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1. Resumen

1. Resumen

Variacion biolégica de magnitudes bioquimicas,

hematoldgicas y gasometria en atletas

Introduccion

La Variacion Bioldgica (VB), cuya utilidad es fundamental en la medicina de
laboratorio para la obtencion de resultados representativos del estado de los
pacientes, es un concepto que ha sido ampliamente estudiado y sobre el que se
han publicado resultados para mas de 340 magnitudes. Entre las aplicaciones
de la VB cabe destacar el establecimiento de especificaciones para el
rendimiento analitico (EPA) de los laboratorios clinicos y la interpretacion de
resultados consecutivos de los pacientes mediante la estimacion del valor de

referencia del cambio (VRC).

Pocos autores han considerado el deporte como una situacién de estrés
fisiol6égico sostenida en el tiempo con capacidad para influir sobre la VB de
determinadas magnitudes y las escasas publicaciones existentes en atletas han
sido realizadas en un numero limitado de magnitudes y carecen de la suficiente
calidad metodolégica para poder establecer estimados confiables de VB.
Disponer de los mismos podria ser Gtil para el seguimiento de los atletas tanto
en el ambito sanitario como en el deportivo. Ademas, la VB es un concepto
intimamente relacionado con el pasaporte bioldgico del atleta, que es una
herramienta utilizada para la deteccién del dopaje, pudiendo servir de soporte a
las agencias encargadas de su persecucion en la interpretacién de resultados

seriados de los atletas.

Por tanto, la obtencion de unos estimados robustos de VB en atletas para
magnitudes hematoldgicas, bioquimicas y de gasometria venosa siguiendo las
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1. Resumen

recomendaciones de disefio metodoldgico recientemente publicadas, asi como
el andlisis de la influencia de diferentes variables relacionadas con el ejercicio,
podrian constituir una herramienta fundamental para la correcta atencion
sanitaria de estos individuos y, por otra parte, podria ser de utilidad en el control

del dopaje mediante su aplicacién en el pasaporte bioldgico.

Hipotesis v objetivos

a) Hipotesis:
La influencia de la practica de ejercicio fisico de alta intensidad y mantenido
durante un largo periodo de tiempo sobre magnitudes de bioguimica, hematologia
y gasometria, podria condicionar que sus estimados de Variacion Biol6gica sean

mas amplios que los encontrados en poblacion general.

b) Objetivo principal:
Establecer estimados robustos de VB de magnitudes de la gasometria venosa,
bioquimica y hematologia en atletas.

c) Objetivos secundarios

1. Comparar los estimados de variacion biolégica de magnitudes de
hematologia, bioquimica y la gasometria venosa en atletas con los
publicados en poblacion general.

2. Analizar la influencia de variables relacionadas con el ejercicio fisico,
variables antropométricas y variables relacionadas el estado de
salud sobre la VB de las magnitudes de la gasometria venosa,
bioguimica y hematologia en atletas.

3. Verificar la intercambiabilidad de los intervalos de referencia
bioldgicos derivados de poblacion general de magnitudes de la
gasometria venosa, bioquimica y hematologia con la poblacion de
atletas estudiada.

4. Establecer especificaciones de las prestaciones analiticas para

imprecision, error sistematico y error total de magnitudes de la
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1. Resumen

gasometria venosa, bioquimica y hematologia basadas en VB en
atletas.

5. Calcular el valor de referencia del cambio de magnitudes de la
gasometria venosa, bioquimica y hematologia, para la interpretacion
de resultados seriados en atletas.

6. Verificar si las magnitudes hematolégicas incluidas en el pasaporte
biolégico tienen un indice de individualidad adecuado para el
seguimiento de los atletas.

7. Validar los indices OFF-hr y ABPS utilizados por la AMA para la

deteccion del dopaje, en la poblacion de atletas estudiada.

Sujetos de estudio y métodos

a) Disefio

Se trata de un estudio observacional, prospectivo, longitudinal y unicéntrico en
una cohorte de 30 atletas en los que se realiz6 el seguimiento durante una
temporada deportiva (11 meses). Todos ellos fueron sometidos a una prueba de
esfuerzo incial para verificar su estado de salud y rendimiento deportivo,
realizando una extraccion de sangre y la medicion de variables antropométricas
con periodicidad mensual. Ademas, en cada extraccion, se recogié informacién
detallada relacionada con la actividad fisica realizada, el estado de salud y otras
variables que pudieran influir sobre la VB.

b) Criterios de inclusién

- Hombres y mujeres mayores de 18 afios

- Firmar el consentimiento informado

- No haber sufrido ninguna lesion fisica en las 4 semanas anteriores a la
inclusiéon

- Entrenar de manera regular mas de 13 horas por semana (incluyendo
carrera, ciclismo y / o natacion)

- No mostrar en el examen médico y la prueba de esfuerzo ninguna alteracion
significativa y de acuerdo a los criterios del médico de medicina del deporte

que los realizo.
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1. Resumen

c) Criterios de exclusion

- Diagnostico previo de diabetes mellitus o glucemia basal > 125 mg/dL)

- Enfermedad cardiovascular conocida

- Antecedentes de enfermedad hepéatica o renal cronica (GGT > 150 U/L;
eGFR (CKD-EPI) < 60 mL/min por 1,73 m?)

- Dislipemia (Colesterol total > 250 mg/dL)

- Antecedentes familiares de talasemia y otras hemoglobinopatias

- Resultados de los analisis de sangre que sugieran, bajo los criterios del
equipo investigador, una enfermedad crénica grave (cancer, enfermedad
cardiovascular o neurolégica) o una enfermedad aguda

- Estado de portador conocido para VHB, VHC y VIH

- Hospitalizacion o enfermedad grave en las 4 semanas anteriores

- Haber realizado alguna donacién de sangre en los 3 meses anteriores al
comienzo del estudio

- Embarazo, lactancia o parto en el ultimo afio

d) Criterios de retirada
En cualquier momento los participantes podian decidir de manera voluntaria la
retirada del estudio, asi como la destruccién de las muestras obtenidas y los
datos derivados de estas, atendiendo a las consideraciones éticas indicadas en
el protocolo. Ademas, en los sujetos en los que se evidenciara alguna alteracion
en las analiticas de seguimiento o enfermedad durante el desarrollo del estudio
que a criterio de los investigadores pudiera influir sobre los resultados podrian
ser retirados del estudio. También fue considerado motivo de retirada el donar

sangre durante la duracién del mismo.

e) Criterios éticos
Aprobacion por el Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital Universitario
La Paz (CEIC). Asimismo, todos los pacientes firmaron una hoja de
consentimiento informado. El estudio se ha realizado de acuerdo con las normas

de buena practica clinica
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1. Resumen

f)Recogida de las muestras
Todo el proceso, desde la preparacion de los sujetos, la extraccion de sangre y
el tratamiento y conservacion de las muestras hasta su analisis, se realizo
siguiendo las actuales recomendaciones internacionales para obtener estimados

robustos derivados de un estudio de VB.

g) Andlisis de las muestras de sangre
Se llevo a cabo la determinacion de magnitudes de hematologia, bioquimicas y
gasometria venosa. Todas las determinaciones se realizaron por duplicado
asegurando que el andlisis de las muestras pertenecientes a cada sujeto se
realizara en una misma serie analitica y tras confirmar que los métodos de
medida utilizados en el estudio cumplian con las prestaciones analiticas fijadas

por el laboratorio para el aseguramiento de la calidad (basadas en VB).

h) Poblacion de estudio
En este estudio se seleccionaron un total de 30 atletas, 15 hombres y 15 mujeres
en edad fértil, de forma que se garantizaba un nimero de sujetos, un nimero de
muestras por sujeto y un nimero de replicados que asegurase la suficiente

potencia estadistica en las magnitudes estudiadas.

i) Variables principales
- CVi(estimados de VB intraindividual)
- CVe (estimados de VB interindividual)

j) Disefo del estudio
Se trata de un estudio observacional, prospectivo, longitudinal y unicéntrico en una
cohorte de 30 atletas en los que se realiz6 el seguimiento durante una temporada

deportiva (11 meses), llevado a cabo el siguiente esquema temporal:

Seleccidn de los sujetos participantes (agosto — diciembre 2016)
Se realizé una presentacion oral para exponer el estudio y se difundié la
informacion entre diferentes clubes de triatlon, solicitando voluntarios para la

participacion.
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1. Resumen

Inclusidn en el estudio y primera visita para extracciéon (enero 2017)
Durante la primera visita del estudio se proporcioné a los sujetos un cuestionario
de inclusion para evaluar su estado de salud y se les facilitdé una tabla de datos

de actividad fisica que fue completada de manera diaria.

Antes de la obtencién de las muestras de sangre, se realizé la medicion del peso
y composicion corporal, mediante el analisis de la bio-impedancia por

segmentos, utilizando una bascula Tanita BC-601 Segment (8 electrodos).

Posteriormente, se obtuvieron mediante venopuncidon muestras de sangre
siguiendo unas condiciones pre-analiticas estandarizadas y definidas en el

apartado 4.6.2

A partir de las muestras de sangre obtenidas en esta primera visita, se realizé la
medicién de magnitudes de laboratorio con el propdsito de verificar los criterios
de exclusion. Estas analiticas de control fueron realizadas de manera
cuatrimestral durante el estudio para verificar el buen estado de salud de los
atletas y que se cumplian los criterios de inclusion y no se incumplian los de

retirada.

Prueba de esfuerzo (enero 2017)

Todos los participantes fueron sometidos a una prueba de esfuerzo que se
realizd en un centro especializado (Salud y Deporte Madrid) y se llevaron a cabo
los siguientes procedimientos bajo la supervision de un médico especialista en
medicina del deporte. Se realizd una historia médica y exploracion fisica, medida
de la tension arterial, electrocardiografia en reposo y durante el desarrollo de la

prueba, asi como espirometria y dinamometria.
Los criterios de inclusion fueron verificados posteriormente cuando los

resultados de la primera analitica y el informe de la prueba de esfuerzo

estuvieron disponibles.
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1. Resumen

Visitas con periodicidad mensual (Febrero — Noviembre 2017)

Se realiz6 la obtencién de muestras de sangre con periodicidad mensual a todos
los participantes, siendo la duracion total once meses. Esto permitié cubrir el
intervalo de una temporada deportiva completa, en la cual podemos encontrar
diferentes fases o periodos en las que la intensidad y duracion del ejercicio fisico
realizado puede variar (pre-temporada, fase de carga, entrenamientos de
calidad, competiciones, etc). En cada visita se les proporciond un cuestionario
de seguimiento con datos sobre el estado de salud, medicacion, suplementacion
nutricional, actividad fisica realizada el dia anterior y otras consideraciones.
Ademas, se realiz6 la medicion de la composicion corporal, al igual que en la

visita inicial en cada visita.

k) Ambito del estudio
Los atletas fueron seleccionados a través de diferentes clubes de triatlon de la
Comunidad de Madrid, y participaron de forma voluntaria de acuerdo con los
criterios de inclusién y exclusién anteriormente descritos y tras haber sido

informados del estudio y dado su consentimiento por escrito.

La extraccion de las muestras fue realizada en la Unidad de Extracciones del
Servicio de Analisis Clinicos del Hospital Universitario La Paz, asi como el
analisis inmediato de las muestras de gasometria, que fue realizado en uno de
los gasémetros de la Unidad de POCT. El andlisis del resto de magnitudes se
realiz6 en el Laboratorio Core del Servicio de Analisis Clinicos

I) Metodologia estadistica
Para la realizacion del tratamiento estadistico de los datos se utilizaron las

aplicaciones SPSS statistics®, Analyze-it® y RStudio®.

- Se calcul6 la VB intra e interindividual de los atletas (ANOVA anidado) y se
analizé la influencia de las variables recogidas sobre esta VB (modelo
lineal mixto) utilizando la metodologia estadistica descrita en las

recomendaciones actuales.
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1. Resumen

- Se verifico la intercambiabilidad de los intervalos de referencia bioldgicos
(IRB) de los atletas con los de la poblacion sana y se realiz6 el calculo de
los IRB especificos de la poblacién de atletas para las magnitudes que no

cumplieron los criterios de intercambiabilidad.

- Ademas, se calculé el VRC, las EPA y los indices para la deteccion del

dopaje OFF-hr y ABPS en la poblacion de atletas estudiada.

Resultados

a) Estimacion y comparacion de la Variacion Biologica intra e
interindividual en atletas con los publicados en la bibliografia
Los estimados de VB derivados de atletas fueron iguales o ligeramente
superiores a los publicados en poblacion general para la mayoria de las
magnitudes como en el caso de la gasometria y el hemograma. Sin embargo, en
algunas magnitudes bioquimicas como las enzimas (ALT, AST, GGT, amilasa y
CK), la PCR y la troponina | la VB fue mucho mayor en atletas.

b) Andlisis de la influencia de las variables seleccionadas sobre los
estimados de Variacién Bioldgica
Las variables recogidas mostraron influencia sobre la VB de algunas de las
magnitudes estudiadas, tanto para la VB intra como para la interindividual, sin
embargo, esta influencia no fue suficiente para explicar las diferencias

encontradas entre la VB de los atletas y la poblacion general.

c) Intercambiabilidad de los intervalos de referencia biologicos en
atletas

La intercambiabilidad de los IRB de los atletas con los de la poblacién general

fue verificada para la mayoria de las magnitudes, y en caso de no serlo se

calcularon nuevos IRB para atletas. Destacé el porcentaje encontrado de

resultados de troponina | por encima del p99, tanto en hombres (17%) como en

mujeres (22%).
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1. Resumen

d) Especificaciones de las prestaciones analiticas y valor de referencia
del cambio derivados de la Variacion Biolégica en atletas

Se calcularon las EPA en base a los nuevos estimados de VB, siendo lamayoria

similares 0 mas permisibles incluso que las de la poblacién general. Los

resultados del indice de individualidad sugieren que el VRC podria ser util en la

interpretacion de resultados seriados en atletas e indica las magnitudes que

podrian ser aplicadas en el pasaporte biologico.

e) Verificaciéon de los indices para la deteccion del dopaje OFF-hr y
ABPS en la poblacion de atletas estudiada
De un total de 292 muestras analizadas para el indice OFF-hr, 21 (7,2%),
pertenecientes a 9 atletas (30%), estaban por encima del intervalo definido como
normal (85-95), pero ninguno de ellos estuvo por encima del punto de corte que
considera un resultado como sospechoso de dopaje. En cambio, para el indice
ABPS si se obtuvieron 17 resultados por encima del limite definido como

sospecha de dopaje (5,8%).

Conclusiones

1. Se han establecido estimados robustos de Variacion Biologica para
magnitudes de bioquimica, hematologia y gasometria venosa en atletas con un

disefio metodoldgico acorde con las recientes recomendaciones internacionales.

2. Los estimados de Variacion Biolégica de las magnitudes de la hematologia y
la gasometria venosa y parte de las estudiadas de bioquimica en atletas son
similares o ligeramente superiores a los publicados en la bibliografia en
poblacién general. En cambio, para otras magnitudes bioquimicas se han
observado mayores diferencias con respecto a la poblacién general, como es el
caso de las enzimas (GGT, ALT, AST, fosfatasa alcalina y CK), la PCR y la

troponina .

3. Las variables ejercicio realizado, estado de salud o periodicidad de las

extracciones, no explican las diferencias encontradas entre los atletas y la
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poblacion general. Este hallazgo sugiere que estas diferencias podrian ser
explicadas por la condicion de estrés fisioldgico sostenido en el tiempo al que los

atletas estan sometidos debido a la practica continua de ejercicio.

4. Los intervalos de referencia bioldgicos de la mayoria de las magnitudes
estudiadas bioquimicas, hematoldgicas y de gasometria venosa en atletas son
intercambiables con los de la poblacion general. Los resultados de las
magnitudes cuyos intervalos de referencia bioldgicos no son intercambiables
como la CK, LDH o troponina | deberian ser interpretados con cautela en el

contexto clinico.

5. Los nuevos intervalos de referencia biolégicos derivados de este estudio
podrian ser utilizados para la interpretacion de resultados de atletas, aunque solo
de manera orientativa, ya que seria deseable realizar nuevos estudios con un

mayor numero de sujetos para corroborar estos resultados.

6. Las especificaciones para las prestaciones analiticas derivadas de este
estudio son equivalentes o incluso mas permisivas que las derivadas de la

poblacién general para la mayoria de las magnitudes estudiadas.

7. Las magnitudes con bajo indice de individualidad en atletas como las enzimas
hepéticas, las magnitudes del perfil lipidico, o las pertenecientes a la serie
eritrocitaria del hemograma, en las que se disponga de datos seriados, deberian
ser interpretadas, cuando sea posible, mediante la evolucion de resultados en el
tiempo utilizando el Valor de Referencia del Cambio como alternativa a los

intervalos de referencia bioldgicos.

8. Las magnitudes hematoldgicas de la serie eritrocitaria estudiadas son aptas
para su aplicacion en el médulo hematoldgico del pasaporte biolégico, con la
excepcion del porcentaje y recuento absoluto de reticulocitos. Ademas, Las
magnitudes incluidas en este estudio con un indice de individualidad bajo (< 0,6)

podrian ser adecuadas para su inclusion en el pasaporte biol6gico del atleta,
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siempre y cuando estén involucradas en rutas metabdlicas alteradas por las

sustancias ilicitas que se pretendan detectar.

9. El indice OFF-hr utilizado por la AMA como marcador primario en el despistaje
del dopaje parece no ser adecuado para el seguimiento de los atletas, siendo
discutible su aplicacidn en el pasaporte bioldgico del atleta. De la misma manera,
el indice ABPS podria tener un rendimiento insuficiente para discriminar a los
atletas sospechosos de dopaje debido a su elevada imprecision y falta de

especificidad.
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2. Introduccién

2.1. Concepto de Variacion Bioldgica

2.1.1. Definicion de Variacion Biologica

Para el mantenimiento de la homeostasis o estabilidad del medio interno, el
organismo tiene diferentes procesos fisiolégicos los cuales regulan las
concentraciones de diferentes magnitudes en los compartimentos intra y extra
celulares. Este equilibrio define una variacion aleatoria en la concentracion de
estas magnitudes, y el punto intermedio de esta variacién es lo que conocemos

como punto homeostatico.

La variacion biologica (VB) se define como la variabilidad de la concentracion de
una magnitud biolégica alrededor de su punto homeostatico en un fluido
biolégico. Cuando esta variacion hace referencia a la variabilidad de la
concentracion en un mismo individuo, se denomina variacion biologica
intraindividual (VBI), sin embargo, cuando hablamos de la variabilidad entre los
puntos homeostaticos de distintos individuos, recibe la denominacién de

variacion bioldgica interindividual (VBg) (1).

LaVBiy la VBg, son medidas de dispersion y suelen expresarse como coeficiente
de variacion CV,y CVg, intra e interindividual respectivamente, aunque también

pueden ser expresadas como varianza.

Durante el proceso de interpretacion de resultados seriados de un mismo
individuo es importante conocer el punto homeostatico a partir del cual se
produciran variaciones que podran ser 0 no clinicamente significativas.

Asimismo, se puede estimar el nimero de muestras consecutivas necesarias
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para determinar el punto homeostatico de un individuo, con un porcentaje de
confianza (D) y un coeficiente de variacion analitica (CVa), a partir de la siguiente

formula:

N= (Z - (CVA?+CV/?)¥2 | D)?

o indice de individualidad (Il): El Il es una ratio que nos permite comparar

el CViy el CVa. Se calcula con la siguiente formula:

ll= (CVi2+ CVa2)Y2 | CVe

En las magnitudes que tienen una imprecisiéon muy inferior al CV, estimado, la

ecuacion se puede simplificar de la siguiente manera:

lI=CVi/ CVec

Un bajo Il nos indica que una magnitud tiene una elevada individualidad, es decir,
una estrecha regulacién homeostatica, de forma que la variacién dentro del
mismo individuo es de alguna manera relativamente superior a la que
encontramos en una poblacién o conjunto de individuos. Como por ejemplo
ocurre en el caso de los electrolitos en sangre (sodio y cloro). Variaciones en la
concentracion de estas magnitudes van a tener mayor relevancia a la hora de

interpretar resultados seriados en un mismo individuo.

