrM-HMBG (T1: 288 + 21 vs. T2: 331 + 35 W; n2p = 0.766).

Despite there being no group differences in terms of the mean for absolute power output at T1 and
T2, the ANOVA did detect significant interactions regarding percentage change (Figure 1). Specifically,
there were significantly greater increases in favor of the CrMG (+5 + 2%); HMBG (+6 + 3%) and
CrM-HMBG (+15 + 5%) compared to the PLG (-1 + 3%) at T1 to T2 for W8. In addition, there were
significantly greater increases in favor of the CrM-HMBG compared to the CrMG and HMBG (p < 0.01).
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Table 2. Anthropometry and body composition data in the four study groups at the baseline (T1) and

after 10 weeks (T2).
Group T1 T2 P (TxG) n2p
Body mass (Kg)
PLG 81.9+6.3 80.0+53*
CrMG 81.2+5.0 786 +54*
HMBG 79.9 +12.2 77.6+11.1* 0.883 0.028
CrM-HMBG 78.0+4.7 755 +4.5*
6 Skinfolds (mm)
PLG 51.6 + 18.9 48.8 +16.3
CrtMG 57.0 £ 6.5 547 +14.1
HMBG 542+ 114 520+ 13.0 0790 0.050
CrM-HMBG 504 +7.1 474 +49
Fat mass (kg)
PLG 7327 64+23*
CrtMG 6.1+0.7 58+07*
HMBG 68+13 63+11% 0.207 0.255
CrM-HMBG 6.4+08 62+04*
Muscle mass (kg)
PLG 333+43 327 +4.1*
CrMG 31.5+19 31.2+23
HMBG 328+15 322:11 0442 .
CrM-HMBG 346+13 346+11

Data are expressed as mean + standard deviation. P (TxG): group-by-time interaction (p < 0.05). Two-factor
repeated-measures ANOVA. *: Significant difference between study points (T1vs. T2). p < 0.05. PLG: Placebo group;
CrMG: Creatine monohydrate supplemented group; HMBG: HMB supplemented group; CrM-HMBG: Creatine
monohydrate plus HMB supplemented group.

Table 3. Power output at the anaerobic threshold (WAT), 4 (W4) and 8 mmol (W8) in the four
study groups at the baseline (T1) and after 10 weeks (T2).

Group T1 T2 P (TxG) n2p
WAT (W)
PLG 254 + 34 250 + 20
CrMG 242 +21 253 + 12
HMBG 238 + 40 253435+ 0.228 0.168
CrtM-HMBG 238+ 22 264+ 19
W4 (W)
PLG 242+ 16 241 £ 31
CrMG 243 + 20 247 +21
HMBG 238 + 45 251 + 36 0.196 0.181
CrtM-HMBG 236+ 29 262+19*
W8 (W)
PLG 317+ 19 314+ 24
CrMG 300 + 20 314+21%
HMBG 205 + 45 31+ 48+ <0.001 0766
CrtM-HMBG 288+ 21 331 +35%

Data are expressed as mean + standard deviation. P (TxG): group-by-time interaction (p < 0.05. All such occurrences).
Two-factor repeated-measures ANOVA. *: Significantly different between study points (T1 vs. T2) p < 0.05.
PLG: Placebo group; CrMG: Creatine monohydrate supplemented group; HMBG: HMB supplemented group;
CrM-HMBG: Creatine monohydrate plus HMB supplemented group.
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Figure 1. Percentage changes during study on absolute power output of the anaerobic threshold (WAT),
4 mmol/L (W4) and 8 mmol/L (W8) in the four study groups. Data are expressed as means + standard
error. PLG: Placebo group; CrMG: Creatine monohydrate supplemented group; HMBG: HMB
supplemented group; CrM-HMBG: Creatine monohydrate plus HMB supplemented group. A: ((T2 —
T1)/T1) x 100; differences among groups in each test by ANOVA test (p < 0.05): a: regarding PLG; b:
regarding CrMG; c: regarding HMBG.

The results in Table 4 showed the changes in WAT, W4, and W8 in the all groups supplemented
with respect to PLG, after 10 weeks. A synergistic effect of combined supplementation was found
for the sum of the two supplements on WAT (CrM-HMBG = 403% vs. CrMG+HMBG = 338%),
W4 (CrM-HMBG = 2736% vs. CrMG+HMBG = 1705%) and W8 (CrM-HMBG = 1293% vs.
CrMG+HMBG = 878%) using the equation: Synergistic = A and B combined >A + B individually [51].

Also, when comparing the synergism found in the combination CrM-HMBG, it was observed
(Table 4) that the most synergistic effect (CrM-HMBG-(CrM+HMBG)) was found on W4.

Table 4. Determining the effect of the combination of supplements.

Group CrMG (A) HMBG (B) A+B CrM-HMBG CrM-HMBG - (A + B)
WAT 134% 203% 338% 403% 66%

W4 397% 1309% 1705% 2736% 1031%

w8 364% 514% 878% 1293% 364%

Data are expressed with respect to change to the placebo group (%) = (Treatment group/placebo (PLG) — 1) x
100 [51]. A + B = Sum of the effects of CrMG (A) and HMBG (B) when participants are supplemented independently.