Por el contrario, un elevado Il ocurre en magnitudes con un reducido grado de
individualidad es decir, magnitudes cuya concentracion tiene una variacion
menor dentro del propio individuo que la que experimenta entre diferentes
individuos. En estas magnitudes podemos esperar una gran diferencia entre
resultados consecutivos de un mismo individuo, como por ejemplo ocurre con los

triglicéridos o el hierro en sangre.
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Este concepto adquiere una especial relevancia a la hora de interpretar los
resultados de los pacientes frente a una poblacién de referencia tal y como se
vera mas adelante

Existen otras formas menos utilizadas de valorar la individualidad, como el indice
de heterogenicidad o Reliability coefficient (R) en la terminologia anglosajona

calculado mediante la siguiente férmula (2):

R = CVs?/ (CVi?2+ CVaZ + CV3?)

2.1.2. Otras fuentes de variaciéon en el laboratorio clinico

Entre las funciones del laboratorio clinico se encuentra la medicion de
magnitudes bioldgicas en diferentes muestras. Los resultados de estas
mediciones seran empleados para la toma de decisiones clinicas, incluyendo el
diagnéstico, prondstico, tratamiento y seguimiento de pacientes con diferentes

patologias.

Esta medicidn o andlisis solo es una parte del proceso global del laboratorio, que
estd compuesto por cinco fases que van desde la fase pre-pre-analitica, la cual
se inicia en el proceso de indicacién o solicitud donde se decide que prueba es
la mas adecuada para el diagnéstico o seguimiento del paciente, pasando por la
fase pre-analitica, analitica y post-analitica, hasta la fase post-post-analitica que

incluye la interpretacion del resultado para la toma de decisiones clinicas.

Cuando se obtiene un resultado en el laboratorio clinico, se pueden distinguir

tres componentes de variacion, que constituyen la variacion total (Vr):

V1 =Vpre + Va + VB

- La variacion pre-analitica (Vere), que es atribuible al proceso de obtencion,
transporte y tratamiento de la muestra

- La variacion analitica (Va), que suele ser expresada como coeficiente de
variacion (CVa), y es inherente al proceso de medicion.
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- La VB, que es producto de fluctuaciones fisiolégicas de las diferentes

magnitudes en el individuo.

2.1.2.1. Fuentes de variacion en la fase pre-analitica

Se producen durante la fase pre-analitica. Existen diversos factores que pueden
influir directamente sobre los resultados y su interpretacion y esta estrechamente
relacionada con la preparacion y las condiciones de los sujetos para la recogida
de las muestras, incluida la extraccion de sangre, la forma de obtencion de la

muestra y el transporte y tratamiento de la misma.

Determinadas variables modulan la variacion que experimentan ciertas
magnitudes, siendo algunas de ellas fisiolégicas y no controlables como el
embarazo, la menopausia, la raza, la pubertad, la senescencia, predisposiciones
genéticas, variaciones estacionales o la altitud, ademas de otras como fiebre,
estrés u obesidad. Existen también otras variaciones no controlables debidas a
una situacion fisiopatolégica que es producida por una enfermedad, traumatismo

o shock.

Por otra parte, podemos describir variaciones que son consecuencia de un factor
externo modificable como la postura, los habitos de vida, la dieta, medicamentos
y plantas medicinales, estado de hidratacion, ciclo circadianos, transfusiones o
el ejercicio fisico (2). Estos factores se pueden y se deben estandarizar para

evitar su influencia sobre los resultados.

Otra parte importante de la fase pre-analitica es el proceso de obtencion y
extraccion de la muestra, donde encontramos diferentes variables como pueden
ser el tiempo de uso del torniquete, el material utilizado para la venopuncion, el
lugar de puncién (arteria o vena) o la cantidad de vacio utilizado para obtener la
sangre, bien generado directamente por los contenedores o por el émbolo de la
jeringa. Por otra parte, el personal que realiza la extraccion también constituye
en si mismo una fuente de variabilidad en el proceso de obtencion de la muestra

sanguinea.
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El tipo de espécimen y la muestra también es un factor muy importante a tener
en cuenta, ya que para diferentes magnitudes obtenemos valores que difieren
en funcion de la matriz analizada. Una misma magnitud puede ser medida en
diferentes tipos de espécimen, es decir, en cualquier material biolégico liquido,
sélido o gaseoso que se envia al laboratorio para su caracterizacién o analisis

(orina, sangre, biopsia de tejidos, liquidos biologicos, etc.).

Asimismo, de cada tipo de espécimen se pueden obtener diferentes tipos de
muestras. Por ejemplo, en el caso de la sangre, para evitar que el proceso de
coagulacion de la sangre se produzca, existen distintos anticoagulantes como el
citrato sadico, la heparina de litio o el acido etilendiaminotetraacético (EDTA). Si
una muestra de sangre es centrifugada y separada de las células previamente a
su centrifugacion, el sobrenadante que se obtiene es el plasma. Si por el
contrario no se ha afiadido ningun anticoagulante a la muestra y la centrifugacion
se realiza después de la retraccion o consolidacion del codgulo hemostatico, el
sobrenadante que se obtiene es suero. En ocasiones, el andlisis se realiza
directamente a partir de una muestra de sangre que contiene el plasma y todos
los elementos formes, mezclada con diferentes anticoagulantes para evitar su

coagulacion.

En resumen, en funcién del proceso de tratamiento de los diferentes tipos de
especimenes, obtenemos diferentes muestras en cuyas matrices los resultados

para ciertas magnitudes pueden diferir.

Para la realizacion del tratamiento, analisis y almacenamiento de las muestras,
estas deben ser transportadas al laboratorio y durante estos procesos también
podemos encontrar fuentes de variacion. Entre ellas, el tiempo y la temperatura
hasta su analisis o centrifugacion es un factor muy relevante a tener en cuenta
ya que influye directamente en la estabilidad de las magnitudes en las diferentes
matrices; estas dos variables también deben tenerse en cuenta a la hora de
almacenar las muestras en caso de que su analisis no se pueda realizar de forma

inmediata. Otras posibles variables, son la velocidad de centrifugacion, la luz, si
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las muestras estan debidamente selladas para evitar pérdidas por evaporacion,
el material de los contenedores, etc (3).

Todas estas variables pre-analiticas descritas, pueden impactar directamente
sobre los resultados que se van a obtener, sin embargo, es muy complicado
estimar su valor, por ello el laboratorio debe asegurar que sus procesos pre-
analiticos (preparacion de los sujetos, recogida, tratamiento y almacenamiento
de las muestras, persona que realiza la extraccion, etc.) estan debidamente
estandarizados de manera que minimicemos estas fuentes de variacion y asi
tengan el menor impacto posible sobre los resultados y la toma de decisiones
clinicas (4). Si asi lo hiciéramos, podriamos considerar esta fuente de

variabilidad como despreciable en la formula de la variacion total:
V1= VBE + Va + BV,

2.1.2.2. Fuentes de variaciéon en la fase analitica. El error

analitico

La fase que sigue a la pre-analitica, es la fase analitica. En ella concurren
diferentes fuentes de variacion que van a condicionar también los resultados.
Entre ellas podemos encontrar las interferencias debidas a componentes que se
encuentran en la propia muestra u otros componentes externos. Ambos pueden
interferir con la magnitud que queremos medir, bien con nuestros sistemas de
medicion o bien directamente, a través de diferentes fendbmenos. La medicion de
algunos de estos interferentes de naturaleza enddgena esta actualmente
automatizada en muchos sistemas de medida debido a que se presentan con
elevada frecuencia, como son el indice de hemolisis, ictericia y turbidez (lipemia).
Otros ejemplos, son la presencia de anticuerpos heterofilos que producen
reacciones inespecificas, las macroenzimas o, dentro de los interferentes
exdgenos, podemos encontrar la presencia de contrastes para pruebas

diagnosticas de imagen entre otros.
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La fuente de variacién analitica por antonomasia en el laboratorio clinico, es el
error analitico que esta implicito en todos los sistemas de medida en mayor o

menor grado.

Caracteristicas de los sistemas de medicidon

El porcentaje o grado de incumplimiento de las distintas caracteristicas de los
sistemas de medida representa un indicador del error analitico, que facilita a los

laboratorios la monitorizacion de este error (2). Estas caracteristicas basicas son:

e Precision definida como la concordancia entre resultados en
observaciones repetidas en unas condiciones establecidas. Su indicador es la
imprecision y se expresa en porcentaje (CVa). Como se ha comentado
anteriormente, es una de las variaciones incluidas en la Vt y que influyen

directamente sobre la medicion de las magnitudes

e Veracidad o concordancia entre el valor medio de una serie de medidas y
un valor de referencia. Su indicador, expresado en porcentaje es el error

sistematico (ES)

¢ Exactitud entendida como la concordancia entre el resultado de una Unica
medida y el valor de referencia. Su indicador sera el error total (ET), expresado

también como porcentaje

Para el calculo de estas caracteristicas que van a definir las prestaciones
analiticas del laboratorio, el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
propone diferentes guias: Evaluacion de la imprecision analitica de los métodos
cuantitativos - CLSI EP05-A2 (5), Verificacion de la veracidad de los métodos
analiticos (Error sistematico) - CLSI EP15-A2 (6) y Estimacién del error total de
los métodos del laboratorio clinico - CLSI EP21-A (7).
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Control de calidad interno

El laboratorio es el responsable de asegurar la calidad de sus resultados

mediante la monitorizacion periddica de estos indicadores para verificar que sus

resultados son adecuados para la toma de decisiones clinicas.

Para ello, se utilizan diferentes herramientas como son el control de calidad
interno, a través del cual, el laboratorio monitoriza a diario y en tiempo real sus
prestaciones, permitiéndole reaccionar de manera inmediata ante determinadas
desviaciones. Para ello es muy util el uso de representaciones graficas como las
graficas de Levey-Jennings (figura 1), en la cual se presentan los resultados del

control de calidad interno a lo largo del tiempo y podemos establecer unos limites

basados en unas especificaciones de calidad concretas.
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Figura 1. Gréafico de Levey-Jennings en el que se muestran los resultados del

control de calidad para el colesterol total (concentracion, mg/dL) a lo largo del

tiempo (semanas).
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En este tipo de grafica se pueden observar diferentes tendencias y
comportamientos que nos facilitardn la deteccion tanto de errores aleatorios

como sistematicos en nuestros sistemas de medida.

El material utilizado para este proceso suele estar compuesto por una matriz que
puede ser no humana y contiene conservantes, ya que por practicidad va a ser
conservado durante dias y analizado de manera continua. Este hecho debe ser
tenido en cuenta ya que la matriz con la que estamos realizando el control interno
no seria la misma que la de las muestras de los pacientes que se estan
analizando, pudiendo ser no conmutable y por tanto no representativa de los

resultados obtenidos en las muestras de los pacientes.

Programas de asequramiento de la calidad externos

Por otro lado, el control de calidad externo, permite a los laboratorios clinicos
poder compararse con otros centros y asegurar que su error analitico cumple
con los criterios aceptabilidad que se haya fijjado previamente, o bien con
aquellos derivados de agencias o0 sociedades externas, asegurando asi una
mayor calidad de sus resultados. Existen diferentes programas de garantia
externa de la calidad, tanto nacionales como internacionales. Ademas, algunos
de ellos suministran material con matriz humana y valores asignados mediante
métodos de referencia, aportando una clara ventaja ya que los resultados seran

entonces representativos de lo que sucede con las muestras que se analizan.

Para llevar a cabo la monitorizacion de las prestaciones analiticas de los
laboratorios, los organizadores de los programas externos, asi como las
agencias reguladoras utilizan criterios de diferente naturaleza para definir unos

limites, que seran posteriormente desarrolladas en el apartado 2.3.1

Agencias requladoras

El laboratorio puede demostrar que la gestion de sus procesos sigue unos

estandares. La agencia espafiola de normalizacion es el 6rgano espafiol

33



2. Introduccion

encargado de participar en los comités internacionales International Organization
for Standardization (ISO) para la elaboraciéon de normas de la serie 9001 y

normas especificas para los laboratorios clinicos (ISO 15189).

En los laboratorios clinicos, un paso méas alla de la certificacién de que su
sistema de gestion de la calidad sigue los estdndares internacionales (ISO 9001),
es demostrar que cumplen con unos requerimientos de calidad que se ajustan a
unas normas especificas y asi evidenciar su competencia técnica, siguiendo la
norma ISO 15189. La Entidad Nacional de Acreditacion (ENAC) es la encargada
de la acreditacion de los laboratorios en nuestro pais. Una vez acreditados, los
laboratorios deben demostrar de manera periédica que sus procesos de gestion
y de aseguramiento de la calidad contindan siendo adecuados a través de
posteriores auditorias. Un ejemplo de la importancia de la acreditacién de los
laboratorios clinicos es el caso de Francia, donde actualmente es obligatorio que
los laboratorios estén acreditados bajo la norma ISO 15189 para poder informar

resultados.

Por otra parte, existen agencias reguladoras en algunos paises europeos como
la Richtlinien der Bundesarztekammer (Rilibak) en Alemania y en otros paises
americanos como la Clinical Laboratory Improvement Amendments (CLIA) en
Estado Unidos que obligan al cumplimiento de determinadas especificaciones de
la calidad.

Por otra parte, en el ambito de los laboratorios que analizan muestras para la
deteccion del dopaje, es la agencia mundial anti-dopaje (AMA) o Word Anti-
doping Agency (WADA) el érgano que acredita a estos laboratorios, afiadiendo
criterios especificos a los ya establecidos en la norma ISO 17025 para los
laboratorios de ensayo. Este tipo de agencias, necesitan herramientas para
demostrar que la calidad de los resultados que los laboratorios auditados
informan, cumple con unos requerimientos de calidad adecuados. Para este
propdésito concreto son necesarias especificaciones de la calidad apropiadas,

basadas en criterios especificos.
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2.2. Aplicaciones de la Variacion Bioldgica en el laboratorio

clinico

2.2.1. Especificaciones de las prestaciones analiticas

Las especificaciones de las prestaciones analiticas (EPA) son una herramienta
que el laboratorio clinico utiliza para definir unos limites a las prestaciones
analiticas de sus métodos para considerar que el error analitico esta bajo control
y que por tanto no va a tener una repercusion sobre la toma de decisiones

clinicas.

En el caso del error analitico y sus indicadores, las especificaciones nos van a
permitir establecer unos limites de cumplimiento, a partir de los cuales, los
resultados obtenidos serian considerados no adecuados para ser informados, ya
gue podrian llevar a interpretaciones erroneas de la situacion fisiolégica del

paciente.

Por tanto, las EPA van a ayudar al laboratorio a asegurar que los resultados
informados al clinico tienen suficiente calidad, evitando errores en la actuacion
clinica que podrian tener una consecuencia directa sobre la seguridad del

paciente.

2.2.1.1. Calculo de las Especificaciones de las Prestaciones

Analiticas

Las especificaciones de las prestaciones analiticas fueron establecidas
internacionalmente y jerarquizadas por primera vez en 1999 a raiz de la reunion
que culminé en el denominado consenso de Estocolmo. Mas tarde, en la 12
Conferencia Estratégica de la European Federation of Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine (EFLM) se genero6 el llamado consenso de Milan en el que
se establecen tres modelos (ver punto 2.3.2); el modelo 1 basado en estudios

gue evallan el impacto de las prestaciones analiticas sobre la toma de
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decisiones clinicas en una situacion clinica concreta, el modelo 2 se basa en
especificaciones derivadas de la VB y el modelo 3 basado en el “estado del arte”
de la tecnologia. Dado que del modelo 1 existen escasos estudios y son dificiles
de realizar, a pesar de representar el modelo ideal, se asume que el modelo 2,
que va dirigido a la utilidad clinica de los resultados, es el que permite una mayor
utilizacion y por tanto es el mas generalizado, . Este modelo pretende minimizar

el “ruido” aportado por el error analitico frente a la sefal bioldgica.

Los estimados de la VB definen la variacion esperable de una determinada
magnitud en un individuo concreto (CV)) o entre diferentes individuos (CVa) sin
gue existan cambios en su estado de salud. Para asegurar que el error analitico
de los diferentes sistemas de medida es inferior a estas variaciones se definen

unas EPA basados en estos estimados.

La definicion de las EPA para el error aleatorio o imprecision analitica utiliza el
estimado de CV de tal manera que, cuando se produzca una variacion en los
resultados consecutivos de un mismo individuo, se podra asegurar que no es
consecuencia de la variacién analitica de los sistemas de medida, sino de la

propia variacion fisiolégica en el individuo.

En el caso del célculo de las EPA para el sesgo o error sistemético, se tienen en

cuenta tanto el CV| como el CVa.

A continuacién, se describen las ecuaciones para el calculo de las
especificaciones para la imprecision analitica (CVa) y el error sisteméatico (ES)
(8):

- EPA (CVa)=K: (CV))

- EPA (ES)=K: (CVi2+ CVg?)%®

El valor de K define tres categorias de mas a menos estrictas como Optima
(0,25), deseable (0,5) o minima (0,75). El laboratorio debera definir en funcion
de su criterio que categoria es la mas adecuada para el rendimiento de sus

sistemas de medida y el impacto que este tiene sobre los pacientes.
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En el calculo de las EPA para el error total (ET) tradicionalmente se ha utilizado
una formula que combina el CVe y el ESk.

- EPA (ET)= K- (CV#2 + CVG?)Y2 + 1.65 - (0,5CV))

Esta ecuacion, aun siendo practica para el uso diario, no es del todo correcta ya
gue solo se cumple cuando uno de los dos componentes, CVa 0 ES, es igual a
0. En la actualidad se aboga por el calculo y seguimiento de forma independiente
de ambos indicadores (CVa y el ES), es decir, no se propone ninguna ecuacion
que combine la CVa y el ES, y el planteamiento es realizar el célculo de la
incertidumbre de medida, incluyendo la correccion de un posible ES si el
laboratorio lo detecta. Algunos autores sin embargo, consideran esta alternativa
un handicap para el aseguramiento de la calidad diario en un laboratorio clinico
ya que el error analitico de los resultados que se reportan a diario lleva implicito

ambos tipos de error. (9)

2.2.1.2. Aplicaciones de las Especificaciones de |las
Prestaciones Analiticas en el laboratorio clinico.

Existen distintas posibles aplicaciones de las especificaciones de calidad en el

laboratorio. A continuacion, se enumeran las mas importantes:

- Desarrollo y validacién de métodos por parte de la industria de diagndstico

in vitro.

- Evaluacién de métodos analiticos e instrumentos para la verificacion por
parte del laboratorio de que la metodologia cumple con los requerimientos
para su aplicacion en la practica clinica y asi, poner de manifiesto aquellos
procedimientos que, por sus prestaciones analiticas, no son adecuados

para el diagndstico clinico y se requiere su mejora.

- Establecimiento de procedimientos para el aseguramiento interno de la

calidad en el laboratorio.
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- Definicion de la prestacion apropiada para las diferentes metodologias en
los programas de garantia externa de la calidad, asi como para los

organismos reguladores y las sociedades cientificas.

- Establecimiento de reglas de autovalidacion en el laboratorio (delta-
check).

- Definicion de las prestaciones adecuadas en el proceso global del
laboratorio, tanto analitico (control interno) como pre-analitico. Por
ejemplo; méaxima deriva debido a inestabilidad, interferencia o deterioro

de las muestras.

2.2.2. Valor de Referencia del Cambio

Habitualmente en el laboratorio la interpretacion de los resultados se hace en
base a intervalos de referencia biolégicos (IRB) también conocidos como
intervalos de referencia poblacionales, definidos para una poblacion de
referencia constituida por individuos sanos. La aplicacion de los IRB tiene ciertas
limitaciones, ya que los resultados seriados de un mismo individuo no tienen por
qgué abarcar el intervalo descrito para la poblacién de referencia, especialmente

en magnitudes con una regulacion homeostéatica muy estrecha.

Para evaluar la utilidad de los IRB podemos utilizar el Il definido en el apartado
2.1.1. Cuando este es inferior a 0,6, la magnitud presenta una baja individualidad
por lo que los IRB seran de poca utilidad y se recomienda la comparacion con

resultados previos del paciente en caso de estar disponibles.

Mas de la mitad de las magnitudes estudiadas para VB tienen un Il inferior o
préximo a 0,6. Esto pone de manifiesto la necesidad de desarrollar métodos que
permitan evaluar el significado de los cambios entre resultados seriados de un

mismo individuo (10).
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Para la monitorizacién de los resultados consecutivos de laboratorio en el
seguimiento de los pacientes, algunas guias dan indicaciones basadas en
ensayos clinicos (11), sin embargo estas variaciones no siempre estan descritas

y no hay recomendaciones concretas o carecen de la suficiente calidad.

Una herramienta disponible en la actualidad para este propésito es el Valor de
Referencia del Cambio (VRC) o Reference Change Value en la literatura
anglosajona, que define un rango a partir del cual la diferencia entre dos
resultados consecutivos para una determinada magnitud podria considerarse

como un cambio biolégicamente significativo (12).

El VRC tiene un gran potencial para la interpretacién de resultados seriados de
un individuo, ya que tiene en cuenta el error analitico debido a la imprecision del
sistema de medida y la propia variacion intraindividual, es decir, un resultado
fuera del VRC indicaria al clinico que la diferencia entre los resultados se debe

con una alta probabilidad (95 0 99%) a un cambio en la situacién del paciente.

2.2.2.1. Calculo del Valor de Referencia del Cambio

Cuando el VRC se calcula asumiendo una distribucion gaussiana o normal de

los datos, esta definido por la siguiente formula:

VCR =2Y2. 7 . (*CVaZ + CV}?) 12

* CVa: Cada laboratorio debera introducir la imprecision de sus sistemas de
medida obtenida a partir de la monitorizacién del control de calidad interno al
nivel de concentracion para el que se esta realizando el calculo del VRC.

En la practica, la VB de muchas magnitudes no se distribuye de manera normal
y deberemos hacer el calculo del VRC utilizando para ello el logaritmo neperiano
de los estimados para, de esta manera, obtener unos rangos con extremos

asimétricos (13). En la actualidad se recomienda realizar el célculo del VRC
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mediante el método logaritmico independientemente del tipo de distribucién de

los datos.

Un error muy comun por parte de algunos laboratorios es asumir los VRC
informados en determinados estudios como propios asumiendo que el CVa es
un valor invariable. Como hemos comentado anteriormente es necesario incluir
el CVa propio de cada laboratorio y recalcular el VRC, ya que para algunas
magnitudes existe una gran variabilidad de la imprecision analitica inter-
laboratorios, especialmente cuando la metodologia es diferente. Por tanto, cada
laboratorio debe calcular sus propios VRC y no asumir los publicados por otros

autores.

2.2.2.2. Aplicaciones del Valor de Referencia del Cambio

La aplicacion principal del VRC es la interpretacion de resultados seriados en un
mismo individuo. Esta circunstancia puede aplicar en el seguimiento de
pacientes con patologias cronicas o agudas, como por ejemplo, la interpretacion
de resultados seriados de troponina cardiaca para el diagndstico de isquemia
miocardica, monitorizacion de la respuesta metabdlica en pacientes diabéticos,
seguimiento de neoplasias o de enfermos con patologia renal cronica. Para ello
algunos laboratorios en la actualidad ya incluyen en sus informes el VRC para

que el clinico pueda interpretar los resultados seriados de un paciente.

Otra aplicacion del VRC es su uso como Delta - Check (DC). El DC es una
herramienta que permite a los laboratorios filtrar los resultados que quieren
examinar con mayor detenimiento, cuando la diferencia entre resultados
consecutivos supera unos criterios previamente fijados. En este contexto el VRC
puede ayudar al laboratorio a fijar unos criterios que detecten cambios en el

paciente que exceden los explicables por el error analitico y la VB.
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Limitaciones del Valor de Referencia del Cambio

Dos de los mayores handicaps del VRC son el desconocimiento de su
aplicabilidad por la mayoria de los clinicos y que muchos de los sistemas

informaticos de laboratorio no estan adaptados para su implantacion.

Por otra parte, el tiempo de muestreo utilizado en los diferentes estudios para la
estimacion de la VB no siempre se corresponde con el de la practica diaria en el
seguimiento de los pacientes o los recomendados por las guias de practica
clinica correspondientes. Ademas el CVa, incluido en la férmula para el calculo
del VCR, varia en funcion del laboratorio en el que se realice la determinacion,
por lo que no es un concepto facilmente estandarizable y depende directamente

del rendimiento analitico.

Por ultimo, podrian existir diferencias entre la VB de individuos sanos y pacientes
en ciertas patologias. Por ello, son necesarios estudios de VB especificos para

cada patologia concreta y asi poder aplicar el VRC en estos pacientes.

2.3. Antecedentes historicos de la Variacion Biologica

2.3.1. Conferenciainternacional del consenso de Estocolmo

La relevancia de la VB es reconocida a nivel internacional en el campo de la
medicina de laboratorio, ya que ayuda al aseguramiento de la calidad y
contribuye a obtener resultados que sean representativos del estado del paciente

para poder realizar un diagnostico, seguimiento o tratamiento adecuado.

Tras la conferencia internacional que culmind en el consenso de Estocolmo en
el aio 1999, promovida por la International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC), la International Federation of Clinical Chemistry (IFCC) y la

Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se establecié un modelo jerarquico
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para el establecimiento de las especificaciones de las prestaciones analiticas
(EPA), entre los cuales se encontraba la VB, reconociendo asi su importancia

para el establecimiento de estas EPA en el laboratorio clinico (14).

La jerarquia establecida estaba compuesta por cinco niveles:

e En el primero de ellos se agruparian las EPA derivadas de estudios que
evallan el efecto de la prestacion analitica en situaciones clinicas

concretas.

e Elsegundo nivel es similar al primero, pero se basa en decisiones clinicas

generales, y es aqui donde se incluyen los estudios de VB.

e La tercera y cuarta categorias se refieren a las EPA recomendadas por
sociedades cientificas y grupos de expertos (categoria 3) y organismos

reguladores y programas externos de la calidad (EQA) (categoria 4).

El quinto y ultimo nivel, incluye las EPA derivadas del estado del arte.

En ese mismo afio 1999, la Comision de Calidad Analitica (CCA) de la Sociedad
Espafiola de Medicina de Laboratorio (SEQCM!) inici6 la elaboracién de una base
de datos en la que se incluyeron estimados de VB derivados de estudios
experimentales y publicados en fuentes indexadas y sus correspondientes EPA

para mas de 300 magnitudes (15).

La base de datos fue publicada, en ese mismo afio por la SECQM- (16) y en la
pagina web de Westgard (17), teniendo una importante difusion internacional ya

gue representaba la primera base de datos que compilaba estudios de VB.

Esta base de datos se fue actualizando cada dos afos siguiendo unos
determinados criterios (18), hasta su Ultima actualizacion en 2014. Dado el
extenso uso de la VB debido a su multiple aplicabilidad, existe gran interés en la

comunidad cientifica, no solo sobre el concepto de VB en si mismo, sino también
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sobre la transferibilidad de sus datos, al ser considerados estos como datos de
referencia. Diferentes investigadores han profundizado en este tema tanto a nivel
nacional como internacional y como se vera mas adelante, a principio de esta
década, surgieron algunos estudios que presentaban algunas debilidades de los
datos de VB presentes en la actual base de datos y esto reforz6 aun mas el

interés sobre el tema.

2.3.2. Conferenciainternacional de Milan

En 2014, la EFLM organiz6 en Mildn la 12 conferencia estratégica sobre
especificaciones de la calidad para el proceso global del laboratorio, es decir en
todas sus fases anteriormente citadas. En esta conferencia se reviso el modelo
jerarquico de Estocolmo y se simplific6 en una estrategia basada en tres
modelos, con una estructura no necesariamente jerarquica. A cada mensurando
se le aplicaria un modelo u otro en funcion de la necesidad, es decir, el
laboratorio tiene la libertad de elegir el modelo que mas se adecue al uso que se

le vaya a dar a una magnitud en un contexto clinico concreto (19).

La implantacion de estos tres modelos supuso un gran cambio en la forma de
establecer las especificaciones por parte de los laboratorios en su proceso global

del laboratorio

Modelo 1

Basado en el efecto de las prestaciones analiticas sobre los resultados clinicos.

- la. Estudios directos del impacto — evaluando las repercusiones de las
prestaciones analiticas del test sobre los resultados clinicos

- 1b. Estudios indirectos del impacto - evaluando la repercusién de las
prestaciones analiticas del test sobre las decisiones o clasificaciones
clinicas y, por tanto, sobre las probables consecuencias para el paciente.
Esto puede realizarse, por ejemplo, a través de estudios de simulacioén o

de analisis de decisién
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La principal desventaja de este modelo, que a priori es el ideal, es que solo es
atil en aquellas situaciones donde se haya podido establecer una relacién directa
y fuerte entre la prueba de laboratorio, la toma de decisiones y los resultados en

una situacion clinica concreta.

Por otra parte, las especificaciones analiticas derivadas de estos estudios, ya
sean directos o indirectos, a menudo estaran influenciadas por la calidad de la
medida en el momento del estudio y, ademas, los resultados pueden variar
segun la metodologia analitica utilizada, la poblacion investigada y las

caracteristicas de la atencién sanitaria (20).

Modelo 2

Est& basado en los componentes de la VB de las magnitudes. Intenta minimizar
la relacion entre el "ruido analitico" y la sefial biolégica. Su gran ventaja es que
se puede aplicar a la mayoria de las magnitudes para las cuales es posible
estimar datos de VB especificos para individuos o la poblacién, es decir, este
modelo es de alguna manera, mas practicable por parte de los laboratorios que
tienen diferentes tipos de poblacién con distintas caracteristicas. Ademas, los
estimados de CVi pueden ser utilizados para la monitorizaciéon de resultados

seriados.

Existen algunas limitaciones a este modelo, incluyendo la necesidad de evaluar
cuidadosamente la relevancia y la validez de los datos de VB, como por ejemplo,
gue éstos hayan sido obtenidos a partir de sujetos en situacion estable, que los
intervalos de tiempo de muestreo fuesen apropiados, o que se hayan valorado
los posibles efectos de enfermedades coincidentes o las diferentes

concentraciones de la magnitud.

Modelo 3

Basado en el estado del arte. Este modelo se relaciona con el nivel mas alto de
prestacion analitica que es posible alcanzar con la tecnologia actual. Podria
definirse como el nivel de prestacion analitica alcanzada por un determinado

porcentaje de laboratorios. Si los mejores laboratorios sélo pueden obtener un
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cierto nivel de calidad analitica, y se necesita alcanzar un mayor grado (segun
modelos 1 0 2), entonces serén necesarias mejoras en la tecnologia. Si, por el
contrario, la mayoria de los laboratorios son capaces de conseguir un cierto nivel
de calidad, aquellos que no lo alcancen, podrian necesitar un cambio de su

metodologia de trabajo.

La ventaja de este modelo es que los datos de prestaciones analiticas basadas
en el estado del arte son realmente alcanzables. La desventaja es que no hay
relacion entre lo que es técnicamente alcanzable y lo necesario para minimizar
la relacion entre el "ruido analitico" y la sefial bioldgica; tampoco se relaciona con

lo que se necesita para obtener una mejora en los resultados clinicos.

Con el animo de desarrollar en mayor profundidad la aplicabilidad de estos tres
modelos, a partir de esta conferencia, nacieron 5 grupos de trabajo o Task Force
Groups con diferentes finalidades y en un principio por un periodo de duracion

de dos afios (21).

2.3.3. Grupos detrabajo internacionales de Variacion Bioldgica

Desde la EFLM, en el seno de su comité cientifico y con diferentes objetivos,
surgio la iniciativa de crear un grupo de trabajo especifico sobre VB. Este grupo
se denominé EFLM Working Group on Biological Variation (WG-BV).

Working Group on Biological Variation (EFLM)

Entre los objetivos de este grupo, esta asegurar la robustez y validez de los datos
existentes de VB debido a que su aplicacion tiene una gran importancia en el

mundo de la medicina de laboratorio.

Tras demostrar algunas limitaciones metodoldgicas de muchos estudios de BV
incluidos en la base de datos de Ricos y colaboradores (metodologia anticuada,
inapropiado tiempo de muestreo, reducido nimero de muestras, incorrecto

tratamiento estadistico de los datos, etc.), el WG-BV inici un proyecto
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internacional y multicéntrico en 2014 llamado European Biological Variation
Study (EuBIVAS). El objetivo de este estudio era obtener datos de VB,
basandose en un disefio experimental que aseguraba la obtencion de estimados

robustos y representativos de la poblacion europea (22).

El EuBIVAS realizé de manera simultdnea la recogida de muestras de individuos
sanos en siete centros europeos de Italia, Noruega, Turquia, Holanda y Espafa.
Tuve la oportunidad de participar en el disefio y la ejecucién del protocolo para
la recogida de muestras de este estudio debido a que el Hospital Universitario
de la Paz fue el centro del estudio que represent6 a Espafa. Para la recogida de
muestras se establecieron indicaciones y se estandarizaron todos los procesos
de la fase pre-analitica (criterios de inclusion, preparacion de los participantes,
proceso y material de extraccion y tratamiento de las muestras en las mismas
condiciones). Las muestras fueron alicuotadas y congeladas a -80°C en cada
centro, para posteriormente ser enviadas a uno de los laboratorios participantes,
que seria el encargado de realizar el analisis en las condiciones 6ptimas (las
muestras se analizaron por duplicado en una misma serie analitica, utilizando
metodologia trazable a método de referencia) y posterior tratamiento de los datos
(tratamiento estadistico segun las recomendaciones), para asi obtener

estimados de VB veraces y robustos.

De este estudio, ya se ha realizado diversas publicaciones con los resultados de
los estimados para la BV de enzimas (23), creatinina (24), electrolitos, lipidos y
otros sustratos (25), asi como algunos marcadores tumorales (26,27) y proteinas
especificas (28). Para algunas de las magnitudes publicadas los estimados
obtenidos en este estudio fueron menores que los publicados hasta el momento
en la bibliografia, haciendo que las EPA derivadas fueran mas estrictas y
suponiendo un cambio importante en la adecuacion del rendimiento analitico de
la metodologia de los laboratorios. En la actualidad el grupo se encuentra
elaborando otros trabajos que incluyen los estimados de BV de un gran niumero

de magnitudes.
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Task Force Group on Biological Variation Database (EFLM)

Por otra parte, entre los 5 grupos que surgieron en el congreso de Milan, dos de
ellos se convirtieron en grupos de ayuda indefinidos, dada la importancia del
trabajo que estaban desarrollando. Uno de ellos dirigido al establecimiento y
desarrollo de estudios que generen datos destinados al primer modelo, es decir
al impacto clinico en situaciones clinicas concretas y el otro grupo, en el que
participo como miembro activo desde el afio 2014, es el Task Group on Biological
Variation Database (TG-BVDB), que es el encargado, no solo del desarrollo de
una nueva base de datos internacional de VB, sino de su mantenimiento y

actualizacion.

Este TG-BVDB surge para abordar las limitaciones evidenciadas de la base de
datos creada por la Comisién de Calidad Analitica de la SEQCM- como la falta
de ponderacién de los diferentes estudios en funcién de su calidad metodoldgica
para la obtencién de un valor medio (ausencia de metaanalisis), asi como una
herramienta de lectura critica adecuada para poder valorar las caracteristicas

metodoldgicas de estos estudios.

El TG-BVDB ha desarrollado y aplicado un sistema de revision critica llamado
The Biological Variation Data Critical Appraisal Checklist (BIVAC) (29) que
asegura que la calidad de las publicaciones seleccionadas para el metaanalisis
cumple con unos criterios minimos que aseguran la robustez de los estimados
de VB derivados de esta revision. Esta revision, evalta un total de 14 puntos

clave:

Escala del mesurando

Poblacion incluida en el estudio

Muestras incluidas en el estudio

Definicién del mesurando y el método analitico empleado
Procedimientos pre-analiticos

Estimacion de la CVa

N o o b~ wDbdPRE

Estado estacionario de los sujetos incluidos
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8. Métodos para la deteccion de valores aberrantes o outliers

9. Métodos para la verificacion de la distribucion de los datos (normalidad)

10. Métodos para la verificacion de la homogeneidad de varianzas
(Homocedasticidad)

11.Método estadistico empleado para la estimacién del CVa, CViy CVe

12.Célculo de los intervalos de confianza

13. Especificacion de los resultados incluidos en el estudio

14.Especificacion de los valores de concentracion obtenidos

A cada item se le asign6 una calificacién A, B, C o D de mayor a menor calidad
metodoldgica respectivamente. La valoracion final del estudio se correspondia
con la valoracion mas baja obtenida en cualquiera de los puntos. Los estudios

clasificados como D no serian incluidos en la base de datos.

Por otra parte, el TG-BVDB realiz6 una revision bibliografica para asegurar la
inclusion de todos los estudios publicados hasta el momento de VB ademas de
los ya incluidos en la anterior base de datos, a través de una estrategia

estandarizada para la busqueda bibliogréfica.

En la actualidad, existen ya algunas publicaciones por parte de este grupo para
algunas magnitudes relacionadas con la diabetes y el riesgo cardiovascular que
son el resultado de la revision bibliogréfica y el metaandlisis de todos los
estimados extraidos de la bibliografia (30, 31). En estas publicaciones se
presentan resultados que han sido estimados a partir de estudios previamente
ponderados mediante el uso de BIVAC y posteriormente seleccionados en
funcién de la calidad, la edad, el estado de salud y la periodicidad en el muestreo,

asegurando unos estimados robustos y representativos de la poblacion europea.

Los nuevos estimados de VB obtenidos por este grupo a partir de esta revision,
son publicados en una pagina web de la EFLM (32) desarrollada por el propio
grupo. Esta web, activa desde el 23 de mayo de 2019, alberga los estimados de
VB derivados del metaanalisis, asi como las especificaciones de las prestaciones

analiticas derivadas de estos.
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Esta pagina web también albergaré los estimados pertenecientes al resto de
estudios no incluidos en el metaandlisis, comprendiendo diferentes grupos de
edad, patologias y tiempos de muestreo para diferentes magnitudes que seran
de gran utilidad para los laboratorios que trabajen con poblaciones especificas
(embarazadas, ancianos, enfermos renales, diabéticos, oncologicos, etc).
Ademas, es la fuente oficial de consulta para estimados y especificaciones de

calidad basadas en BV y esta accesible desde la web de la EFLM.

2.3.4. Evolucién delametodologiaparael disefio de un estudio

de Variacion Biolbgica

Como se ha comentado en el apartado anterior, los estudios de VB pueden tener
limitaciones en el disefio del estudio que hacen que sus resultados no sean lo

suficientemente robustos.