4. Discussion

To the authors” knowledge, there are only a few studies thatexamine the combined supplementation
of CrM plus HMB [29-34]. Five of these were carried out on intermittent team sports (three in
rugby [30,31,34], one in basketball [32] and one in soccer [33]), sports that are characterized by the
combination of short, high intensity actions with low intensity actions. The results regarding athletic
performance are controversial [29,31-34]. Two of the studies did not find significant differences in
aerobic performance (multistage aerobic capacity test) [34], anaerobic performance (60 s maximal
anaerobic capacity test) [34], muscular strength (3RM test) [31], muscular endurance (maximum
number of chin-ups to exhaustion) [31], peak power (10-s leg power test) [31] and total work (10-s
leg power test) [31]. However, three of them showed improvements in peak power and mean power
(running anaerobic speed test) [33], in the accumulative strength tests (1-RM) [29] and in the relative
maximal and total anaerobic power (triple Wingate test) [32]. These results cannot be compared with
those obtained in this study, because this study is the only one that measures aerobic performance
in an incremental test (the traditional rowing incremental test), which is a good predictor of aerobic
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performance [54]. Moreover, although they are not clear, some authors have indicated that an increase
in muscle mass is a benefit of both these supplements [55,56]. However, the present study indicates
that supplementation with CrM plus HMB did not show differences in the body composition (muscle
mass and fat mass) of athletes. These results might be explained by the high training level of the
participants and the strict nutritional control during the study.

The LA is produced in muscle cells during exercise when glucose is oxidized as a process of
anaerobic glycolysis [57]. When the intensity of exercise is increased, LA is associated with the
impossibility of continuing exercise [57]. Interestingly, the LA decrease when the same intensities
are performed, enhances endurance capacity [57]. The supplementation of CrM plus HMB for 10
weeks showed that at the same LA level (8 mmol/L), a significantly greater work power was realized
when supplements were taken individually. In the same vein, Zajac et al. [32] and Faramarzi et al. [33]
observed a significant increase in relative maximal and total aerobic power as measured by a triple
Wingate test, and in peak power measured by a running anaerobic speed test (RAST). However, in
contrast with these studies, the most important finding of our research was the synergistic effect of
combined supplementation found in all of the performance tests (WAT, W4, W8). Therefore, the two
supplements could use different effect pathways, and as a result, improve performance (expressed as
power indices).

Besides, CrM ingestion increased muscle total creatine, and therefore influences the Cr-PCr shuttle,
which may lower the LA reduction by lowering glycolysis (saving glycogen) at the same intensity,
improving anaerobic capacity [6]. This process consists of resynthesizing phosphocreatine (PCr)
though free Cr in mitochondria, which results in a higher energy availability during exercise. Free
Cr reacts with the mitochondrial isoenzyme of the creatine kinase (mi-CK), burning an adenosine
triphosphate (ATP), in the intermembrane space of mitochondria. The resynthesizing processes PCr,
which is used by the myofibril to produce ATP after the reaction with the muscular isoenzyme of
the creatine kinase (MM-CK). The ATP used to create the PCr is transformed into ADP that crosses
the mitochondrial intermembrane through adenine nucleotide translocase (ANT) to enter into the
mitochondrial inner membrane-matrix space, where it reacts with the ATP synthase consuming protons
(H*), reproducing ATP. That metabolite passes through ANT to the intermembrane space to react
with another Cr molecule, starting the cycle again [12]. HMB can increase the gene expression of
peroxisome proliferator-activated receptor PGC-1«, changing the fiber transformation type (driving
fast-to-slow fiber switch) and improving mitochondrial biogenesis, and hence oxidative function to
enhance the aerobic capacity [21]. This process consists of augmenting the density and quantity of the
muscle cell mitochondria, angiogenesis, and hence increases fat oxidation, which enhances aerobic
capacity [58]. These adaptations could save glycogen, which is a limiting factor during endurance
exercise, increasing oxidative capacity and reducing LA production by glycolysis [57].

One of the long-term adaptations to endurance training is the capacity to lower the LA levels [59].
Adaptations are promoted after an adequate recovery period, and there are strategies to accelerate the
recovery. These supplements could influence recovery by increasinlg protein synthesis, decreasing
protein degradation, muscle glycogen, and improving membrane repair [6]. In particular, protein
synthesis may be augmented by HMB and CrM. HMB can increase this parameter through the
stimulation of mTOR phosphorylation by some downstream targets such as p70S6k, eIF4E and
elF2B [60], and by increasing the growth hormone-insulin-like growth factor-1 (GH-IGF-1) axis [61].
Protein degradation can be lowered by HMB, decreasing the catalytic activity of the proteasome [62] and
also by increasing the GH-IGF-1 axis [61]. Glycogen storage may be increased by both supplements.
HMB can enhance glycogen synthesis [22], probably by accelerating the tricarboxylic acid cycle to
provide a carbon skeleton for glycogen synthesis. CrM can also enhance muscle glycogen storage by
increasing AMP-activated protein kinase (AMPK) phosphorylation, and hence GLUT4 translocation [13].
Sarcolemma can be repaired by HMB and it is converted in HMG-CoA for cholesterol synthesis, and
hence it lowers blood muscular damage marker levels, such as CK and LDH [63,64]. CrM can also
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augment protein synthesis, enhancing the myogenic transcription factor MRF-4 [65] and accordingly,
differentiating the satellite cells into myonuclei [66].

4.1. Limitations, Strengths and Future Research

The study has limitations, including the small sample size per group (1 = 7), in total 28 participants;
however, it is very difficult to obtain larger samples in elite sports. Moreover, the study was carried out
in a controlled environment (randomized, double-blind, nutrition, training), which could be considered
a strength of this study. In addition, the diet ingested by the athletes was controlled throughout the
intervention process, so that these parameters did not influence the final results and the effects of CrM
plus HMB.

For future research, there is a need for more studies on the combination of CrM plus HMB
supplementation in endurance-based ~20-min all-out exercise in order to have stronger evidence of the
effectiveness of this mix of ergogenic aids on anaerobic lactic performance. Another potential method
could be the analysis of the effect of these supplements in women athletes.

4.2. Practical Application

The knowledge gained from this study could have practical application for athletes and
practitioners who are interested in improving their endurance capacity, given that the intake
over 10 weeks of a combination of HMB (3 g/day) and CrM (0.04 g/kg/day) could improve sport
endurance capacity.