El TG-BVDB (29), en una revision que abarcaba 847 estudios y subestudios
publicados hasta el momento en 28 magnitudes diferentes, analizé los puntos
clave del disefio en los que con mas frecuencia se encontraron debilidades
metodoldgicas, entre los que se encontraban: el calculo del CVa, la falta de
verificacion de que los sujetos se encontraban en una situacion estable,
realizacion de test estadisticos para identificar los valores aberrantes,
comprobacién de la distribucién de los datos y la homogeneidad de las varianzas,
asi como la utilizacion de métodos estadisticos inapropiados para el calculo de

los estimados.

Estimacion del CVa

Como se ha comentado en el apartado 2.1.2.1, una vez estandarizada la fase
pre-analitica y asumido el descarte de la Vrre, la formula que define la variacion
total se simplifica y despeja para obtener la BV, expresada como coeficiente de

variacion:

VT=CVa+CV,=> CVI=V7-CVa
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Es necesario estimar el CVa de la manera mas precisa posible ya que a partir de
este valor, vamos a calcular el CViy los errores en la estimacién van a tener una

consecuencia directa sobre el calculo de este estimado de VB.

Para la estimacion del CVa se han desarrollado diferentes modelos. Uno de los
modelos realiza solo una determinacion de cada muestra y para estimar el CVa
se basa en los resultados del control de calidad interno, sin embargo, con este
modelo utilizamos una matriz y una concentracion que puede ser diferente a la

de las muestras que se estan analizando.

Para evitar este problema, el CVa debe ser estimado preferiblemente a partir del
analisis por duplicado de las propias muestras de los sujetos o pacientes que
participan en el estudio y no a partir de los resultados del control de calidad
interno. De esta manera, podremos obtener una estimacion de la imprecision
representativa de la matriz y de las concentraciones con las que estamos
trabajando (33).

Estado estacionario de los participantes

Otro de los puntos clave cuando se realiza un estudio de VB, es asegurar que
los individuos se encuentran en un estado estacionario, es decir, que las
variaciones observadas son aleatorias en torno a su punto homeostéatico y no
consecuencia de algun proceso fisiolégico o patolégico, independiente del

concepto de VB, que haga que aumenten o disminuyan de manera sistematica.

Para asegurar que los sujetos del estudio se encuentran en un estado estable
se recomienda realizar una regresion lineal, de las concentraciones de cada

sujeto participante en el estudio a lo largo del tiempo, en busca de tendencias.
A partir de la ecuacion de la recta de esta regresion y los intervalos de confianza

de los componentes (ordenada en el origen y pendiente), podremos verificar si

hubiera alguna tendencia y si la magnitud de la misma es significativa hasta el
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punto de afectar a la estimacion de la VB. Cuando el intervalo de confianza de la

pendiente incluya el cero, podremos descartar que la tendencia sea significativa.

Test para identificar outliers:

En los estudios de VB es muy importante descartar los valores aberrantes o
outliers, debido a que la presencia de los mismos puede sobreestimar los
estimados, al ser estos valores de dispersion. Existen tres niveles en los que se

pueden producir outliers:

A nivel de los replicados de las muestras, los outliers pueden afectar a la
estimacion del CVa sobreestimando su valor, lo que posteriormente se traduciria
en una infraestimacion del CV.. Por ejemplo, un error aleatorio o de pipeteo en

el analizador cuando se esta procesando una muestra.

A nivel de las muestras de un mismo sujeto, la presencia de valores aberrantes
puede afectar directamente a la estimacion del CV, sobreestimandola. Por
ejemplo, un valor aberrante en una de las muestras de un sujeto en particular
debido a una condicion patoldgica (infeccién viral) en una de las visitas de este

sujeto.

A nivel de las concentraciones medias de los diferentes sujetos, la presencia de
outliers puede sobreestimar el CVe. Si entre la poblacion seleccionada existe un
sujeto con concentraciones anormales de la magnitud a analizar debe ser

descartado.

Hay diferentes test para identificar valores aberrantes entre los duplicados de las
muestras, las muestras de un mismo sujeto y entre diferentes sujetos, tanto para
distribuciones paramétricas como no paramétricas. (Tukey, Reed, Dixon Q,
Grubbs, Chrocrane) (34).
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Test de normalidad y homogeneidad de las varianzas

Para aplicar ciertos modelos estadisticos como el ANOVA o los modelos mixtos,
es necesario verificar la normalidad de la distribucion de los datos, realizando
diferentes transformaciones para adaptar los datos a las distribuciones

requeridas para estos modelos en caso de que sea necesario.

Ademas, estos modelos asumen la condicion de homocedasticidad, es decir, que
las distribuciones o varianzas de los diferentes sujetos son homogéneas. Para
verificar la homocedasticidad existen diferentes test estadisticos (Chrocrane C,

Bartlett, Levene y Brown-Forsythe).

Métodos estadisticos adecuados para el calculo de los estimados

La recomendacion de los expertos para la estimacion de la VB siempre ha sido
la realizacion de un andlisis de la varianza (ANOVA) anidado.

Las dltimas recomendaciones, basadas en simulaciones matematicas, sin
embargo, recomiendan la realizacion de un ANOVA con los coeficientes de
variacion de cada sujeto para estimar el CV, global sin necesidad de
transformaciéon de los datos a una distribucién normal (CV-ANOVA). Por otra
parte, para la estimacion del CVes recomiendan la realizaciéon de un ANOVA con

los datos transformados mediante logaritmo (Ln-ANOVA).

También se recomienda el uso de los modelos de efectos mixtos, estos modelos
pueden ser Utiles en situaciones en las que se sospeche que la VB de
determinadas magnitudes puede estar influida por diferentes variables. En este
modelo estarian presentes por un lado los efectos aleatorios que serian la CVa,
el CVg y el CViy por otro los efectos fijos, que serian las variables que podrian

influir potencialmente sobre la VB, como por ejemplo, la edad y el género.
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2.4. Ejercicio fisico

Se define como actividad fisica a todo movimiento que hace trabajar los
musculos y que requiere mayor energia que el estado de reposo. Por otra parte,
el ejercicio fisico es un tipo de actividad fisica que se realiza de manera reglada
y estructurada a diferentes intensidades.

Esta energia empleada para producir el movimiento durante la practica de
ejercicio puede provenir en mayor o menor grado, de diferentes rutas
metabdlicas (aerdbica o anaerdbica) que utilizan diferentes fuentes energéticas

en funcion de la duracién e intensidad del ejercicio.

En las zonas limitrofes entre los dos tipos de metabolismo, encontramos
diferentes umbrales, que van a definir qué ruta metabdlica mayoritaria se esta
llevando a cabo para la obtencion de la energia empleada en la contraccion

muscular y el mantenimiento de la homeostasis.

Ademas, es importante durante la practica deportiva, especialmente en deportes
de larga distancia, definir la intensidad del ejercicio que se esta llevando a cabo,
tanto para establecer rutinas de entrenamiento regladas, como para poder
aumentar el rendimiento durante una competicién, estimando a que intensidad

maxima se podra sostener un esfuerzo durante un tiempo y distancia definidos.

2.4.1. Tipos de ejercicio fisico

En funcion de la intensidad, el metabolismo utilizado y la musculatura empleada
en el desarrollo de una actividad fisica, podemos decir que existen diferentes

tipos de ejercicio (35, 36):
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2.4.1.1. Ejercicio aer6bico

En este tipo de ejercicio, se produce un mayor consumo de oxigeno y trabajan
en mayor proporcion fibras de tipo | o lentas. Estas fibras tienen un mayor
contenido en mitocondrias y mioglobina, requieren mayor aporte de oxigeno que
las fibras tipo llb y son capaces de contraerse con menor fuerza (media-baja
intensidad) pero durante mayores periodos de tiempo.

En general, los deportes en los cuales se realiza mayor ejercicio aerdbico son

los de resistencia: Carreras de fondo, triatlon, ciclismo, etc.

2.4.1.2. Ejercicio anaerdbico

El suministro de oxigeno esta limitado en este tipo de ejercicio, por esta razén,
se produce &cido lactico como consecuencia de la glucolisis anaerdbica. Hay
una mayor trabajo en proporcion de fibras de tipo Il o rapidas. Estas fibras tienen
una mayor cantidad de recursos energéticos inmediatos (en forma de fosfato de
creatina) ya que van a realizar contracciones de mayor fuerza en un menor

espacio de tiempo sin requerir apenas oxigeno.

Los deportes en los que se realiza ejercicio anaerobico son aquellos que
requieren alta intensidad en un breve espacio de tiempo: Halterofilia, 100 metros

lisos, 100 metros libres en natacion, etc.

2.4.1.3. Ejercicio combinado

Hay deportes que requieren a su vez aplicar de manera intermitente o combinada
altas intensidades durante un largo periodo de tiempo. Por ejemplo, futbol,

baloncesto, rugby, etc.

Es importante para la planificacion de la practica deportiva y la mejora del
rendimiento conocer los umbrales aerobico-anaerdobico. Estos umbrales son los
limites que definen el tipo de metabolismo que se esta llevando a cabo en

nuestro cuerpo y ayudan a objetivar y planificar el tipo de ejercicio que se va a
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realizar en funcion de las necesidades de mejora. Por ejemplo, en determinados
deportes se trabajan en zonas que sobrepasan el umbral anaerdbico para

mejorar la tolerancia al lactato.

2.4.2. Rendimiento metabdlico-respiratorio durante el ejercicio

2.4.2.1. Umbral aerébico

Es la intensidad de esfuerzo a partir de la cual el metabolismo aerdbico se hace
insuficiente para mantener los requerimientos energéticos del musculo. En este
punto el organismo tiene que recurrir a rutas alternativas de produccion
energética (metabolismo anaerdbico) que van a llevar a la produccién de lactato,
aunqgue el organismo tiene la capacidad de tamponar este acido, evitando asi la

acidosis metabdlica (37).

Por debajo del umbral aerébico, en individuos entrenados el ejercicio que se
realiza no servira para mejorar la condicion fisica del individuo. A partir de este
umbral y hasta que se alcance el umbral anaerdbico, el organismo sera capaz
de mantener esfuerzos leve-moderados de manera prolongada y, a partir del
umbral anaerdbico, se producira un desequilibrio en el organismo que
desplazara el metabolismo hacia una produccidon energética con acumulacién

lactica.

2.4.2.2. Umbral anaerdbico

Es la intensidad de esfuerzo a partir de la cual el oxigeno que llega a la
musculatura activa no es suficiente para producir la energia requerida. En este
punto la produccidn energética se desplaza totalmente hacia la glucolisis
anaerobica, produciendo grandes cantidades de acido lactico que no pueden ser

amortiguadas, con la consiguiente aparicion de acidosis lactica.

Existen diferentes métodos para la medicibn de manera objetiva de ambos

umbrales (aerébico y anaerébico) de un individuo. Uno de ellos es la espirometria
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durante una prueba de esfuerzo, que permite estimar los umbrales ventilatorios
a partir de la medicion mediante un analizador de gases del CO:z y el Oz

intercambiados. Este tipo de método es no invasivo (38).

Existen otros métodos invasivos para valorar estos umbrales que son aquellos
basados en la medicién de lactato en sangre capilar durante una prueba de

esfuerzo, definiéendose en este caso los umbrales lacticos (39).

2.4.2.3. Estimacion de los umbrales ventilatorios

A partir del ratio entre el volumen de oxigeno consumido (VO2) y el dioxido de
carbono producido (VCO32) se puede concluir que tipo de metabolismo se esta
llevando a cabo en nuestro cuerpo, observando un mayor consumo de O2 en los

ejercicios aerodbicos.

Los diferentes cambios en el metabolismo van a producir variaciones en esta
ratio que nos van a facilitar definir dos umbrales ventilatorios. En cada uno de
ellos se van a utilizar diferentes recursos energéticos y generar diferentes

metabolitos.

Primer umbral ventilatorio (VT1)

A partir de este umbral aumentan la ventilacion pulmonar y el VCO2 para eliminar
el diéxido de carbono producto de la amortiguacion que utiliza el bicarbonato
como mediador para compensar la acidosis. En este momento el cuerpo es
capaz de amortiguar en la sangre la concentracion de acido lactico producido.
Existe un equilibrio entre la produccion de lactato y la capacidad del organismo
de metabolizar y tamponar. Esta intensidad es ideal para ejercicios de mucho

volumen (larga distancia y tiempo) y baja intensidad.
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Sequndo umbral ventilatorio (VT2)

A partir de este punto, el bicarbonato no es capaz de amortiguar el lactato
producido, generando una acidosis metabdlica con el desequilibrio homeostatico
que eso conlleva. El centro respiratorio es estimulado produciendo una
hiperventilacion, que a su vez causa una disminucion de la presion parcial de
Co2.

Este umbral fija el limite para las actividades de alta intensidad. A partir de las
graficas generadas durante una prueba de esfuerzo en funcién de los datos de

la espirometria se pueden extrapolar ambos umbrales.

Ademas, con esta prueba también podemos calcular el consumo maximo de
oxigeno (VOz2max), que es la méxima cantidad de oxigeno que el organismo es
capaz de asimilar, es decir, absorber, transportar y consumir por unidad de
tiempo. Esta es la variable que mejor predice el rendimiento cardiorrespiratorio y
aerébico de un atleta. Suele expresarse como volumen de Oz por unidad de
tiempo y en relacion a la masa corporal (mL-Kg-1-min-1).

2.4.3. Intensidad del ejercicio fisico

2.4.3.1. Zonas de Frecuencia Cardiaca

Como se ha indicado anteriormente existen diferentes tipos de ejercicios en
funcién de la intensidad (suave-moderado-intenso) y el metabolismo utilizado
(aerdbico-anaerobico-combinado). Ambas variables se relacionan de manera

directa con la frecuencia cardiaca (FC).
Se pueden diferenciar 5 zonas (T1-T5) en funcion de la intensidad (tabla 1). Cada

una de estas zonas se corresponde con un rango que definen unos porcentajes

de la maxima FC o VO2max registrada por el atleta (37).
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Zona o Ritmo

Abrev.

Objetivo

Intensidad

%VO.max

%FCmax

Lactato
(mmol/L)

Recuperacién
activa o

regenerativo

T1

* Preparar al deportista para la
actividad principal de la sesion

* Recuperar al organismo entre
estimulos (p.e., eliminar sustancias
de desecho metabdlico, descenso
de la temperatura central,
rellenado de los depésitos

energéticos, etc.)

<65

<65

Umbral
aeroébico

T2

» Aumentar la eficiencia aerébica

» Mejorar la capacidad de soportar
esfuerzos aerébicos prolongados
mediante la mejora de la oxidacién
de grasas y el aumento de sus

depositos.

65-75

70-80

Umbral

anaerdbico

T3

* Aumentar la capacidad de
soportar esfuerzos aerébicos
prolongados en condiciones de
umbral anaerobico

* Mejora de la oxidacion del
glucégeno y sus depésitos

» Adaptaciones centrales: tAfinidad
por la hemoglobina,

1Difusion pulmonar, 1Volumen
sistélico, tGasto cardiaco,

1tVolemia

75-85

80-90

Consumo
méaximo de

oxigeno

T4

TS

* Aumentar la capacidad de
soportar esfuerzos en condiciones
proximas e iguales al VO2 max
mitocondrial, fenzimas oxidativas,
treservas de glucogeno.

» Adaptaciones periféricas:

tdensidad capilar

90-95

95-98

100

100

Tabla 1. Zonas de intensidad del ejercicio fisico. Tabla adaptada de Pallarés y

colaboradores (37).
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Escala de Borg Esfuerzo percibido
0-4 Dormido, inactivo
5-7 Absoluta ausencia de esfuerzo
8-9 Muy, muy ligero
10 Muy ligero
11-12 Ligero
13-14 Moderado
15-16 Duro
17-19 Muy duro
20 Esfuerzo maximo

Tabla 2. Escala de esfuerzo percibido. Tabla adaptada de Borg G vy

colaboradores (41).

Estas zonas ayudan a pautar los entrenamientos de los atletas. En funcién de
los intervalos a los que el atleta realice el ejercicio, aumentara la FC en la que
se sitlan los diferentes umbrales y mejorara las capacidades del deportista a
soportar diferentes tipos de esfuerzo (potencia aerdbica y anaerdbica) (40).
Ademas, existe una gran variabilidad interindividual de la frecuencia cardiaca

entre los atletas y estos intervalos ayudan a estandarizar los entrenamientos en

grupo.

2.4.3.1. Escalade percepcion subjetiva del esfuerzo

Otra manera de estimar la intensidad del ejercicio realizado es la percepcion
subjetiva de esfuerzo, para la cual existen diferentes escalas. La escala mas
utilizada es la de Borg (41, 42). Los atletas tienen que puntuar en una escala la

percepcion del esfuerzo realizado (tabla 2).
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2.5. Relacién del ejercicio y el laboratorio clinico

Durante la practica deportiva intensa y reglada se van a producir cambios en la
concentracion de ciertas magnitudes que estan relacionadas con el catabolismo

muscular y con los productos del metabolismo aerébico y anaerobico.

Existen multitud de estudios que han evidenciado las variaciones que se
producen durante el ejercicio e inmediatamente después, sin embargo no existen
evidencias de las variaciones a largo plazo en atletas que siguen una rutina de

entrenamiento durante largos periodos.

Estas variaciones podrian condicionar que la VB de estas magnitudes en
personas adaptadas al ejercicio y que realiza largas sesiones de entrenamiento

intenso a diario, fuera mas amplia que en el resto de individuos sanos.

2.5.1. Variaciones descritas sobre magnitudes medidas en el

laboratorio durante el ejercicio fisico

La influencia del ejercicio sobre la VB depende del tipo de ejercicio (43) y del
tiempo que haya pasado desde la realizacién del mismo antes de la obtencion
de la muestra. Los cambios ocurridos durante la realizacion y las primeras horas
post-ejercicio suele estar relacionados con variaciones en el volumen
plasmatico, es decir, movimientos de liquido entre compartimento intravascular
y el intersticial, asi como con variaciones hormonales estimuladas por la
actividad fisica, perdidas de volumen debido a la sudoracion y el dafio producido
sobre el tejido muscular. EI cambio en el volumen plasmatico produce una

variacion significativa en diferentes magnitudes (44, 45).

Ademas, durante la realizacion de ejercicio intenso podemos observar, como
consecuencia del metabolismo anaerébico, un aumento de las concentraciones
de piruvato y lactato, asi como una disminucion del pH con aumento de la

concentracion de calcio ionizado. También se observa disminucién de la presion
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de COz2 (debido a un aumento de la frecuencia respiratoria), una disminucion de
la saturacién de oxigeno y de la concentracion de bicarbonato.

La reduccion del flujo sanguineo renal produce un aumento de los niveles de
urea, creatinina y de urato, el cual compite con el lactato en su eliminacion.
Asimismo, aumenta la actividad sérica de enzimas musculares como creatina
fosfoquinasa (CK), aldolasa, aspartato aminotransferasa (AST) y lactato
deshidrogenasa (LDH) (46).

El aumento de la concentracion de proteinas plasmaticas junto con un aumento
en la permeabilidad en el glomérulo puede tener como resultado la presencia de

proteinuria (47).

El ejercicio intenso también produce una elevacion de la concentracion de renina,
aldosterona, cortisol, catecolaminas y prolactina. En relacion con los parametros
hematolégicos, se observa un aumento del hematocrito y del recuento
leucocitario (48, 49).

El trabajo cardiaco durante el ejercicio fisico se ve reflejado en que
biomarcadores cardiacos como la troponina y el propéptido natriurético cerebral
N-terminal (NT-proBNP) también aumentan después de realizar ejercicio fisico
intenso (50) observandose una cinética ligeramente diferente a la causada por
un sindrome coronario agudo, volviendo su concentracion a la normalidad
pasadas 24 horas (51, 52).

La mayoria de los cambios agudos observados en la concentracion durante e
inmediatamente después del ejercicio son producidos por el fendmeno de la
hemoconcentracion. Después de haber aumentado su concentracion debido a
este hecho, algunas magnitudes vuelven practicamente a su estado basal
pasados 30 minutos en reposo (53). En un estudio realizado en atletas después
de un elevado volumen de entrenamiento de resistencia se observo un aumento
de la osmolalidad en suero que volvié a la normalidad una hora post-ejercicio
(54).
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Existen otros fendmenos que pueden explicar estas variaciones agudas, como
puede ser el estrés y la destruccidbn muscular. Se han observado aumentos de
AST a las 24 horas de la realizacion de ejercicio intenso, asi como de CK hasta
pasados tres dias (46, 55). Estas variaciones guardan relacion con la intensidad
y duracién del ejercicio realizado, asi como con la semivida de algunas enzimas,
aunque esta afirmacion no se ha establecido de forma clara, ya que diferentes

estudios se contradicen en sus resultados (56).

Otro ejemplo de estos fenomenos que producen estas variaciones, son los
valores elevados de bilirrubina en corredores de larga distancia, debido a la
hemolisis que causa el impacto de la pisada contra el suelo, la contraccién

muscular continuada y otros fenébmenos oxidativos (57).

En el caso de las hormonas tiroideas, en un estudio realizado en atletas, no se
observaron cambios en ninguna de ellas post-ejercicio, a excepcion de la TSH

en la que se observo una discreta elevacion a las 24 horas (58).

Ademas de los cambios agudos, también existen fenbmenos a corto - medio
plazo, como los dilucionales, que responden a una adaptacion fisiologica tras el
inicio de ejercicio fisico, produciéndose un aumento del volumen plasmatico (59)
(tabla 3).

Estas variaciones pueden producir cambios en las concentraciones de diferentes
magnitudes, como por ejemplo la hemoglobina (60). Las variaciones del volumen
plasmatico llegan a estabilizarse a los 20-30 dias después de haber iniciado una
practica deportiva rutinaria (figura 2). En un estudio en el que participaban
ciclistas de alto rendimiento se observo una disminucion de la concentracion de
la hemoglobina de hasta el 6% y de la albumina del 7% debido a la hemodilucion
(61).
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Magnitud Efecto post-gjercicio
Piruvato Aumento
Lactato Aumento

pH Disminucion
Calcio ionizado Aumento

pCO2 Disminucion

Osmolalidad Aumento/Disminucion*

Urea Aumento
Creatinina Aumento**
Urea Aumento
Urato Aumento

CK Aumento**
Aldolasa Aumento
AST Aumento**
ALT Aumento
LDH Aumento
Proteinas en Orina Presencia
Renina Aumento
Cortisol Aumento
Aldosterona Aumento
Catecolaminas Aumento
Prolactina Aumento
Troponinaly T Aumento
NT-proBNP Aumento
Bilirrubina Total Aumento
TSH Aumento
Albdimina Aumento

Hemoglobina y hematocrito Aumento/Disminucién*

Tabla 3. Magnitudes de laboratorio y el efecto producido en la concentracion
plasmatica post-ejercicio. * Depende del tiempo transcurrido desde el ejercicio
realizado y de adaptaciones del volumen plasmatico a largo plazo, ** Depende

en gran medida del tipo de ejercicio y del % de masa muscular de los atletas
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30 - ¢ Blood Volume
o Plasma Volume

O Erythrocyte Volume

Days of Exercise Training

Figura 2. Variaciones (%) del volumen de sangre total, el volumen plasmatico y
el volumen eritrocitario a lo largo del tiempo (dias) después de haber iniciado una

rutina de entrenamientos (59).

2.5.2. Variacion bioldgicay ejercicio fisico

La VB ha sido ampliamente estudiada en sujetos sanos en numerosas
magnitudes y para alguna de ellas se ha estudiado la influencia de diferentes
patologias como en la enfermedad renal crénica (62), cancer de mama (63) y
testiculo (64) o diabetes mellitus (65) entre otras. Sin embargo, apenas existen
estudios que evallen el gjercicio fisico regular en atletas, como una variable que

pueda influir sobre la VB.

Algunos de estos estudios han tratado de analizar esta influencia (66, 67), pero
cuentan con ciertas limitaciones metodolégicas al no cedirse a las
recomendaciones para el disefio que deben emplear este tipo de estudios para
el célculo de estimados robustos de VB como son, un numero inadecuado de
muestras por sujeto, falta de verificacion de la homocedasticidad, estimacion de
la imprecisién analitica mediante el analisis del control de calidad interno o la

ausencia de intervalos de confianza (29, 68).
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Otros estudios mas recientes, cuentan con un disefio y metodologia estadistica
mas cercana a los modelos propuestos como los mas apropiados, sin embargo,
tienen algunas limitaciones como puede ser el escaso numero de muestras por
sujeto, la ausencia de procesamiento por duplicado y en la misma serie analitica
de las muestras o el método de célculo de las varianzas, entre otras (69).
Ademas, estos estudios solo se han llevado a cabo para un limitado nimero de

mensurandos.

Una de las magnitudes mas estudiadas y que mas interés han despertado en
atletas durante los dltimos afos, en lo que a VB se refiere, es la troponina
cardiaca (50). Debido al aumento observado durante la practica de ejercicio
intenso, la mayoria de estos estudios se han realizado post-ejercicio hasta
pasadas 24-72 horas para evaluar la cinética de esta elevacion, sin embargo, no
existen estudios que evallen la VB a largo plazo de la troponina cardiaca con
tiempos de muestreo que aseguren la estabilidad de los atletas (fuera de

competicion o esfuerzos intensos).

2.6. Aplicaciones de la Variacion Biologica en deportistas

A efectos practicos podemos considerar tres ambitos en los que la VB podria

tener una aplicacién concreta y definida

2.6.1. Ambito sanitario

La indicacion de realizar actividad fisica como elemento coadyuvante de los
tratamientos convencionales, y como estrategia de prevencién primaria y
secundaria en multiples patologias, hace del deporte una herramienta muy
utilizada en el entorno sanitario.

Ademas, el hecho de que en los ultimos afios el deporte esté en alza, no solo
debido a su promocion como habito saludable, sino también al interés por parte

de diferentes sectores de la poblacién en el deporte como actividad de ocio, hace

65



2. Introduccion

que cada vez lleguen mas muestras a los laboratorios clinicos de los sistemas

de salud, procedentes de deportistas.

Estos deportistas realizan actividad fisica en mayor o menor grado, llegando a
entrenar en ocasiones, tantas horas como pueden llegar a hacerlo los atletas
profesionales. Son cada vez mas los individuos y pacientes que acuden a
realizarse una extraccion de sangre para un control rutinario o seguimiento, tanto
en la atencién primaria como especializada y que a diario practican actividades
deportivas a diferentes niveles, intensidades y duraciones. Los resultados
obtenidos en estos sujetos, podrian verse influenciados por la actividad fisica

gue realizan, causando confusion a la hora de interpretar los resultados.

En este contexto el VRC calculado a partir de estimados de VB en atletas, puede
ayudar en la interpretacion de los resultados seriados, pudiendo discernir si las
variaciones observadas en diferentes magnitudes son explicables por

variaciones fisioldgicas causadas por el ejercicio fisico.

Ademas, el Il podria ayudar a los clinicos a saber qué magnitudes son las que
tienen una mayor regulacion homeostatica y una elevada variacion entre
individuos que realizan deporte, obviando la interpretacion de resultados
basandose en los IRB cuando proceda, y evitando asi interpretaciones
sesgadas, asi como la posible realizacibn de pruebas complementarias

innecesarias.

2.6.2. Clinicas de medicina deportiva y laboratorios

especializados

En la actualidad existen clinicas especializadas en la atencién a poblacion
deportista que dan un servicio médico y ofrecen servicios de fisioterapia, dietética
y nutricion, pruebas de esfuerzo, atencion médica especializada como
traumatologia, rehabilitacion, endocrinologia, neurofisiologia, cardiologia y
medicina del deporte, asi como el andlisis de laboratorio para el seguimiento de

los atletas.
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La VB en atletas puede tener una gran utilidad en laboratorios especificos con
poblacion deportista, ayudandoles en la definicion de las EPA para su poblacion
diana y asi poder realizar un aseguramiento de la calidad adecuado de sus
laboratorios. Ademas, las agencias acreditadoras que los auditan podran hacer
uso de estas EPA como herramienta para evaluar la competencia técnica de estos
laboratorios.

Otra potencial utilidad para los especialistas en medicina deportiva y otros
especialistas implicados, es que podrian utilizar el VRC para la interpretacion de
muestras seriadas en el seguimiento de los atletas y asi poder detectar mas
precozmente condiciones de fatiga, inmunosupresion, malnutricion y otras

patologias asociadas al exceso de entrenamiento.

2.6.3. Dopaje

De acuerdo al Comité Olimpico Internacional (COIl), el dopaje es la
administracion o uso por parte de un atleta de cualquier sustancia exégena o
fisioldgica consumida en cantidades supra fisiolégicas, con la sola intencién de

aumentar de modo artificial y deshonesto su rendimiento en la competicion.

El inicio de la lucha contra el dopaje se remonta al afio 1928, cuando la
Federacion Internacional de Atletas condend este tipo de practicas.

No fue hasta los afios 60 cuando las primeras pruebas de laboratorio (urianalisis
de drogas) fueron introducidas para la deteccion de sustancias prohibidas por la
Union Ciclista Internacional (UCI) y la Federacion internacional de futbol (FIFA).
En esta década también fue creada la primera lista de sustancias prohibidas, sin
embargo los esteroides anabolizantes no entraron en esta lista hasta los afos
70.

A partir de 1980 se inici6 la persecucion de los métodos ligados a la hematologia
como las transfusiones y la administracion de eritropoyetina y ademas se
iniciaron los andlisis fuera de competicion. No se realiz6 ninguna prueba de

laboratorio en sangre hasta los afios 90, es decir, la deteccidén de sustancias en
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sangre es relativamente nueva y es a finales de esta década cuando se
establecio oficialmente la AMA.

El consumo de sustancias dopantes representa la mayor amenaza contra la
integridad del deporte y para evitarlo, en 2004 se publicé un cédigo mundial
contra el dopaje (70) con el objetivo de preservar los valores del rendimiento
deportivo limpio, la proteccion de la salud y del espiritu deportivo. Se considera
ilicito el uso de una sustancia o método cuando incumple dos de estos principios.
Ademas, en este codigo se recogen directrices que debe seguir una organizacion
contra el dopaje para que los procedimientos de todas las organizaciones

internacionales estén armonizados.

Ademas del problema ético, el dopaje ha supuesto durante la historia del deporte,
un problema de salud publica, ya que muchas de las sustancias a menudo no
s6lo son consumidas por deportistas de elite (en muchos casos asesorados por
meédicos) sino también por deportistas amateur, pudiendo tener un perjuicio

directo o indirecto sobre su salud.

2.6.3.1. Estado del dopaje a nivel internacional, un problema

para la salud publica

Actualmente la AMA considera dopaje cualquiera de las siguientes actividades:

- Presencia de una sustancia prohibida, o de sus metabolitos o marcadores,
en la muestra bioldgica de un deportista

- Uso, o tentativa de uso, de una sustancia o método prohibido

- Negarse a pasar un control antidopaje, eludirlo de cualquier manera, sin
una justificacion valida, o incumplimiento de la localizacién o paradero del
deportista

- Manipulacién, o tentativa de manipulacion, de cualquier fase del control
de dopaje

- Posesion de una sustancia o método prohibido sin la autorizacién de uso

terapéutico correspondiente.
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- Trafico de una sustancia o método prohibido.
- Administracion, o intento de administracion, de una sustancia o0 método
prohibido a un deportista, asi como cualquier tipo de ayuda, complicidad,

encubrimiento o incitacion a otros deportistas a que se dopen.

Las sustancias dopantes son utilizadas para mejorar las condiciones fisicas y
psicolégicas del individuo como, por ejemplo: incrementar la masa muscular,
mejorar la resistencia aerobica, disminuir el porcentaje de grasa corporal,
incrementar la tolerancia al dolor, mejorar la precisiéon o disminuir el tiempo de
reaccion entre otras. También se utilizan sustancias con la finalidad de
enmascarar el uso de otras (71).

El ejemplo mas claro de que estas sustancias pueden afectar a la salud del
individuo, son los esteroides anabolizantes, los cuales representan el 44%
respecto del total de sustancias dopantes consumidas (72), seguidos por los
diuréticos y agentes enmascarantes (15%), los estimulantes (14%), las

hormonas y moduladores metabdlicos (8%) y los glucocorticoides (5%).

Los esteroides anabolizantes aumentan el riesgo cardiovascular, influyen sobre
el metabolismo hidrocarbonado y lipidico, y pueden ademas producir dafio
hepatico, disfuncion eréctil, comportamientos agresivos y otras alteraciones

psiquiatricas.

Otro ejemplo son los glucocorticoides, utilizados para incrementar la
eritropoyesis, que pueden causar una desregulacion del eje hipotalamico-
suprarrenal y provocar poliglobulias, al igual que lo hace la eritropoyetina (EPO),

de forma que ambas sustancias ponen en riesgo la salud del individuo.

Tradicionalmente la lucha contra el dopaje ha ido encaminada a la deteccion de
la propia sustancia dopante y para ello utiliza sistemas de medida de alta
sofisticacion (espectrometria de masas) que pueden detectar la sustancia con
una elevada especificidad y sensibilidad. Esto sin embargo obliga a los
laboratorios a tener unas sustancias diana con la consiguiente pérdida de

deteccion de otras posibles sustancias. Este hecho le da cierta ventaja a la
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practica del dopaje ya que los atletas pueden utilizar sustancias fraudulentas que
todavia no es posible detectar por desconocimiento de las mismas.

En los ultimos afios (2015-2018) la AMA ha creado un programa para reforzar el
andlisis en los laboratorios acreditados por la agencia de tres grupos de
sustancias que son los siguientes: agentes estimulantes de la eritropoyetina,
hormona del crecimiento y gonadotropina corionica humana y factores
estimulantes de la hormona del crecimiento. El nUmero de analisis para estas
sustancias se han incrementado en el dltimo afio en un 2,5, 17 v 17%

respectivamente.

Mas alld de estos métodos de deteccién, en 2008 la UCI implanté un nuevo
método de deteccion de dopaje basado en el analisis y busqueda de variaciones
anormales en magnitudes fisiolégicas, el pasaporte biolégico del atleta (PB).

2.6.3.2. Pasaporte biologico del atleta

Las alteraciones producidas por las sustancias dopantes sobre diferentes rutas
metabdlicas producen variaciones en la concentracién de las magnitudes que
forman parte de estas rutas. Muchas de estas, son utilizadas de manera habitual
en el seguimiento clinico de cualquier individuo y han sido recientemente
incorporadas a través del PB como método de deteccibn de sustancias
prohibidas en atletas. Es decir, en lugar de intentar detectar a priori la sustancia
prohibida en el individuo, se utilizan magnitudes de laboratorio como marcadores

indirectos de su consumo.

A través de la AMA se analizaron un total de 351.180 muestras durante el afo
2017 para la deteccién del dopaje, un 7,1% mas que en el afio anterior,
aumentando en un 3% el nimero de muestras destinadas al PB. Desde su
implantacion en 2009, el numero de muestras obtenidas para el PB ha ido en
aumento desde las 5.000 hasta alcanzar en 2017 las 30.000. Esto nos indica que
el nuevo método de deteccion esta siendo cada vez mas utilizado y aceptado por

las diferentes agencias contra el dopaje a nivel internacional (65).
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Fundamentos del Pasaporte Biolégico del atleta

Para poder determinar que una variacion entre resultados seriados es anormal,
se deben establecer unos limites a partir de los cuales podamos asegurar con
una determinada probabilidad que ese resultado no es esperable. Para ello, el
PB establece un patrén de variacion de una determinada magnitud en un
individuo concreto gracias al andlisis en muestras seriadas. A partir de esos
resultados se define, mediante un método bayesiano, un rango de concentracion
esperable (73). Cuanto mayor sea el nimero de muestras recogidas de un
mismo sujeto, mas se podra estrechar el rango y mayor sera la potencia

predictiva estadistica del resultado (figura 3).

En el caso del médulo hematolégico, descrito mas adelante, se recomienda una
periodicidad minima de 5 dias entre diferentes extracciones para optimizar la

significacidn estadistica de los resultados (74).

EL PB puede utilizarse como método de apoyo a la investigacion y de despistaje
junto con los métodos analiticos que detectan la sustancia per se. Por ejemplo
las variaciones de los parametros hematolégicos como la hemoglobina o los
reticulocitos pueden ayudar a los laboratorios a orientar el analisis confirmatorio

hacia la determinacion de agentes estimulantes de la eritropoyetina.

Sin embargo, el PB también se considera un método valido en si mismo, es decir,
si se detectan en un atleta variaciones fuera de los limites esperados en
determinadas magnitudes fisioldgicas que sugieren el consumo de sustancias

ilicitas, seria considerado como dopaje.
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Figura 3. En azul, se representan los resultados de hemoglobina (g/L) a lo largo
del tiempo de un atleta que fue penalizado por dopaje. En rojo se representan
los limites que define el modelo bayesiano que utiliza la AMA. La barra inferior
representa la potencia estadistica de prediccién del modelo, que aumenta a

medida que lo hacen el nimero de muestras recogidas al atleta (73).

Cuando el resultado de un individuo estd fuera de los limites definidos se
considera un resultado adverso (RAd). En caso de que el evento no esté claro y
sean necesarias mayores investigaciones, el evento se considera un resultado
atipico (RAt) y no sera considerado un RAd hasta que se concluya que hay
suficientes argumentos como para considerar el evento un hecho ilicito, es decir

dopaje.

Para la entrada y almacenamiento de todos los datos, asi como para el manejo,
intercambio de informacion e informe de los resultados, la AMA cuenta con un
sistema online, de alta seguridad, llamado WADA'’s Anti-Doping Administration
and Management System (ADAMS). Esta herramienta tiene integrado el modelo
adaptativo (Bayesiano) que utiliza el PB como fundamento. Dentro de la
estructura del PB existe una unidad llamada Athlete Passport Management Unit
(APMU), encargada del manejo de este sistema y de mediar entre los
laboratorios y el comité de expertos cuando hay sospechas, necesidad de alguna
aclaracion y dar recomendaciones al laboratorio para realizar estudios
complementarios en base a la opinion del comité de expertos, entre otras

funciones.
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Secuencia de procesos del Pasaporte bioldgico del atleta

El PB esta estrictamente estandarizado siguiendo un protocolo que aumenta la
eficiencia de sus procesos, desde que se identifica al atleta susceptible de ser
investigado, hasta que el personal encargado recoge la muestra y la custodia
hasta remitirla al laboratorio.

Cuando los resultados estan disponibles, el modelo adaptativo realiza
automaticamente el tratamiento estadistico y actualiza los datos del PB del atleta
en ADAMS. APMU se encarga de revisar los resultados y crear o actualizar el
informe de seguimiento del atleta, y a continuacion dara recomendaciones sobre

la estrategia a seguir.