In the context of post-exercise recovery, this would result in the improvement of anaerobic
performance, i.e., both supplements could have the same effect through different mechanisms of action,
which fully justifies their combined use. However, our results are mixed (the improvements in WAT,
W4, and W8 were not the same) and are strongly influenced by the state of participants’ training,
sample size and the specific type of protocol or exercise measurement used. Therefore, more studies
are needed to determine the overall efficacy of HMB-CrM supplementation as an ergogenic aid, given
the controversy surrounding the studies investigating the effect of HMB-CrM supplementation on
anaerobic response-induced muscular performance.

5. Conclusions

In summary, oral supplementation with a combination of 0.04 g/kg/day (~3g/day) of CrM plus
3 g/day of HMB over 10 weeks of training showed a synergistic effect on aerobic power (measured as
WAT, W4, and W8) during an incremental test (related to individual lactate threshold). Although both
supplements showed a possible improvement in the incremental test separately, a synergic effect was
shown when CrM plus HMB are mixed, likely due to their different physiological mechanisms.
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Abstract: Creatine monohydrate (CrM) and B-hydroxy -methylbutyrate (HMB) are widely studied
ergogenic aids. However, both supplements are usually studied in an isolated manner. The few
studies that have investigated the effect of combining both supplements on exercise-induced muscle
damage (EIMD) and hormone status have reported controversial results. Therefore, the main purpose
of this study was to determine the effect and degree of potentiation of 10 weeks of CrM plus
HMB supplementation on EIMD and anabolic/catabolic hormones. This study was a double-blind,
placebo-controlled trial where participants (1 = 28) were randomized into four different groups:
placebo group (PLG; n = 7), CrM group (CrMG; 0.04 g/kg/day of CrM; n = 7), HMB group (HMBG;
3 g/day of HMB; n = 7), and CrM-HMB group (CrM-HMBG; 0.04 g/kg/day of CrM plus 3 g/day of
HMB; n = 7). Before (baseline, T1) and after 10 weeks of supplementation (T2), blood samples were
collected from all rowers. There were no significant differences in the EIMD markers (aspartate
aminotransferase, lactate dehydrogenase, and creatine kinase) among groups. However, we observed
significant differences in CrM-HMBG with respect to PLG, CrMG, and HMBG on testosterone
(p = 0.006; n2p = 0.454) and the testosterone/cortisol ratio (T/C; p = 0.032; nzp = 0.349). Moreover,
we found a synergistic effect of combined supplementation on testosterone (CrM-HMBG = -63.85%
vs. CrMG + HMBG = -37.89%) and T/C (CrM-HMBG = 680% vs. CrMG + HMBG = 57.68%)
and an antagonistic effect on cortisol (CrM-HMBG = 131.55% vs. CrMG + HMBG = 389.99%). In
summary, the combination of CrM plus HMB showed an increase in testosterone and T/C compared
with the other groups after 10 weeks of supplementation. Moreover, this combination presented a
synergistic effect on testosterone and T/C and an antagonistic effect on cortisol compared with the
sum of individual or isolated supplementation.

Biomolecules 2020, 10, 140; doi:10.3390/biom10010140 www.mdpi.com/journal/biomolecules
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1. Introduction

Elite sports are immensely demanding at the physical and psychological level, and an adequate
balance between training load and recovery is needed to achieve maximum performance [1]. Prolonged
and excessive training and/or insufficient recovery can result in nonfunctional overreaching or an
overtraining syndrome due to increased stress and fatigue and, consequently, impairment or stagnation
of performance [1-3]. Therefore, recovery processes are determinants in sport performance [4]. In that
way, there are different markers to determine stress and fatigue levels due to the imbalance between
training load and recovery, among which biochemical markers of exercise-induced muscle damage
(EIMD) and anabolic/catabolic hormones are often used [5].

In particular, an increase in EIMD markers produced by sarcomeric degeneration from Z-disk
fragmentation [6,7], such as creatine kinase (CK) and lactate dehydrogenase (LDH), may provide
information about elevated muscular and/or metabolic stress [1,8]. Further, the peak of CK, which
presents the breakpoint between 300 IU/L and 500 IU/L, can increase until 24-96 h after exercise (up to
four-fold rest values) [6,9]. Likewise, LDH can increase until 3-5 days (up to two-fold rest values) [6]
depending on different types of exercise/sport [6]. Despite the increase in EIMD being dependent on
the training level of athletes, the intensity and duration of the exercise and the density and type of
sport are also important [6]. In particular, eccentric and impact activities produce more significant
EIMD than concentric and nonimpact activities [6].

On the other hand, testosterone and cortisol hormones, such as anabolic and catabolic hormones,
are highly useful for monitoring training adaptation [10]. However, chronic hormone concentrations,
not acute, are most suggestive of long-term performance changes [11,12]. Testosterone is an androgenic
and anabolic hormone secreted by the hypothalamus—pituitary—testicular axis, and an increase indicates
an anabolic state [10,13,14]. Likewise, cortisol is a steroid hormone considered to be an indicative
factor of accumulated stress intensity, which is secreted by the hypothalamus-pituitary—-adrenal axis,
and an increase of it indicates stress accumulation (catabolic state) [10,13,14]. Therefore, an increase in
testosterone and a decrease in the resting plasma testosterone/cortisol ratio (T/C) has been proposed as
an indicator of adaptation to training, indicating that an increase in T/C shows better adaptation [15,16].

In order to reduce EIMD and modify testosterone and T/C, as indicators of better recovery
status [1,17,18], different ergogenic aids, such as creatine monohydrate (CrM) and B-hydroxy
B-methylbutyrate (HMB), have been proposed [19,20]. In this sense, CrM has been shown to potentially
reduce CK [21-23], LDH [21,23], and cortisol [24] levels and increase testosterone levels [24,25]. The
pathway by which CrM may prevent or delay fatigue, reduce EIMD, and improve anabolic/catabolic
hormones is that CrM supplementation increases muscle phosphocreatine (PCr) storage [26], and
therefore, fatigue-produced muscle degeneration can be prevented or delayed by the CK/PCr system.
Likewise, CrM can enhance skeletal muscle glycogen storage [27,28], although the main reason for this
increase is unclear [27]. On the other hand, HMB has presented decreases in CK [29-32], LDH [31], and
cortisol [32-34] levels and increases in testosterone [35]. The pathway by which HMB could influence
the delay of fatigue could be through an enhancement of glycogen synthesis [36] by the inhibition of
glycogen synthase kinase-3 (GSK3), which negatively regulates glycogen synthesis [37]. Moreover,
HMB can increase protein synthesis by the stimulation of insulin-like growth factor-1 (IGF-1), which
stimulates the phosphatidylinositol 3-kinase pathway (PI3K/Akt) pathway that activates mammalian
target of rapamycin (mTOR) phosphorylation [38].

Although the effects of supplements are usually investigated in isolation, it is very common to
combine different ergogenic aids in the sports field in order to achieve maximum performance [39-41].
In this sense, it could be considered that the effect of this combination might be better than individual
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intake. This hypothesis could be supported given that CrM and HMB (both supplements) have
shown that they may act in common and in different physiological pathways related to EIMD
and anabolic/catabolic hormones status [26,42]. However, it is not clear what the interaction effect
(synergistic, multiplicative, antagonistic or nullifying) of multiple treatments given to athletes are [43].
Concretely, CrM plus HMB supplementation has not shown better results than isolated supplementation
(CrM alone or HMB alone) on EIMD markers [44-47] or on anabolic/catabolic hormone status [45].
These results could have been influenced by blood sampling timing [46,47] when the main aim was to
determine the long-term effect of CrM plus HMB supplementation and there being insufficient time
to avoid prior training effects. Likewise, these controversial results could have been predisposed by
short-term treatment (from six days to six weeks) [44-46] to achieve particularly an exercise-induced
increase in hormone status [11,12].

Thus, the main purpose of this study was to determine the effect and degree of potentiation
of long-term (10 weeks) mixing of 3 g/day of HMB plus 0.04 g/kg/day of CrM on EIMD markers
(aspartate aminotransferase (AST), LDH, and CK) and anabolic/catabolic hormone status (testosterone,
cortisol, and T/C) in elite male traditional rowers during the competitive period. We hypothesized that
the mixture of HMB plus CrM could reduce EIMD and enhance endogenous recovery and exercise
adaptations more than CRM or HMB separately.

2. Material and Methods

2.1. Participants

Twenty-eight elite male traditional rowers (30.43 + 4.65 years and 59.92 mL/min/kg of VO, p,ax)
belonging to one of the 12 teams that make up the rowing First Trainer League in Spain (ACT)
participated in this study (22 rowers from the first team and 6 from the reserve team). Although
some rowers had minor injuries and missed some training sessions, all of them completed the entire
study rigorously without any drop-out. These rowers performed the same loads and number of
training sessions with a daily duration of 1.5 h/day, 6 days/week for 10 weeks during the in-season
period (competitive period). Thus, a personal diet was developed for each participant by the certified
nutritionist of the rowing club. The diets for adequate athletic performance were suggested using
energy and macronutrient guidelines [48] considering the training volume, training load, and individual
characteristics of each rower.

All athletes completed a medical history questionnaire and electrocardiographic and
cardiopulmonary examinations. No participants had any diseases and they did not smoke, drink
alcohol, or take other medications, which would alter the hormone response. Likewise, to avoid
the possible interference of other nutritional supplements on the different variables measured in this
investigation, a 2-week washout period was introduced.

All rowers were fully informed of all procedures of the study and signed a statement of informed
consent. This research was designed in accordance with the Declaration of Helsinki (2008) and the
Fortaleza update (2013) and was approved by the Human Research Ethics Committee at the Basque
Country University, Vitoria (M10/2017/247).

2.2. Experimental Protocol and Evaluation Plan

This study was designed as a randomized, double-blind, and placebo-controlled study to
evaluate the influence of 10-week oral supplementation of CrM plus HMB on EIMD markers and
anabolic/catabolic hormones in this sport population.

The participants were randomly assigned to four groups (placebo group (PLG), CrM group
(CrMG), HMB group (HMBG), and CrM-HMB group (CrM-HMBG)) by an independent statistician
using a stratified block design: PLG (1 = 7; height: 184.9 + 2.4 cm and body mass: 81.9 + 6.3 kg), CtMG
(n =7; 0.04 g/kg/day of CrM; height: 183.4 + 7.8 cm and body mass: 81.2 + 5.0 kg), HMBG (n = 7;
3 g/day of HMB; height: 185.5 + 10.1 cm and body mass: 79.9 + 12.2 kg), and CrM-HMBG (n = 7; 0.04
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g/kg/day of CrM plus 3 g/day of HMB; height: 181.6 + 4.3 cm and body mass: 78.0 + 4.7 kg). The CrM
and HMB supplementation dosages were selected in accordance with a supplementation standard for
athletic performance [34,35] and elite rowers [41]. All participants attended the laboratory at 8:30 a.m.
for blood collection at two different times during the intervention period: (1) at baseline (T1) and (2)
post-treatment after 10 weeks of supplementation (T2).