Cuando se produce un RAt, APMU contacta con los expertos para verificar y

discutir el evento. De la evaluacion del experto se esperan 4 posibles respuestas:

Considera el evento como consecuencia de una condicion fisiolégica,
en este caso se considera que no tiene importancia y no se realizan

mas investigaciones

- Considera que es sospechoso, recomienda realizar un nuevo control
al atleta y da recomendaciones de cuando y que tipo de muestra seria
la idénea para detectar el dopaje

- Considera que hay suficientes pruebas como para vincular el evento
al consumo de sustancias dopantes. El caso se manda a otros tres
expertos que analizaran los resultados y confirmaran los argumentos

del primero y finalmente decidiran si es un PAd

- Considera que los resultados sugieren una condicion patolégica del
atleta, en este caso el atleta es informado de esta condicion
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Cuando se produce un Rad, se notifica al atleta que ha sido propuesto para
sancion y se le informa de los motivos. Ademas, se invita al atleta a dar
explicaciones y a justificar los resultados obtenidos. La respuesta del atleta se
revisa por los expertos que decidiran si el resultado se ha producido por alguna

otra causa y si no, se abre un procedimiento disciplinario.

Moédulos del Pasaporte bioldgico del atleta

Hasta el momento el PB se ha desarrollado en dos modulos en los que se utilizan
diferentes magnitudes para la deteccién de determinados tipos de sustancias

dopantes:

Mdédulo Hematoldgico: se aplica desde el 2009 y ha sido disefiado para la
deteccion de autotransfusiones, administracion de eritropoyetina y otras
sustancias que aumenten la eritropoyesis y para ello utiliza la determinacion de

diferentes magnitudes hematologicas en sangre (75).

Las magnitudes que forman parte de este médulo son las siguientes: Recuento
de hematies, hemoglobina, hematocrito, volumen corpuscular medio (VCM),
hemoglobina corpuscular media (HCM), concentracion corpuscular media de
hemoglobina (CHCM), ancho de distribucion de la serie roja (RDW), porcentaje de
reticulocitos (RET%), recuento leucocitario y plaquetario y fraccion inmadura de

reticulocitos.

Ademas, se utilizan dos indices que combinan estas magnitudes para optimizar la
sensibilidad y la especificidad en la deteccién del dopaje. Por un lado el OFF-hr
Score, que es un célculo a partir de la hemoglobina y RET% cuyos valores de
normalidad se situan entre 85y 95 y por otro lado, el Abnormal Blood Profile Score
(ABPS) que utiliza siete magnitudes hematologicas (Recuento de hematies,
hematocrito, hemoglobina, VCM, HCM, CHCM y RET%). La poblacién de
deportistas control (presuntamente sanos) obtiene valores de ABPS por debajo de

uno.
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En el caso del modulo hematoldgico, una vez que la muestra de sangre llega al
laboratorio, siempre refrigerada y monitorizada por una sonda de temperatura, es
homogeneizada durante al menos 15 minutos, siendo después analizada por
duplicado. Para que los resultados sean aceptados deben cumplir los siguientes

criterios de validacion:

1. La diferencia absoluta de la concentracion de hemoglobina entre los
replicados debe ser inferior a 0,1 g/dL, e inferior a 0,15% en el caso de los

reticulocitos.

2. El resultado que se introducira en ADAMS en caso de cumplir estos
criterios, sera el primero. Ademas, debe proporcionar informacion asociada
a la muestra, como el analizador y pruebas de que se ha realizado un
aseguramiento de la calidad adecuado.

El M6dulo de esteroides se implanté en el PB recientemente (afio 2014) y se
utiliza para la deteccion de esteroides anabolizantes (76). En este modulo se lleva
a cabo la determinacion de la concentracion de diferentes esteroides enddgenos

y sus metabolitos en orina, ademas de distintas ratios entre ellos.

Se determina la concentracion de testosterona, epitestosterona, androsterona,
etiocolanolona, 5a-androstano-3a-17p-diol, y el 5B-androstano-3a-17(3-diol en

orina, asi como las ratios entre ellos.

A diferencia del modulo hematolégico, el médulo de esteroides especifica los
requisitos técnicos minimos que debe cumplir el sistema de medida utilizado

(cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas).

Por dltimo, un mddulo de endocrinologia (77), con potencial utilidad en el
despistaje del consumo de diferentes factores del crecimiento (como la hormona
del crecimiento o el factor de crecimiento insulinico) requiere ser validado y

todavia no se ha implantado en la practica para el PB. Existen algunos estudios

75



2. Introduccion

de VB relacionados con este modulo que aseguran que estos marcadores tienen
una adecuada individualidad para ser utilizados en la deteccién del dopaje (78).

Procedimiento para el analisis de las muestras del pasaporte biolégico del

atleta

Existen determinados factores confusionales que deben ser tenidos en cuenta a
la hora de la interpretacion del PB, como pueden ser el sexo, la edad,
entrenamientos en altura, variables pre-analiticas, variaciones en el volumen
plasmético, intensidad del ejercicio realizado, etc. Todos estos factores son

revisados por APMU junto con la opinién de los expertos.

Para que los laboratorios puedan informar resultados deben seguir unos
determinados procedimientos de calidad que aseguren que estos resultados son
lo suficientemente robustos y representativos de la situacion fisiologica del
individuo. En el laboratorio clinico los laboratorios pueden acreditar la
competencia técnica de sus resultados mediante la norma ISO 15189, mientras
que en el caso de los laboratorios acreditados para el dopaje la norma que deben
aplicar es la 1ISO 17025. ISO/IEC 17025, seccion Analisis de Muestras de Sangre
para Control del Dopaje, que contempla el aseguramiento de la calidad de todo el
proceso de laboratorio, asi como el control analitico que garantice la calidad de
los resultados. Esta norma también contempla el tipo de informe de resultados
(78). Ademas, es necesario procesar controles externos, participando en

programas de garantia externa de la calidad (EQAS) organizados por la AMA.

Por otra parte, las guias de la AMA, ademas de especificar los requerimientos
para la cadena de custodia, recomiendan el uso del control de calidad
suministrado por los proveedores, estableciendo limites de control o EPA
adecuados en funcion del método analitico empleado entendiendo que la

poblacion de estudio es atleta (79).
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Laboratorios implicados en la detecciéon del dopaje

Como se ha comentado anteriormente, el dopaje es considerado un método ilicito
que impacta directamente sobre la salud del atleta. Los anabolizantes son usados
para mejorar el aspecto y la forma fisica en personas que practican fitness y
culturismo, asi como también son empleados por atletas amateur para mejorar su
rendimiento y poder acabar en cabeza de competiciones no necesariamente
profesionales, es decir, el uso de estos métodos no se restringe solo al deporte
profesional, sino también al amateur. En este contexto, el dopaje representa un
problema de salud publica que debe ser seguido estrechamente y prevenido. Por
ello, para la deteccién del dopaje, existen mas de 30 laboratorios acreditados por
la AMA, distribuidos por los cinco continentes.

Estos laboratorios, podrian utilizar las EPA basadas en VB para el aseguramiento
de la calidad, al igual que seria posible utilizarlas como una herramienta Gtil para
las agencias que los auditan.

La VB es un concepto que podria ser aplicado por entidades internacionales
como la AMA para el control del dopaje. Esta agencia y otras agencias
gubernamentales contra el dopaje utilizan el PB del Atleta, que como ya se ha
comentado es un concepto estrechamente relacionado con la VB, como

instrumento para la deteccion del dopaje en atletas.
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3. Justificacion, Hipotesis y Objetivos

3.1. Justificacioén

La VB ha sido ampliamente estudiada a lo largo del siglo XX y se han publicado
numerosos estudios en individuos sanos y algunas patologias concretas para mas
de 340 magnitudes. Sin embargo, pocos autores han considerado el deporte como
una situacion de estrés fisiologico sostenida en el tiempo que pudiera influir sobre
la VB de determinadas magnitudes y apenas existen publicaciones que estudien
esta VB en atletas. La mayoria de las publicaciones que han estudiado
magnitudes de laboratorio en atletas, se limitan a medir las variaciones que se

producen durante o a las pocas horas de realizar ejercicio.

La VB ha sido internacionalmente reconocida por tener una gran importancia en
la medicina de laboratorio ya que ayuda al aseguramiento de la calidad en la
obtencion de resultados representativos del estado fisiopatologico de los
pacientes, permitiendo el correcto diagnostico, tratamiento y seguimiento de
diferentes patologias. En 2014 la EFLM reafirmé la importancia de la VB como
modelo para el establecimiento de las especificaciones de las prestaciones
analiticas en los laboratorios clinicos que ya habia sido reconocida en 1999 en la
conferencia de Estocolmo. También es una herramienta util en la interpretacion
de resultados seriados y monitorizacion de los pacientes mediante el calculo del
valor de referencia del cambio, y ademas proporciona informacion a los clinicos
sobre la naturaleza de la regulacibn homeostatica a la que estan sometidas
determinadas magnitudes. Debido a que las aplicaciones de la VB impactan
directamente sobre los resultados que el laboratorio informa y estos a su vez sobre
la interpretacién y la toma de decisiones clinica, son necesarios estimados

robustos y representativos para cada potencial poblacién diana.
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Los estudios que han publicado datos a medio-largo plazo y en una situacién
estable de atletas (fuera de competicion y evitando la extraccion inmediatamente
post-ejercicio) han sido realizados en un nimero limitado de magnitudes y carecen
de la suficiente calidad metodoldgica para reportar estimados confiables de VB.
Por otra parte, estos estudios no han analizado los factores relacionados con el
ejercicio que pudieran influir sobre la VB.

Existen diferentes ambitos en los que el conocimiento de la VB en atletas podria
ser de utilidad. Ejemplos de ello son la interpretacion de resultados de atletas en
clinicas especializadas en medicina deportiva o en un entorno sanitario en el que
hubiera que interpretar resultados seriados de pacientes que realizan deporte de
manera regular, asi como el aseguramiento de la calidad en los laboratorios
especificos para poblacion deportista mediante el uso de las especificaciones del
rendimiento analitico derivadas de la VB en atletas. Ademas, los organismos
encargados de acreditar estos laboratorios también podrian utilizar estas
especificaciones. Otra de las potenciales utilidades de la VB esta relacionada con
el pasaporte biolégico, uno de los métodos pioneros para la deteccién del dopaje
a nivel mundial y utilizado por la AMA. Los laboratorios acreditados para la
deteccién del dopaje podrian hacer uso de la BV como herramienta de apoyo a la

interpretacion de resultados seriados del pasaporte bioldgico de los atletas.

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto y ante la falta de estimados
robustos de VB especificos para este grupo de sujetos y realizados mediante
estudios que sigan las mas recientes recomendaciones metodologicas, hemos
planteado este estudio observacional y prospectivo en una cohorte de atletas, en
el que se ha realizado el seguimiento analitico, antropomeétrico y de variables
relacionadas con el ejercicio fisico durante una temporada deportiva completa (11
meses) para magnitudes de, bioquimica hematologia y gasometria venosa. Del
mismo modo se ha comparado estos estimados con los de la poblacién sana y se
ha analizado la influencia de las variables recogidas durante el seguimiento sobre

estos estimados.
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La obtencién de unos estimados robustos de VB en atletas para magnitudes, de
la gasometria venosa, bioquimicas, hematoldgicas y siguiendo recomendaciones
de disefio metodoldgico recientemente publicadas, asi como el analisis de la
influencia de diferentes variables relacionadas con el ejercicio podrian constituir
una herramienta fundamental para la correcta atencion sanitaria de estos
individuos y por otra parte, podria ser de utilidad en el control del dopaje mediante

aplicacion en el pasaporte biolégico.

3.2. Hipotesis

La influencia de la practica de ejercicio fisico de alta intensidad y mantenido
durante un largo periodo de tiempo sobre magnitudes de bioquimica, hematologia
y gasometria, podria condicionar que sus estimados de Variacion Biol6gica sean

mas amplios que los encontrados en poblacion general.

3.3. Objetivos

3.3.1. Objetivo principal

Establecer estimados robustos de VB de magnitudes de la gasometria venosa,

bioguimica y hematologia en una muestra de atletas.

3.3.2. Objetivos secundarios

1. Comparar los estimados de variacion bioldgica de magnitudes de la
gasometria venosa, bioquimica y hematologia en atletas con los

publicados en poblacién general.
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2. Analizar lainfluencia de variables relacionadas con el ejercicio fisico,
variables antropométricas y variables relacionadas el estado de
salud sobre la VB de las magnitudes de la gasometria venosa,

bioquimica y hematologia en atletas.

3. Verificar la intercambiabilidad de los intervalos de referencia
biologicos derivados de poblacion general de magnitudes de la
gasometria venosa, bioguimica y hematologia con la poblacién de

atletas estudiada.

4. Establecer especificaciones de las prestaciones analiticas para
imprecision, error sistematico y error total de magnitudes de la
gasometria venosa, bioquimica y hematologia basadas en VB en
atletas.

5. Calcular el valor de referencia del cambio de magnitudes de la
gasometria venosa, bioquimica y hematologia, para la interpretacion
de resultados seriados en atletas.

6. Verificar si las magnitudes hematoldgicas incluidas en el pasaporte
biologico tienen un indice de individualidad adecuado para el

seguimiento de los atletas.

7. Validar los indices OFF-hr y ABPS utilizados por la AMA para la

deteccién del dopaje, en la poblacién de atletas estudiada.
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4. Sujetos, Material y Métodos

4.1. Disefo del estudio

Se trata de un estudio observacional, prospectivo, longitudinal y unicéntrico en una
cohorte de 30 atletas en los que se realizé el seguimiento durante una temporada

deportiva (11 meses), llevado a cabo el siguiente esquema temporal:

Seleccion de los sujetos participantes (agosto — diciembre 2016)

En primer lugar, se realiz6 una presentacién oral para exponer el estudio y se
difundié la informacion entre diferentes clubes de triatlon, solicitando voluntarios
para la participacion. A los voluntarios interesados, que contactaron via correo
electrénico, se les facilitdé una hoja con informacion detallada (Anexo 1) de las
condiciones del estudio y el consentimiento informado (Anexo 2) que fue

debidamente firmado para poder ser incluidos en el estudio.

Inclusién en el estudio y primera visita para extraccion (enero 2017)

Durante la primera visita del estudio, se proporcioné a los sujetos un cuestionario
de inclusién para evaluar su estado de salud (Anexo 3) y se les facilitd una tabla
de datos de actividad fisica que fue completada de manera diaria con informacion
sobre tipo ejercicio realizado, distancia recorrida, duracién de la actividad e
intensidad medida en dos escalas: una basada en rangos del porcentaje de
FCmax y otra en el esfuerzo percibido o escala de Borg (Anexo 4). Ademas, se

verificaron los criterios de inclusion de cada voluntario (apartado 4.2.1).

Antes de la obtencion de las muestras de sangre, se realizd la medicion del peso
y composicion corporal, mediante el andlisis de la bio-impedancia por

segmentos, utilizando una bascula Tanita BC-601 Segment (8 electrodos).
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Posteriormente, se obtuvieron mediante venopuncién muestras de sangre
siguiendo unas condiciones pre-analiticas estandarizadas y definidas en el

apartado 4.6.2.

A partir de las muestras de sangre obtenidas en esta primera visita, se realiz6 la
medicion de magnitudes de laboratorio (glucosa, creatinina, urea, bilirrubina,
proteina C reactiva (PCR), colesterol, triglicéridos, AST, ALT, GGT, fosfatasa
alcalina y hemograma) con el proposito de verificar los criterios de exclusion.
Estas analiticas de control fueron realizadas de manera cuatrimestral durante el
estudio para verificar el buen estado de salud de los atletas y que se cumplian

los criterios de inclusién y no se incumplian los de retirada.

Prueba de esfuerzo (enero 2017)

Todos los participantes fueron sometidos a una prueba de esfuerzo que se
realizd en un centro especializado (Salud y Deporte Madrid) y se llevaron a cabo
los siguientes procedimientos bajo la supervision de un médico especialista en
medicina del deporte. Se realizd una historia médica y exploracion fisica, medida
de la tension arterial, electrocardiografia en reposo y durante el desarrollo de la

prueba, asi como espirometria y dinamometria.

El protocolo de la prueba de esfuerzo fue incremental en rampa hasta el
agotamiento con puesta en marcha y verificaciéon de los instrumentos durante
dos minutos a 50 w, considerando esta como carga inicial y con aumentos de

carga de 5 w cada 12 segundos.

La clinica emitio un informe firmado por el médico especialista en medicina del
deporte y un doctor en ciencias del deporte como responsables (Anexo 5). El
informe incluia un informe médico sobre el estado cardiorrespiratorio de los
individuos, verificando la ausencia de arritmias patoldgicas o alteraciones
electrocardiograficas, asi como presencia de isquemias al nivel de carga
alcanzado, teniendo en cuenta criterios electrocardiograficos y clinicos. Ademas,

también se recogieron todos los datos obtenidos del analisis espirométrico y
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dinamomeétrico durante la actividad fisica desarrollada en el cicloergbmetro.
Los criterios de inclusion fueron verificados posteriormente cuando los
resultados de la primera analitica y el informe de la prueba de esfuerzo

estuvieron disponibles.

Visitas con periodicidad mensual (Febrero — Noviembre 2017)

Se realizo la obtencion de muestras de sangre con periodicidad mensual a todos
los participantes, siendo la duracion total once meses. Esto permitié cubrir el
intervalo de una temporada deportiva completa, en la cual podemos encontrar
diferentes fases o periodos en las que la intensidad y duracion del ejercicio fisico
realizado puede variar (pre-temporada, fase de carga, entrenamientos de
calidad, competiciones, etc). En cada visita se les proporciond un cuestionario
de seguimiento con datos sobre el estado de salud, medicacion, suplementacion
nutricional, actividad fisica realizada el dia anterior y otras consideraciones
(Anexo 6). Ademas, se realizd la medicidén de la composicion corporal, al igual

gue en la visita inicial en cada visita.

4.2. Criterios de inclusién, exclusion, retirada vy

consideraciones éticas

4.2.1. Criterios de inclusion

- Hombres o mujeres mayores de 18 afios

- Firmar el consentimiento informado

- No haber sufrido ninguna lesion fisica en las 4 semanas anteriores a la
inclusiéon

- Entrenar de manera regular mas de 13 horas por semana (incluyendo
carrera, ciclismo y / o natacion)

- No mostrar en el examen médico y la prueba de esfuerzo ninguna alteracion
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significativa y de acuerdo a los criterios del médico de medicina del deporte

que los realiz6

4.2.2. Criterios de exclusion

- Diagnéstico previo de diabetes mellitus o glucemia basal > 125 mg/dL)

- Enfermedad cardiovascular conocida

- Antecedentes de enfermedad hepética o renal cronica (GGT > 150 U/L;
eGFR (CKD-EPI) < 60 mL/min por 1,73 m?)

- Dislipemia (Colesterol total > 250 mg/dL)

- Antecedentes familiares de talasemia y otras hemoglobinopatias

- Resultados de los analisis de sangre que sugieran, bajo los criterios del
equipo investigador, una enfermedad crénica grave (cancer, enfermedad
cardiovascular o neurolégica) o una enfermedad aguda

- Estado de portador conocido para VHB, VHC y VIH

- Hospitalizacion o enfermedad grave en las 4 semanas anteriores.

- Haber realizado alguna donacién de sangre en los 3 meses anteriores al
comienzo del estudio

- Embarazo, lactancia o parto en el ultimo afio

4.2.3. Criterios de retirada

En cualquier momento los participantes podian decidir de manera voluntaria la
retirada del estudio, asi como la destruccién de las muestras obtenidas y los
datos derivados de estas, atendiendo a las consideraciones éticas indicadas en
el protocolo.