All rowers performed six exercise sessions per week during the 10 study weeks (which were
exactly the same for all participants), with a duration of 1.5 h/day (distributed as 60% aerobic work on a
traditional boat, 30% resistance training in a gym, and 10% complementary training: injury prevention,
core stability, and articular mobility). These exercise sessions included two rowing official races or
equivalent training per week. To homogenize the competition load, rowers who did not participate in
the competitions held a training session with the same load as a competition. The athletes completed a
total of 96.6 h of exercise during the study.

All participants took either the placebo or supplements during the 6 days of weekly training
mixed with a chocolate recovery shake (1 g/kg of carbohydrates and 0.3 g/kg protein) within half an
hour of finishing the exercise [49]. No masking substance was added to the PLG, given that athletes
were unaware of the recovery shake content. On the off day, all rowers ingested the same dose of
supplements 30 min before going to bed in a chocolate shake provided by an independent nutritionist.
The athletes and researchers did not know the supplementation (double-blind) that they were taking
because an independent nutritionist from the rowing club made the recovery shakes with the individual
supplementation and verified that all rowers complied with the protocol of ingesting the supplements.
The CrM was acquired from Creapure® powder and the HMB from HMB-Ca FullGas® (Fullgas Sport,
S.L, 20115 Astigarraga, Guiptzcoa, Spain).

2.3. Blood Collection

For the evaluation of muscle damage markers and hormonal parameters in T1 and T2, antecubital
venous blood samples were collected from all athletes. All samples were taken in basal conditions
after, at least, 12 h of fasting and 36 h without exercise. To standardize blood samples in T1 and T2, the
rowers performed the same training session in the last training session prior to blood sample collection.
This training session consisted predominantly of concentric activity (lower muscle damage) and was
of short duration (30 min) during the “regeneration microcycle”. The “regeneration microcycle” is
designed to remove fatigue, not only physical, but also mental, and to restore energy that has been
used during previous microcycle [50]. On T1 and T2, the rowers arrived at the laboratory at 8:30 a.m.
and the blood samples were collected after being at rest for 30 min.

Biochemical EIMD serum markers (AST, CK, and LDH) were measured using Hitachi 917
automatic autoanalyzer (Hitachi Ltd., Tokyo, Japan).

Hormone status was measured in this study (testosterone and cortisol) through different methods.
Serum testosterone was measured by commercially available enzyme immunosorbent assay kits
(DRG testosterone ELISA kit®, DRG Instruments GmbH, Marburg/Lahn, Germany). The intra-assay
coefficient of variation (CV) was 4.3% and the CV between the trials was 9.2%. Otherwise, for serum
cortisol measurement, an enzyme-linked fluorescent assay with the aid of a multiparametric analyzer
(Minividas®, Biomerieux, Marcy I'Etoile, France) was used. The substrate 4methylumbelliferone
was used and fluorescence emission was performed at 450 nm, and after stimulation, at 370 nm. The
intra-assay CV was 5.7% and the CV of the intermediate assay was 6.2%.

Finally, the T/C was calculated from the results of testosterone and cortisol by dividing testosterone
by cortisol.

2.4. Anthropometry and Body Composition

The International Society for the Advancement of Kinanthropometry (ISAK) protocol [51] was
used for anthropometrical measures and all participants were measured by the same internationally
certified anthropometrist (ISAK Level 3) at both T1 and T2.
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All measurements were taken twice and if the difference between both measures exceeded 5% for
an individual skinfold, a third measurement was taken. For the analysis, when the measurement was
taken twice, the mean was chosen, and when three measurements were taken, the median was chosen.
Height (cm) was measured using a SECA® measuring rod (Mod. 220; SECA Medical, Bradford, MA,
USA), with 1 mm precision, while body mass (BM) (kg) was assessed by a SECA® model scale (Mod.
220; SECA Medical, Bradford, MA, USA), with 0.1 kg precision. Body mass index (BMI) was calculated
using the equation BM/height2 (kg/mz). Girths (cm) (flexed arm, mid-thigh, and calf girth) were
measured with a metallic Lufkin® W606PM measuring tape (Cooper Tools, Apex, NC, USA), with a
precision of 1 mm. Finally, the sum of six skinfolds (mm) (triceps, subscapular, suprailiac, abdominal,
front thigh, and medial calf) was determined by a Harpenden® skinfold caliber (Harpenden Skinfold
Caliber, British Indicators Ltd., London, UK), with 0.2 mm precision. Fat mass and muscle mass
percentages were predicted using the Carter [52] and Lee [53] equations, respectively.

2.5. Dietary Assessment

The team nutritionist informed all rowers about proper food tracking and instructed them on two
different validated methods of dietary recall [54]. The first method consisted of completing a food
frequency questionnaire (FFQ) at T2, which has been used previously in other athlete populations [55].
The FFQ, which includes 139 different foods and drinks arranged by food type and meal pattern, asked
the participants to recall their food intake based on certain “frequency” categories over the previous
10 weeks. Frequency categories consist of how many times an item was consumed per day, week,
or month. Daily energy (kcal) and macronutrient (g) consumption was determined by dividing the
reported intake by the frequency in days.

The second method was to complete a seven-day dietary recall before T1 and T2 to check if the
results of this recall were similar to the FFQ. When rowers weighed the food, the data were used for
the recall; however, if it was not possible to weigh the food, serving sizes consumed were estimated
through the standard weight of food items or by determining the portion size by looking at a book
containing 500 photographs of food.

Food intake was converted to total energy, macronutrient, and micronutrient values by a validated
software package (Easy diet®, online version). Easy diet© is based on Spanish tables of food
composition [56] and was developed by the Spanish Center for Higher Studies in Nutrition and
Dietetics (CESNID). Thus, the total energy and macronutrient intake of each participant was calculated
per kilogram of individual body mass.

2.6. Statistical Analysis

The data are presented as means and standard deviations. Statistical significance was indicated when
p < 0.05. Differences from T1 to T2 in each group were assessed by paired ¢ tests after the normality of the
data was established with the Shapiro-Wilk test (1 < 50) based on parametric or nonparametric data. A
two-way repeated measures analysis of variance (ANOVA) test was used to examine interaction effects
(time X supplementation group) among supplementation groups (PLG, CrMG, HMBG, and CrM-HMBG)
for power output. A Bonferroni post-hoc test was applied for pairwise comparisons among groups.
The percentage changes of the variables studied in each study group between the baseline (T1) and
post-treatment (T2) tests were calculated as A (%): ((T2 — T1)/T1) x 100).

Effect sizes among participants were calculated using partial eta squared (nzp). Since this measure
is likely to overestimate the effect sizes, the values were interpreted according to Ferguson [57], which
is indicated as having no effect if 0 < 'r]Zp < 0.05, a minimum effect if 0.05 < nzp < 0.26, a moderate
effect if 0.26 < T|2p < 0.64, and a strong effect if T]2p > 0.64 [57].

The following calculation was used to express the variables in conditions CrMG, HMBG, and
CrM-HMBG as a percentage change from condition PLG [43]:
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Normalized change (%) = (treatment (CrMG, HMBG, or CrM-HMBG)/control (PLG) - 1) x 100.

Using the additive model, stressor (in fact, all variables) interactions were categorized as either
synergistic or antagonistic. Significant interactions suggest that the effect size of one variable has been
reduced (antagonistic) or accentuated (synergistic) by the presence (or effect) of the other, whereas
additive effects are shown during net stressor independence (i.e., no interaction) [43]. Interactions are
best illustrated using variables A and B: (1) additive = A and B combined = A + B individually; (2)
synergistic = A and B combined > A + B individually; (3) antagonistic = A and B combined < A + B
individually; (4) nullifying = A and B combined = A or B individually; (5) multiplicative = A and B
combined = A X B individually.

The analyses were performed using SPSS® software version 24.0 (SPSS, Inc., Chicago, Illinois,
USA) and Microsoft Excel® version 19 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA).

3. Results

During the study, the athletes did not show significant statistical differences (p > 0.05) in energy
and macronutrient intake values among groups (Table 1).

Table 1. Energy and macronutrient intake in each study group during 10 weeks of study.

PLG CrMG HMBG CrM-HMBG
Energy (kcal/kg) 448 +6.2 450+ 6.6 447 + 6.3 451+7.0
Protein (g/kg) 1.9+04 20+06 19+07 1.9+04
Fat (g/kg) 15+04 1.6+05 15+06 16+06
Carbohydrates (g/kg) 6.0+£09 6.1+1.1 61+13 6.0+1.2

Data are expressed as mean + standard deviation. PLG: placebo group, CrMG: creatine monohydrate group, HMBG:
B-hydroxy B-methylbutyrate group.

Body mass, BMI, muscle mass percentage, and fat mass percentage did not show significant
differences (p > 0.05) in the group-by-time interaction (Table 2). However, significant decrements
(p < 0.05) were found between the two study moments for body mass in PLG, CrMG, HMBG, and
CrM-HMBG and for BMI in HMBG and CrM-HMBG (Table 2).

Table 2. Anthropometry and body composition of participants.

Group T1 T2 P(TxG) n2p
Body mass (kg)
PLG 819 +63 80.0 £53*
CrMG 81.2+5.0 786 £54*
HMBG 799 +12.2 77.6 +11.1* . 025
CrM-HMBG 78.0 £+47 755 +45*
BMI (kg/m?)
PLG 241+24 236 +20
CrMG 241+15 234+16*
HMBG 241+18  233:18+ 091 0016
CrM-HMBG 237 £1.6 229+14*
Muscle mass (%)
PLG 403 £25 41.0+23
CrMG 40.6 +2.4 41727
HMBG 41.1+20 41722 . 0104
CrM-HMBG 41.2+24 421+23
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Table 2. Cont.
Group T1 T2 P(TxG) n%p
Fat mass (%)
PLG 89+15 87+14
MG 86+17 84+18
HMBG 87 +15 84+11 0.884 0.030
CrM-HMBG 85+ 16 82+14

Data are expressed as mean + standard deviation. P (T X G): group-by-time interaction (p < 0.05, all such occurrences).
Two-factor repeated-measures ANOVA. * Significantly different between phases (T1 vs. T2); p < 0.05. BMI: body
mass index.

Table 3 shows significant differences in the group-by-time interaction for testosterone (p = 0.006;
nzp =0.454) and T/C (p = 0.32; nzp = 0.349). Moreover, significant increases between T1 and T2 (p <
0.05) were observed for cortisol in PLG, CrM, HMBG, and CrM-HMBG, for testosterone in CrM-HMBG,
and for T/C in CrM and HMBG (Table 3).

Table 3. Participant’s testosterone and cortisol hormone status.

Group T1 T2 P(TXG) n2p
Testosterone (ng/dL)
PLG 522 + 0.56 4.56 + 0.84
CrMG 427 +0.73 420+1.12
HMBG 490095  560+156 0.006 0454
CrM-HMBG ~ 491+087 597 +1.23*
Cortisol (ug/dL)
PLG 1587 £2.99  17.93 +2.08*
CrMG 1575+278  20.80+6.13*
HMBG 1632120 23304207+ 041 0121

CrM-HMBG 18.18 + 1.13 2295+ 1.89*

Testosterone/cortisol ratio

PLG 3377 £1203 2597 + 658+
CrMG 2804 +749 2217 +990*
HMBG 3019633 2304+408+ 0032 0.349

CrM-HMBG 27.07 +5.12 26.07 +5.29

Data are expressed as mean + standard deviation. P (T X G): group-by-time interaction (p < 0.05, all such occurrences).
Two-way repeated-measures ANOVA. * Significantly different between two phases (T1 vs. T2), p < 0.05.