Ademas, los sujetos que sufrieran alguna alteracibn en las analiticas de
seguimiento o enfermedad durante el desarrollo del estudio que a criterio de los
investigadores pudiera influir sobre los resultados podrian ser retirados del
estudio. También fue considerado motivo de retirada el donar sangre durante la

duracién del mismo.
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4.2.4. Consideraciones éticas

El protocolo para la recogida de muestras fue aprobado la Comision de
Investigacion del Instituto de Investigacion Sanitaria del Hospital Universitario La
Paz — IdiPAZ, asegurando que cumplia los requisitos metodologicos necesarios
y era viable en todos sus términos (Anexo 7).

También fue aprobado por el Comité Etico de Investigacién Clinica del Hospital

Universitario La Paz (Anexo 8) asegurando que:

- Se cumplian los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en
relacion con los objetivos del estudio y estando justificados los riesgos y

molestias previsibles para el sujeto.

- La capacidad del investigador y los medios de disponibles eran apropiados

para llevar a cabo el estudio.

- El procedimiento para obtener el consentimiento informado era adecuado y
no interferia con el respeto a los postulados éticos.

4.3. Poblacion de estudio

En este estudio se seleccionaron un total de 30 atletas, 15 hombres y 15 mujeres
en edad fértil, de forma que se aseguraba un nimero de sujetos, un nimero de
muestras por sujeto y un numero de replicados que garantizase la suficiente
potencia estadistica en las magnitudes estudiadas. Para el disefio de un estudio
de VB y la estimacion de la VB es necesario tener en cuenta la ratio entre la
imprecision analitica de los métodos de medida que se van a emplear y la
prevision de los estimados de VB que se van a obtener. Esta ratio junto con el
namero de individuos incluidos, el nUmero de muestras recogidas por individuo

y el nimero de replicados de cada muestra esta intimamente relacionada con la
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magnitud de los intervalos de confianza obtenidos (80). Teniendo en cuenta los
recursos obtenidos para la realizacion del estudio, se prioriz6 el numero de
muestras por sujeto sobre el nUmero de sujetos para asi dar mayor peso
estadistico (intervalos de confianza mas estrechos) a la VB), a costa de disminuir

ligeramente la potencia estadistica de los estimados de VBe.

4.4. Ambito del estudio

Los atletas fueron seleccionados a través de diferentes clubes de triatlon de la
Comunidad de Madrid, y participaron de forma voluntaria de acuerdo con los
criterios de inclusién y exclusién anteriormente descritos y tras haber sido

informados del estudio y dado su consentimiento por escrito.

La extraccion de las muestras fue realizada en la Unidad de Extracciones del
Servicio de Analisis Clinicos del Hospital Universitario La Paz, asi como el
andlisis inmediato de las muestras de gasometria, que fue realizado en uno de
los gasémetros de la Unidad de POCT acreditado por la norma I1SO 22870. El
analisis del resto de magnitudes se realiz6 en el Laboratorio Core del Servicio de

Andlisis Clinicos que se encuentra acreditado de acuerdo a la norma ISO 15189.

4 5. Variables de estudio

4.5.1. Variables principales

- CVi(estimados de VB intraindividual)

- CVe (estimados de VB interindividual)
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4.5.2. Variables secundarias

45.2.1. Variables derivadas de los estimados de Variacion

Bioldgica

- VRC (valor de referencia del cambio)
- 1l (indice de individualidad)

- EPA (especificaciones del rendimiento analitico)

4.5.2.2. Variables antropométricas

- Talla (m)

- Masa (Kg)

- Indice de masa corporal (IMC) (Kg/m2)
- Porcentaje de grasa corporal (%G) (%)
- Masa magra (Kg)

- Masa 6sea (KQg)

4.5.2.3. Variables relacionadas con el ejercicio

Prueba de esfuerzo

Frecuencia cardiaca maxima y minima (latidos-min-t)

Frecuencia cardiaca en umbral aerébico (latidos-min?)

Frecuencia cardiaca en umbral anaerébico (latidos-min-1)

Potencia maxima (Kw)

Potencia en umbral aerdbico (Kw)

VO2 méaximo (L-mint-Kg?)

Volumen espiratorio en VO2 maximo (L-min-t)

Datos de la actividad fisica diaria

Fecha (dia/mes/afio)

Tipo de deporte (Carrera, natacion, ciclismo y otros)

Distancia (metros para carrera y natacion, kilometros para ciclismo)

Duracion (horas:minutos)
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- Intensidad por intervalos de frecuencia cardiaca (T1-T5)

- Intensidad segun la escala de Borg (1-20)

Variables relacionadas con el pasaporte biologico del atleta
- indice ABPS
- indice OFF-hr

4.6. Consideraciones pre-analiticas, analisis y tratamiento de

las muestras

Con objeto de disminuir la variabilidad debida a factores pre-analiticos, todas las

condiciones de este proceso fueron estandarizadas.

4.6.1. Preparacion de los sujetos

La extraccion se realiz6 después de diez horas de ayuno, entre las 8-10 a.m.
para evitar la influencia de los ritmos circadianos (sabado por la mafana),
evitando la cena copiosa el dia previo a la toma de muestras, sin haber realizado
ninguna competicion durante al menos una semana y sin realizar ejercicio
intenso durante las 24 horas previas. Los sujetos permanecieron 10 minutos

sentados antes de llevarse a cabo la extraccion.

4.6.2. Recogida de las muestras de sangre

Para disminuir la posible variabilidad inter-flebotomista, la extraccion se realizé
siempre por la misma persona, utilizando palomilla y contenedores con vacio. Se
realiz6 mediante venopunciéon de la vena cefalica o cubital, después de haber
desinfectado la zona con alcohol de 70° y habiendo esperado a que este se

evapore.
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También se estandarizd6 la posicion del torniquete, aproximadamente 8
centimetros por encima del punto de venopuncién, asi como la duraciéon del
mismo, siendo siempre este inferior a 60 segundos. El procedimiento para la
inversion de los tubos consisti6 en una primera inversion inmediatamente
después del llenado del tubo y 3 inversiones cuando la extraccion hubo
finalizado.

Las muestras obtenidas de los atletas y su orden de extraccion fueron los

siguientes:

Tres muestras de suero en contenedor con gel separador de 8.5 mL

Una muestra con heparina de litio en jeringa para estudio de la gasometria

Una muestras de plasma (EDTA) de 10 mL (conservada entre 0-8 °C hasta

su congelacion)

Una muestra de sangre (EDTA) de 3.5 mL

Para mantener la trazabilidad del proceso de extraccion, todas las extracciones
estuvieron asociadas a un niumero de peticién y namero de sujeto en el programa
de gestién pre-analitica ConnectLab®. Ademas, todas las muestras fueron
identificadas con ese numero de extraccion de manera inequivoca hasta su

analisis (gasometria y hemograma) o alicuotado (suero y plasma).

4.6.3. Tratamiento y conservacion de las muestras

Las muestras de suero fueron centrifugadas durante 10 minutos a 2000 g.
Posteriormente fueron alicuotadas en crio-viales y almacenadas a -80°C en las
dos horas siguientes a la extraccion hasta su andlisis. Para mantener la
trazabilidad de los crio-viales fueron identificados con niumero de sujeto, nimero

de extraccion y tipo de muestra.
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4.6.4. Analisis de las muestras y métodos analiticos de medida

El analisis de las muestras se realiz6 por duplicado y tras asegurar que los
analizadores utilizados en el estudio cumplian con las especificaciones de
calidad (basadas en VB) para el control de calidad interno fijadas por el
laboratorio. Las magnitudes analizadas se describen a continuacion clasificadas
en funcion de la muestra obtenida para su determinacion, asi como el proceso
realizado para el analisis. Ademas, la metodologia empleada para la medicion

se describe en la tabla 4.

46.4.1. Sangre

Gasometria

pH, lactato, presién parcial de oxigeno (pO2), presiéon parcial de diéxido de

carbono (pC0O2), calcio ionizado, bicarbonato, exceso de bases, anién gap.

Las muestras para gasometria (Sangre completa— heparina de litio balanceada
con calcio) fueron analizadas en los 2 minutos posteriores al momento de la
extraccion para evitar la degradacién de la muestra y siempre en el mismo
analizador de gases ABL 90 (Radiometer) para disminuir el sesgo entre

analizadores.

Ademas, el analizador de gases cuenta con sistema automatizado de control
interno a tres niveles de concentracion y procesos de calibracion que se realizan
de manera periddica, asi como protocolos de verificacion y aseguramiento de la

calidad periddicos para asegurar la calidad de los resultados.

Hemograma

Recuento de hematies, hemoglobina, hematocrito, volumen corpuscular medio
(VCM), hemoglobina corpuscular media (HCM), concentracion corpuscular

media de hemoglobina (CHCM), distribucion de la serie roja (RDW), recuento
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leucocitario y de plaquetas, recuento y porcentaje de reticulocitos.

Las muestras para la determinacion de los pardmetros hematolégicos (sangre
completa - EDTA) fueron analizadas utilizando siempre el mismo analizador
(Advia 2120. Siemens Healthineers) en las dos horas siguientes a la extraccion
para asegurar su estabilidad en el momento del analisis y asi evitar la
degradacion de los elementos formes de la sangre (hematies, reticulocitos,

leucocitos y plaquetas).

El analisis se realizo tras verificar mediante el procesamiento del control interno
a tres niveles de concentracion que el analizador cumplia con las

especificaciones fijadas por el laboratorio (basadas en VB).

46.4.2. Suero

Enzimas

AST, ALT, GGT, amilasa, fosfatasa alcalina, LDH y CK.

Sustratos y proteinas

Glucosa, creatinina, bilirrubina total y la bilirrubina directa, colesterol total,
colesterol HDL (HDL) y colesterol LDL, (LDL), triglicéridos, urea, urato, proteinas

totales, albumina, PCR, ferritina, transferrina y troponina I.

Electrolitos

Calcio total, sodio, potasio, cloruro, fésforo, hierro y magnesio.

Las muestras de suero fueron descongeladas después de un afio almacenadas
a -80°C para la determinacion de las pruebas bioquimicas, centrifugadas durante

10 minutos a 2000 g a temperatura ambiente y analizadas en las tres horas

posteriores a su descongelacion.
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Para minimizar el sesgo analitico, las muestras de un mismo sujeto fueron
analizadas siempre dentro de la misma serie analitica en el mismo analizador.
El analisis se realizo tras verificar mediante control interno a dos niveles de
concentracion (Liquid Assayed Multiqual, Cardiac Biomarkers e Immunoassay
de BioRad) que el analizador cumplia con las especificaciones de calidad
establecidas por el laboratorio (criterios basados en VB) y siempre utilizando el

mismo lote de reactivo.

Ademas, se realizé la medida del indice de hemodlisis, lipemia (turbidez) e ictericia
para cada una de las muestras analizadas en suero. El criterio empleado para
descartar la influencia de cualquiera de estos interferentes en la medicién fue el
establecido por el laboratorio de Analisis Clinicos del Hospital Universitario la
Paz. Estos limites estan basados en resultados de interferogramas para cada
una de las magnitudes estudiadas y aplicando criterios basados en VB.

El analisis de las magnitudes bioquimicas en suero se realizé en el analizador
Advia 2400 (Siemens Healthineers) y todas las muestras fueron analizadas en

cuatro dias consecutivos.

Como excepcion, la medicion de troponina | se realiz6 en el analizador Atellica
Solution IM (Siemens Healthineers) utilizando un método de alta sensibilidad, en
las mismas condiciones que el resto de magnitudes bioquimicas, es decir,
analisis por duplicado y asegurando que las muestras pertenecientes a un atleta
fueran analizadas en la misma serie analitica. Todas estas muestras fueron
analizadas en tres dias consecutivos. El percentil 99 declarado por el fabricante
es de 53,5 ng/L para hombres y 38,6 ng/L para mujeres, siendo el limite de
cuantificacion 2,5 ng/L. Ademas, la imprecision al nivel de concentracion del
percentil 99 declarada es inferiror al 10%, por lo que cumple los criterios definidos
por el grupo de trabajo Task Force on Clinical Applications of Cardiac Biomarkers
de la International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine,

para ser considerado como un metodo de alta sensibilidad.
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Magnitud Método
Gasometria, instrumento Radiometer ABL 90
pH Potenciometria
pCO:2 Potenciometria
pO2 Sistema éptico
Ca? Electrodo de i6n selectivo
Lactato

Amperometria (lactato oxidasa)

Exceso de Bases Calculado
Bicarbonato Calculado
Anion gap Calculado
Bioquimica, Instrumento Siemens Healthineers ADVIA 2400
Sodio ISE Indirecto
Potasio ISE Indirecto
Cloruro ISE Indirecto
Glucosa Hexoquinasa
Creatinina Picrato alcalino cinético
Urea Ureasa, UV
Urato Uricasa, colorimetrico
Albdmina Verde de Bromocresol

Proteinas Totales

Biuret, sin blanco de suero, punto final

Colesterol Total

Colesterol oxidasa, esterasa, peroxidasa

HDL

Medida directa, polimero-polianion

LDL

Medida Directa

Triglicéridos

Enzimatico, punto final

Calcio Arsenazo Il
Fosforo Fosfomolibdonato
Magnesio Azul de Xilidil

Bilirrubina Total

Oxidacién vanadato

Bilirrubina Directa

Oxidacién vanadato

AST UV con P5P - IFCC

ALT UV con P5P - IFCC

GGT G-glutamil-carboxy-nitroanilida - IFCC

Fosfatasa Alcalina PNPP, AMP Tampoén - IFCC
LDH Enzimético. Lactato a Piruvato
Amilasa G7-PNP

CK NAC Activado - IFCC
Hierro

Ferrozina-desproteinizacion

Transferrina

Inmunoturbidimetria

Ferritina

Inmunoturbidimetria

PCR

Inmunoturbidimetria
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Magnitud Método
Inmunoensayo, instrumento Siemens Healthineers Atellica IM
Troponina | de alta sensibilidad Quimioluminiscencia
Hematimetria, instrumento Siemens Healthineers Advia 2120
Recuento de Hematies Citometria de flujo
Hemoglobina Espectrofotometria
Hematocrito Calculado
MCV Dispersion de luz
MCH Calculado, (HCT*10)/RBC
CHCM Calculado, (HB*100)/HCT
MCHCM Laser
RDW Calculado, Distribucion Eritrocitaria
Recuento de Leucocitos Citometria de Flujo
Reticulocitos (Recuento) Fluorimetria
Reticulocitos (Porcentaje) Calculado

Tabla 4. Métodos analiticos e instrumentos empleados para la medicion de las

magnitudes determinadas.

4.7. Metodologia estadistica

Para la realizacion del tratamiento estadistico de los datos se utilizaron las

aplicaciones de IBM SPSS statistics®, Analyze-it® y RStudio®

4.7.1. Caélculo de los estimados de Variacion Biologica

4.7.1.1. Deteccion de Outliers y verificacion de la
homocedasticidad

Se realizo el analisis de valores aberrantes o outliers, a tres niveles diferentes:

- Verificacion de outliers entre los resultados de los replicados de cada

muestra
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- Verificacion de outliers entre los resultados de las diferentes muestras de
cada sujeto
- Verificacion de outliers entre las concentraciones medias de los diferentes

sujetos

Ademas, se verificd la homocedasticidad (homogeneidad de las varianzas) entre
los diferentes sujetos y para todo ello se utilizaron los test de Reeds y C

Chrocrane.

4.7.1.2. Verificacion del estado estacionario de los individuos y

ausencia de error sistematico.

Se realizé un analisis de tendencia de cada magnitud en cada sujeto para
descartar la influencia de posibles patologias y otros procesos que hagan que
los sujetos no se encuentren en estado estacionario, pudiendo sobrestimar la
VB.

Ademas, se realiz6 un andlisis para descartar la existencia de tendencias a lo
largo del estudio de las diferentes magnitudes y asi poder descartar un posible
ES debido a errores en la medicién a lo largo del tiempo (ES inherente al método
en el caso de la hematologia y la gasometria) u otros sesgos asociados al

proceso de laboratorio (pre-analiticos).
Este andlisis consistié en el célculo de la recta de regresién con intervalos de
confianza al 95% de los componentes de la ecuacion y para considerar la

existencia de tendencia se debian cumplir dos criterios:

- Elintervalo de confianza de la pendiente debia no incluir el 0

- Coeficiente de determinacion (r?) >0,975
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4.7.1.3. Calculo de los estimados de Variacion Biolégica y de

los intervalos de confianza.

Para el calculo de los estimados de CVa, CViy CVe y sus intervalos de confianza,
se utilizé6 un modelo lineal mixto correspondiente al paquete Imer de Rstudio y
se realiz6 un analisis de la varianza (3-way ANOVA), previa transformacion

logaritmica de los resultados para asegurar una distribucion normal de los datos.

e Férmula = log(magnitud) ~ (1|Sujeto) + (1|Sujeto:Muestra)

4.7.2. Comparacion delos estimados de Variacion Bioldgicaen
atletas con los publicados en la bibliografia para

individuos sanos

Como fuente para los estimados de VB en individuos sanos, se escogieron los
estudios de mayor calidad metodoldgica disponibles en la bibliografia segun la
clasificacion propuesta por la herramienta de lectura critica BIVAC (29). El criterio
para considerar la existencia de diferencias significativas fue la ausencia de

solapamiento entre los intervalos de confianza de ambos estimados.

Para la comparacion de las magnitudes de gasometria, se compararon los
estimados derivados de los resultados de este estudio en atletas con los
publicados en la Dbibliografia derivados de individuos sanos.
Las referencias escogidas fueron la base de datos de Ricés y colaboradores,

actualizada por ultima vez en 2014 (16) y la actual base de datos de la EFLM (32).

En el caso de las magnitudes de bioquimica y hematologia, las fuentes
bibliograficas escogidas para la comparacion con individuos sanos fueron la base
de datos de la EFLM, el estudio EuBIVAS (20,21 y 22), el estudio publicado por el
BV-WG en magnitudes hematoldgicas (76) y la base de datos de Ricos y
colaboradores (14). Ademas, también se compararon los estimados de dos

estudios de VB realizados en atletas de Nunes (62) y Malcovati (60) para las
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magnitudes de PCR, Urato, Creatinina, Urea, CK, triglicéridos, colesterol total y

ferritina.

4.7.3. Analisis de las variables con potencial influencia sobre

la variacion biologica

Para realizar el andlisis de las variables antropométricas y del ejercicio sobre la
VB, se disefio con la aplicacion RStudio un modelo lineal de efectos mixtos en el
cual se incluyeron las variables seleccionadas que potencialmente pudieran
tener un efecto sobre la VB. Considerando el CVa, CVi y CVe como efectos

aleatorios y las variables a estudiar, de manera individual, como efectos fijos.

- Férmula sin efecto = log(magnitud) ~ (1|Sujeto) + (1|Sujeto:Muestra)

- Formula con efecto= log(magnitud) ~ Intensidad + (1|Sujeto) +
(1|Sujeto:Muestra)

Después, se verifico la mejoria de la verosimilitud del modelo para cada una de
las variables mediante la comparacion de los likelihood ratios pre y post inclusién

de la variable y se aceptdé como significativa una p<0,05.

Para cuantificar la magnitud del efecto encontrado, los estimados de VB
obtenidos tras la inclusion de cada una de las variables fueron comparados con
los estimados de VB previo a la incorporacion de estas variables y se calculé la

diferencia porcentual entre ambos estimados.

Se seleccionaron variables con potencial influencia sobre la VB, representativas
de la intensidad y la duracion del ejercicio realizado a partir de las tablas de
actividad fisica (Anexo 4) que los atletas recogieron a diario durante el desarrollo
del estudio, de los cuestionarios rellenados en cada visita por los atletas (Anexo

6) y de los resultados de la prueba de esfuerzo realizada.
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- Como variable de duracion se escogi¢ el numero de horas de actividad
fisica realizadas durante la semana en la que se realizo la recogida de las

muestras.