Figure 1 shows significant differences in testosterone percentage change (p = 0.006; 'r]zp = 0.457)
among PLG and CrMG, HMBG, and CrM-HMBG and among CrM-HMBG and CrMG and HMBG (p >
0.05). In addition, T/C percentage change showed statistical differences (p = 0.029; an = 0.399) among
CrM-HMBG and PLG as well as CrMG and HMBG. However, there were no significant differences
among groups in cortisol percentage change (p = 0.568; n2p = 0.094).
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Figure 1. Percentage changes during the study in cortisol and testosterone hormone status and
testosterone/cortisol ratio in the four study groups. Data are expressed as mean + standard error. A:
((T2 — T1)/T1) x 100; differences among groups in each test by ANOVA test (p < 0.05): a: regarding
PLG; b: regarding CrMG; c: regarding HMBG.

EIMD markers (AST, LDH, and CK) did not present statistically significant differences in the
group-by-time interaction between T1 and T2 (Table 4). However, significant increases between T1 and
T2 were observed for AST in PLG (T1: 17.83 + 2.79 vs. T2: 22.00 + 1.55).

Table 4. Exercise-induced muscle damage markers in the four study groups at baseline (T1) and after

10 weeks (T2).
Group T1 T2 P(TxG) n%p
AST (UI/L)
PLG 17.83 = 279 22.00 + 1.55%
CrMG 2233 +9.65 23.50 + 8.8
HMBG 18.00 + 3.29 19.00 + 6.96 0.648 0.077
CrM-HMBG ~ 21.33 + 4.68 2467 +7.30
CK (UIL)
PLG 19050+ 9479 21683 £ 97.35
CrMG 27700 £17140 25633 + 130.38
HMBG 14750 + 63.91 24333 + 28642 0661 0.079
CrM-HMBG 20167 £105.64  260.50 + 159.28
LDH (UI/L)
PLG 20317 3623 31017 22,98
CrMG 337.00£47.60  337.33 +39.20
HMBG 34017 £27.64 34217 + 45.35 0.792 e

CrM-HMBG 339.17 + 24.77 337.83 £ 60.72

Data are expressed as mean + standard deviation. P (T X G): group-by-time interaction (p < 0.05 ]all such occurrences).
Two-way repeated-measures ANOVA. * Significantly different between two phases (T1 vs. T2), p < 0.05. AST:
aspartate aminotransferase, CK: creatine kinase, LDH: lactate dehydrogenase.

Figure 2 shows that there were no significant differences in the percentage change of any EIMD
markers between T1 and T2 (p > 0.05).
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A During Study
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P=0618 P = 0569 P=0875
n2p = 0.084 n2p = 0.091 n2p = 0.033
A + 2
v © 9

Figure 2. Percentage changes in exercise-induced muscle damage (EIMD). Data are expressed as mean
+ standard error. A: ((T2 — T1)/T1) x 100; differences among groups in each test by ANOVA test.

Table 5 shows that an antagonistic effect of combined supplementation was found in comparison
with the sum of both supplements isolated on cortisol (CrM-HMBG = 131.55% vs. CrMG + HMBG =
389.99%). Likewise, a synergistic effect of combined supplementation was found with respect to the
sum of the two supplements separately on testosterone (CrM-HMBG = —63.85% vs. CrMG + HMBG =

—37.89%) and on T/C (CrM-HMBG = 680% vs. CrMG + HMBG = 57.68%).

Table 5. Determination of the effect of the combination of supplements.

Group % Change to Placebo Effect
Cortisol
CrMG 145.15%
HMBG 238.84% Antagonistic
CrMG + HMBG 389.99% 131.55 < 389.99
CrM-HMBG 131.55%
Testosterone
CrMG 4.21%
HMBG —42.1% Synergistic
CrMG + HMBG —37.89% —63.85 > —37.85
CrM-HMBG —63.85%
Testosterone/cortisol ratio
CrMG 32.88%
HMBG 24.80% Synergistic
CrMG + HMBG 57.68% 680 > 57.68
CrM-HMBG 680%

4. Discussion

This study was carried out to determine the effect and degree of potentiation of long-term (10
weeks) combination of 3 g/day of HMB plus 0.04 g/kg/day of CrM supplementation on EIMD markers
and testosterone and cortisol status in elite male traditional rowers. The main result revealed an increase
in testosterone and a better post-treatment T/C ratio in CrM-HMBG compared with PLG, CrMG, and
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HMBG after 10 weeks of supplementation. Moreover, the combination of CrM plus HMB presented a
synergistic effect on testosterone and T/C and an antagonistic effect on cortisol compared with the sum
of individual or isolated supplementation (CrM + HMB). However, the results did not display any
differences in EIMD markers (AST, CK, and LDH) among the different supplemented groups.

Maximum performance requires an adequate balance between training loads and recovery that
allows improving muscle recovery and avoiding fatigue [58]. To control this balance in order to
recover and/or avoid fatigue, there are several variables utilized, such as markers of EIMD and
anabolic/catabolic hormones [1,6,17,18]. Although there is an acute increase in EIMD markers after
exercise, especially with an eccentric component [6], the maintenance of high EIMD values long term
could be indicative of an imbalance between load and recovery, which could reflect chronic fatigue or
overtraining [1]. In particular, to better understand this balance, several authors have proposed that
anabolic/catabolic hormone status is changed after exercise due to an acute effect [13]. However, in the
long term, an increase in testosterone level would indicate better endogenous recovery [59], and an
increase in cortisol would indicate increased stress and/or fatigue [10]. Therefore, some authors have
indicated that the T/C ratio is an objective indicator of the fatigue status of an athlete [15]. Thus, a
decrease in this ratio in the long term would indicate greater stress, while an increase would indicate
better recovery [14].

In order to recover faster and delay or avoid fatigue, some supplements have been proposed, such
as CrM or HMB [19,20]. Given that CrM increases muscle creatine stores, the creatine-phosphocreatine
Cr-PCr shuttle is positively affected. One of the main roles of the Cr-PCr system is the cellular energy
transport system (the Cr-PCr shuttle). This shuttle presents a higher energy availability during exercise
through free Cr speeding up PCr resynthesis in the mitochondria. In the mitochondria outer membrane,
Cr reacts with the mitochondrial isoenzyme of creatine kinase (mi-CK) using adenosine triphosphate
(ATP) and turning it in adenosine diphosphate (ADP). The ADP is resynthesized into ATP inside the
mitochondrial inner membrane/matrix space after reacting with ATP synthase (consuming protons
(H™)). Therefore, the ATP is reused again in the mi-CK and Cr reaction, restarting the shuttle [60]. On
the other hand, HMB can augment mitochondrial biogenesis by an increase in the gene expression of
peroxisome proliferator-activated receptor (PGC-1«x), which contributes to better oxidative function
and hence enhances the aerobic capacity [61]. Mitochondrial biogenesis consists of increasing the
quantity and density of muscle cell mitochondria, angiogenesis, and fat oxidation [62]. Therefore, these
adaptations could help save glycogen when same training intensities are performed, making them one
of the most important limiting factors during exercise [63].

Despite the promising results, the effect on EIMD and hormonal status, and the different metabolic
pathways of action of CrM and HMB supplementation, the combination of these supplements has
presented controversial results for EIMD and hormone status [64]. These studies did not find differences
in CK [44-47] and LDH [44,47] levels among supplemented groups. In fact, in the study by Jowko et al.
(20 g/day for the first seven days and 10 g/day for the rest of the days of CrM and 3 g/day of HMB) [46],
CK levels remained elevated following three weeks of CrM/HMBG supplementation, suggesting that
CrM antagonized the CK-lowering effect of HMB. However, the results obtained in this study on EIMD
did not show an antagonistic effect on EIMD markers. Moreover, there were no differences between T1
and T2 in any of the study groups that could indicate an adequate balance between training loads and
recovery [4,20]. These differences could be influenced by blood sampling timing when the objective is
to determine the long-term effect of CrM plus HMB supplementation and insufficient time is provided
to avoid EIMD acute increases post-exercise [45]. Likewise, these differences might be due to the fact
that this type of sport entails short (approximately 20 min) cyclic activity, in contrast to endurance
and team sports (high eccentric activity with heavy weights) [44-47,65] that produce a higher rate of
muscle damage [31,66].

Regarding anabolic/catabolic hormones, to our knowledge, only one study has analyzed the
anabolic/catabolic hormone status when mixed supplements were ingested. Crowe and O’Connor
did not show significant differences in cortisol or testosterone levels after six weeks of CrM plus
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HMB supplementation despite receiving identical supplementation dosages (3 g/day of CrM and
3 g/day of HMB) [45]. In the present study, although a significant increase in cortisol levels was
observed in all study groups between T1 and T2, only a significant increase in testosterone levels
was observed in CrM-HMBG. These changes resulted in a significant decrease of the T/C ratio in
PLG, CrMG, and HMBG, which indicates greater accumulated stress/fatigue [67]. The differences in
testosterone levels could be due to the duration of the intervention (six weeks in Crowe and O’Connor’s
study [45] vs. 10 weeks in the present study), given that testosterone requires long-term intervention
to produce significant changes [11,12]. Moreover, the results presented on testosterone and T/C could
mean better training adaptation/recovery mediated by the combination of CrM and HMB. This result
might have facilitated a better aerobic power in CrM-HMBG during an incremental test (related to
individual lactate threshold) [68]. These results were corroborated by a synergistic effect of combined
supplementation (CrM plus HMB) on testosterone and T/C and an antagonistic effect on cortisol.
However, after reviewing the literature, to the best of our knowledge, the mechanisms by which the
combination of CrM plus HMB increase testosterone and the T/C ratio are unclear; hence, further
investigation is needed.

4.1. Limitations, Strengths, and Future Research

The results of this experimental study should be treated with caution due to the small sample size
in total (n = 28) and in each study group (1 = 7), which is common in elite sports because it is very
difficult to obtain larger samples in this population. However, the methodology of a study is its most
important strength. Given that this study was a double-blind, placebo-controlled trial with nutrition
control, it was able to avoid possible factors that could influence the CrM plus HMB combination effect.
Moreover, as another strength of this study, the diet ingested by the athletes was controlled as well as
the body composition throughout the intervention process, so that these parameters did not influence
the final results.

Future research should analyze the cellular signal/gene mechanism by which both combined
supplements are synergistic on testosterone level. Moreover, it should analyze how this combination
affects the female population or anaerobic sports, given that this study only focused on males and
measured aerobic performance.

4.2. Practical Application

This study could be interesting for nutritionists and physicians who want to provide better
post-training or post-competition recovery for their athletes. Taking into account that 0.04 g/kg/day
of CrM plus 3 g/day of HMB for 10 weeks could improve muscle and endogenous recovery,
supplementation phases could be considered in the training phases in which there is a greater load.

5. Conclusions

In summary, the combination of 3 g/day of CrM plus 0.04 g/kg/day of HMB for 10 weeks showed
an increase in testosterone and T/C compared with placebo or isolated supplementation. Moreover, this
combined supplementation revealed a synergistic effect on testosterone and T/C and an antagonistic
effect on cortisol, which are positive results for athletes” recovery. However, this combination did not
present any differences in EIMD. Therefore, the combined use of these two ergogenic supplements could
promote faster muscle recovery from high-intensity activity but without preventing muscle damage.
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