- Como variables de intensidad se escogi6 la media de la frecuencia cardiaca
(Rangos T1-T5) y la media de percepcidn subjetiva del esfuerzo (escala de
Borg 1-20) registradas por cada atleta en las actividades realizadas durante

la semana en la que se recogi6 la muestra.

- Para analizar la influencia del ejercicio realizado las 24 horas previas a la
obtencion de la muestra, se incluyd la respuesta incluida en el formulario
completado por los atletas el dia de la visita. “;Ha entrenado en las ultimas
24 horas?”.

- La variable escogida para analizar el efecto de la potencia aerdbica de los

atletas sobre la VB fue el VO2max resultado de la prueba de esfuerzo.

- También se seleccionaron como variables con potencial influencia sobre
los estimados de VB, el IMC y el porcentaje de grasa corporal medidos a
los atletas.

- Como variable para estudiar la influencia del estado de salud, se escogio la
respuesta a la pregunta realizada en el formulario de seguimiento: ¢Ha

estado enfermo durante la Gltima semana?

- Por ultimo, se analiz6 la influencia del tiempo de muestreo y para ello se

incluyo en el modelo el tiempo transcurrido entre las visitas de los atletas.

4.7.4. Intervalos de referencia bioldgicos

Se realiz6é la verificacion de la intercambiabilidad de los IRB derivados de
poblacion sana, de las magnitudes de bioguimica, gasometria y hemograma
analizadas con la poblacién de atletas. Los IRB que no fueron intercambiables
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entre ambas poblaciones fueron calculados a partir de las muestras de la

poblacion de atletas.

4.7.4.1. Intercambiabilidad de los intervalos de referencia

bioldgicos

La verificacion de la intercambiabilidad se llevo acabo siguiendo las indicaciones
del CLSI EP-28-A3C (81), con los resultados de la primera visita de los 30 atletas.
Los IRB se consideraron verificados si el 95% de los resultados estaban incluidos

dentro del rango que definen estos IRB.

47.4.2. Calculo de los nuevos intervalos de referencia

bioldgicos

La definicion de nuevos IRB se realizo segun el protocolo del CLSI EP-28-A3C.
Cuando la n es inferior a 120 sujetos, se deben utilizar métodos alternativos
robustos para asegurar validez de los IRB derivados de la poblacion. Para ello,
se escogid el método no paramétrico de Harrel-Davis basado en bootstrap, y
ademas, se incluyeron los resultados de todas las muestras recogidas de los 30

sujetos.
Para asegurar la robustez de los nuevos IRB solo se admitieron como validos los

que cumplieron el siguiente criterio: El intervalo de confianza (90%) definido para
cada extremo del IRB, debia ser inferior a 1/3 del extremo.

4.7.5. Célculo de especificaciones de las prestaciones

analiticas de Variacion Bioldgica en atletas

Se realiz6 el célculo de las EPAs deseables, para cada magnitud, en base a los

estimados derivados de VB y se utilizaron las siguientes ecuaciones:

101



4. Sujetos, Material y Métodos

e Imprecisién: CVepa=0,5- (CV))

e Error sistematico: ESepa= K- (CV/i2+ CVg?)05

e Error Total: ETera= K- (CVi2 + CV:9)Y2 + 1.65 - (0,5CV))

En caso de diferencias significativas debido al género, las especificaciones
seleccionadas seran las mas restrictivas, es decir, las correspondientes al grupo

con la VB mas estrecha.

4.7.6. Célculo del Valor de Referencia del Cambio y el indice de

individualidad

Para el célculo del VCR, se utilizo el método logaritmico para extremos
asimeétricos. Segun las recomendaciones actuales, independientemente de la
distribucion de los datos, se debe utilizar este método ya que el VCR siempre

presenta cierta asimetria (82):

- VRCpos = (exp(1,96 - 212 a*)—1) - 100

-~ VRChneg = - (€xp(1,96 - 212 . a*) — 1) - 100

- *a=(Ln (CVT+ 1)¥?
El VRC fue calculado a partir de los estimados globales excepto si se hallaron
diferencias significativas entre ambos sexos, en cuyo caso se calcularon e

informaron los VCR por separado para cada sexo.

El Il se calcul6 de acuerdo a la siguiente formula y se consider6 como

individualidad adecuada un Il menor de 0,6.

- I=CVi/ CVe
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4.7.7. Verificacion de los indices ABPS y OFF-hr en la

poblacion de atletas estudiada

Se realizé la estimacion del ABPS en la poblacion de atletas estudiada, a través
del paquete ABPS de R (83), el cual utiliza dos técnicas de clasificacion
avanzada basadas en un modelo bayesiano multiparamétrico y tecnologia SVM
(Support Vector Machine). Ambos sistemas estan entrenados utilizando una
base de datos con 591 perfiles hematolégicos, incluyendo 402 controles sanos y
199 muestras de atletas que abusaron de sustancias dopantes. Fueron incluidos
los resultados de siete magnitudes hematoldgicas (recuento de hematies,
hematocrito, hemoglobina, VCM, HCM, CHCM y RET%) de todas las muestras
extraidas a los atletas. Se identificaron las muestras cuyo resultado para el indice
ABPS estaba por encima del intervalo de referencia descrito que va desde -2,35
al.

Para el célculo del indice OFF-hr se utilizé la ecuacion OFF-hr = Hb (g/L) — (60 -
RET%)Y2. El intervalo de referencia descrito para el OFF-hr es 85-95,
considerandose un resultado sospechoso de dopaje los resultados por encima
de 133.
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5. Resultados

Fueron incluidos 30 atletas de los 32 candidatos iniciales para la participacion en
el estudio, 15 hombres y 15 mujeres con edades entre 19 y 53 afios, reclutados
de diferentes clubes de triatlébn de la Comunidad de Madrid y que cumplieron con

los criterios definidos para poder ser incluidos en el estudio (inclusion y exclusion).

Se recogieron un total de 292 muestras, con una media de 9,7 muestras por cada
atleta. No todas las extracciones se realizaron con una periodicidad exacta de un
mes debido a la falta de disponibilidad de los voluntarios del estudio, la

periodicidad media de las extracciones fue de 32 + 11 dias.

De los dos atletas que no cumplieron los criterios de inclusién, uno de ellos sufria
enfermedad tiroidea y el otro era heterocigoto para esferocitosis hereditaria. A
continuacion, se detallan las variables que describen a la poblacién de atletas

incluida.

5.1. Andlisis descriptivo de las variables antropométricas, del

rendimiento fisico y del laboratorio clinico

5.1.1. Resultados de las variables antropométricas

En la Tabla 5, se muestran los resultados de las variables antropométricas,
después de haber verificado la estabilidad de los sujetos durante el desarrollo del
estudio en estas variables, no observando tendencias con variaciones superiores
al 10 % en la representacion grafica de las distintas variables estudiadas para

ninguno de los sujetos incluidos.
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Hombres Mujeres
Rango Rango

Magnitud Mediana Mediana
intercuartilico intercuartilico
Altura (m) 1,8 1,7 - 1,8 1,7 1.6 - 1,7
Peso (Kg) 72,8 68,0 - 77,6 57,0 549 - 60,7
Grasa corporal (%) 11,2 90 - 13,0 18,3 16,4 - 21,1
Masa muscular (Kg) 62,3 57,6 - 64,7 45,5 41,7 - 471
Masa dsea (%) 3,3 30 - 34 2,4 2,2 - 25
IMC (Kg m™2) 230 [22,1 - 248 21,1 202 - 22,1
Agua corporal (%) 64,9 63,5 - 66,5 60,9 59,5 - 62,3

Tabla 5. Mediana y rango intercuartilico de las variables antropométricas
registradas durante cada una de las visitas de los atletas divididos en funcién del

género.

5.1.2. Resultados para las variables relacionadas con el
ejercicio

A continuacion, se detallan los resultados de las variables obtenidos a partir de la

prueba de esfuerzo realizada a los atletas y los datos de actividad fisica diaria

registrados.

Variables que definen el rendimiento cardiorrespiratorio de los atletas

Todos los atletas pasaron la prueba de esfuerzo con éxito y se verificé la ausencia
de arritmias patoldgicas, asi como presencia de isquemias al nivel de la carga
maxima alcanzada durante la prueba, teniendo en cuenta criterios

electrocardiogréficos y clinicos.

En la tabla 6 se muestran las variables que describen el rendimiento aerdbico de
los atletas incluidos en el estudio como resultados de la prueba de esfuerzo

realizada en la fase inicial del estudio.
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La mediana del VO2max fue considerada en la escala de Cooper K que esta

graduada de peor a mejor rendimiento aerdbico (muy pobre, mala, suficiente,

buena, excelente y superior) como superior, teniendo en cuenta la mediana de

edad, tanto para hombres (VOzmax > 48,1) como para mujeres (VOzmax > 40,1)

(84).

Hombres Mujeres

Mediana ) Rangoi ] Mediana ] Rango, )

intercuartilico intercuartilico

Edad (afios) 41 32 - 42 34 30 - 39

VO;max (L Kg'l) 50 46,7 - 55,3 43,8 40,7 - 48,2
Potencia maxima en

VO,max (W) 383 338 - 389 268 250 - 283

Potencia en umbral 212 195 - 244 135 123 - 156
anaerdbico (W)
Potencia maxima

51 49 - 56 47 41 - 49

relativa (W Kg?) ’ ’ ’ ’ ’ ’

Min FC (Ipm) 62 55 - 70 72 61 - 85

Max FC (Ipm) 174 166 - 181 175 169 - 180
Ventilacion en

VOzmax(Lmin'I) 146 141 - 163 110 87 - 124

SITILE X 1 137 131 - 143 133 129 - 135

(Ipm)
Umbra'“;':;’mb'w 157 150 - 161 160 152 - 163

Tabla 6. Mediana y el rango intercuartilico de los resultados obtenidos en

prueba de esfuerzo incremental realizada por los atletas en funcion del género.
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Variables que definen el tipo de deporte, la frecuencia y duracién de las

sesiones de entrenamiento de los atletas

Cuatro de los 32 atletas no entregaron los datos de actividad fisica diaria por lo

que sus datos no estan incluidos en estos resultados.

A continuacion, se muestra un resumen de los datos de actividad fisica registrados
por los atletas durante el desarrollo del estudio. En la tabla 7 podemos observar
el periodo de tiempo durante el cual los atletas registraron su actividad fisica diaria,

asi como el nimero de entrenamientos registrados, su duracion y frecuencia.

Datos de actividad fisica registrados

Variable Media sD

N de dias registrados 285 86

N2 total de sesiones registradas 289 119
Frecuencia de sesiones a la semana 8,0 2,3
Duracidn de las sesiones (Horas/sesion) 1,2 0,4
Horas entrenamiento a la semana 9,2 2,3

Tabla 7. Media y desviacién estdndar (SD) del nimero de dias y sesiones
registrados, asi como la frecuencia, y duracion de la actividad fisica diaria

realizada por los atletas.

El 27 % de las sesiones registradas fueron dedicadas a entrenar el ciclismo, el
33% la carrera, el 23% la natacion y el 17% restante a otros deportes, entre ellos

el fitness, kayak, padel, esqui, surf, skating, el senderismo y la escalada.
Los sujetos participantes realizaron mayoritariamente ejercicio fisico aerdbico en

las disciplinas de natacion, atletismo y ciclismo, considerandose en funcién del

mismo una poblacidon homogénea.
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Como se puede observar en la tabla 8, el tiempo medio por sesion dedicado al
ciclismo es el doble que el dedicado a la carrera y la natacion. La intensidad media
de los entrenamientos de carrera es superior a la registrada durante los
entrenamientos de ciclismo y natacion, observandose una buena correlacién con
el esfuerzo medio percibido por los atletas, siendo este mayor en carrera, seguido

del ciclismo y finalmente la natacion.

Ciclismo Carrera Natacién
Media SD Media SD Media SD
Tiempo (horas) 1,8 0,5 0,7 0,1 0,8 0,2
Distancia (Km) 47 12 7,4 2,5 1,9 0,5
Intensidad (T1-T5) 2,9 0,6 3,1 0,5 2,7 0,6

Frecuencia cardiaca media 133,7 15,1 151,2 13,0 133,7 12,3

PercepCi()n SUbjetiva del 14.0 15 14.3 15 13.6 1.6
esfuerzo (1-20)

Tabla 8. Duracion, distancia e intensidad en funcion del tipo de deporte practicado

en los entrenamientos registrados por los atletas.

5.1.3. Resultados de las variables de laboratorio

Se analizaron por duplicado 292 muestras, obteniendo un total de 584 resultados
para cada magnitud analizada. No se obtuvieron resultados para el indice de
hemodlisis, ictericia o lipemia que pudiera interferir en la medicion de las
magnitudes analizadas segun los criterios del laboratorio, descritos en el apartado
4.6.4.2.

Debido a que la distribucion de los resultados de todas las magnitudes no fue
paramétrica y para mantener la homogeneidad se decidié expresar los resultados

como mediana y rango intercuartilico (tablas 9, 10y 11).
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Gasometria

Magnitud Unidades Mediana Rango intercuartilico
pH - 7,36 734 - 7,38
pCO; mmHg 50,80 46,20 - 54,60
[]0)]) mmHg 24,60 20,30 - 31,80
CaZ* mmol/L 1,22 1,19 - 1,24
Bicarbonato mg/dL 28,40 26,70 - 29,80
Lactato mg/dL 0,80 060 - 1,10
Anion Gap - 11,90 11,00 - 12,60

Tabla 9. Mediana y rango intercuartilico de la concentracion de las magnitudes de
la gasometria analizadas en la poblacidén de atletas estudiada para las cuales no

se encontraron diferencias entre ambos sexos.

Bioquimica
Magnitud Sexo Unidades Mediana Rango intercuartilico
Albumina 3/Q g/dL 4,4 4,3 - 4,6
ALT d/9? ul/L 15,0 11,0 - 20,0
Amilasa g /9 ul/L 66,0 56,0 - 77,0
AST Jd/9 ul/L 26,0 21,0 - 31,0
Bilirrubina directa F/Q mg/dL 0,2 0,2 - 0,3
Bilirrubina total g /9 mg/dL 0,7 0,5 - 0,8
Calcio 3/Q mg/dL 9,5 9,2 - 9,6
CK g/ ul/L 160,0 88,8 - 261,0
Cloro g/9 mEq/L 104,5 103,5 - 105,8
Colesterol HDL g/9? mg/dL 59,6 50,8 - 67,8
Colesterol LDL g/Q mg/dL 99,9 85,9 - 113,9
Colesterol Total g /9 mg/dL 160,0 1480 - 1825
Creatinina d mg/dL 1,0 0,9 - 12
Q 0,8 0,8 - 0,9
Ferritina g ng/mL 60,3 38,4 - 1111
Q 20,9 12,4 - 36,6
Fosfatasa Alcalina 3/Q ul/L 59,0 50,0 - 71,0
Fosfato g /9 mg/dL 3,6 3,3 - 3,9
Q 19,0 14,0 - 23,0
Glucosa g /9 mg/dL 75,5 72,0 - 79,3
Hierro s ug/dL 81,4 67,2 - 1089
Q 63,4 42,9 - 93,7
LDH d/? ul/L 171,0 154,0 - 189,3
Magnesio g/9 mg/dL 2,1 2,0 - 2,2
Potasio g/9 mEq/L 4,3 4,2 - 4,6
PCR g/9 mg/L 0,2 0,1 - 0,8
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Bioquimica

Magnitud Sexo Unidades Mediana Rango intercuartilico

Proteinas totales g/9 g/dL 7,1 6,3 - 7,5
Sodio d/® mEq/L 141,4 140,7 - 1421
Transferrina g mg/dL 259,5 2410 - 2740
Q 287,0 247,5 - 313,0

Triglicéridos g/Q mg/dL 62,0 49,0 - 76,0

Urato g mg/dL 5,6 5,1 - 61

Q 4,2 3,6 - 4,6

Urea g/Q mg/dL 39,0 33,0 - 45,0
Troponina | o ng/L 13,3 7,5 - 46,2

Q 6,1 3,8 - 30,6

Tabla 10. Mediana y rango intercuartilico de la concentracion de las magnitudes
bioguimicas analizadas en la poblacion de atletas estudiada. Las magnitudes en

las que existen diferencias en funcion del sexo, se presentan por separado.

Hemograma

Magnitud Unidades Sexo Mediana Rango
Hematies 10%/uL g 4,9 4,7 - 5,1
Q 4,5 4,3 - 4,7
Hemoglobina g/dL d 14,9 143 - 155
Q 13,9 |133 - 144
Hematocrito % g 45,7 1440 - 471
Q 42,8 41,0 - 443
VCM fl /9 94,1 |906 - 969
HCM pg g/9 309 |294 - 318
CHCM g/dL g/? 32,7 32,1 - 33,2
mCHCM g/dL g/ 32,6 32,0 - 331
RDW % g/? 13,2 12,8 - 13,6
Reticulocitos % c/? 13 11 - 17
103/uL /9 62,4 |508 - 77,0
Leucocitos 103/uL /9 51 44 - 5,9
Plaquetas 103/uL /9 216,0 187 - 253

Tabla 11. Mediana y rango intercuartilico de la medida de las magnitudes
hematolégicas analizadas en la poblacion de atletas estudiada. Las magnitudes

en las que existen diferencias en funcion del sexo, se presentan por separado.
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5.2. Estimados de  Variacion Bioldgica intra e

interindividuales

Los resultados de los estimados de Variacion Bioldgica intra e interindividuales
para las magnitudes de gasometria, bioquimica y hematologia se muestran en las
tablas 12, 13y 14.

Después de realizar el andlisis para la deteccién de los outliers, una media de 3,7
(0,1 — 13,9) % de los resultados fueron eliminados. Las magnitudes con mayor
porcentaje de outliers eliminados fueron el recuento de leucocitos (13,9%), el
RDW (12,5%), la AST (10,1%) el recuento de reticulocitos (9,4%). En estas
magnitudes fueron eliminados hasta tres sujetos por falta de homocedasticidad o

por no cumplir los criterios de Reed’s.

En el caso de la troponina |, también fueron eliminados tres sujetos debido a
valores muy por encima de la normalidad y del resto de atletas (no cumplieron
criterios de Reed’s). Los valores medios de troponina | para estos tres sujetos
fueron de 484,7 , 728,6 y 923,2 ng/L. Ademas, para el calculo de los estimados
de la troponina | se descartaron 57 resultados por debajo del LoQ declarado por
el fabricante 2,5 ng/L.

La mayoria de las magnitudes como la hemoglobina (figura 4), cumplieron los
criterios de homocedasticidad (C Cochrane), sin embargo, hubo un grupo de
magnitudes que fueron consideradas como no homocedasticas porque la
dispersion de los resultados los atletas no cumplio los criterios de C Cochrane.
Entre este grupo se encontraron la amilasa, la bilirrubina total y directa, la CK, la

ferritina, transferrina y hierro, la GGT, la PCR, el lactato y la troponina | (figura 5).
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Figura 4. Diagrama de cajas con los resultados de hemoglobina (g/dL) para cada

uno de los sujetos incluidos en el estudio, que fue considerada una magnitud

homocedastica.
’

150 - -
=z
{=)] ..
= 100 Sexo
j= Hombres
§_ El Mujeres
2
l_

50-

Eé I

]
— — e =

23456 78 91011121314 1516 17 18 1920 21 22 23 24 25 2§ 27 28 20 31 32
Sujetos

Figura 5. Diagrama de cajas con los resultados de troponina | (ng/L) para cada
uno de los sujetos incluidos en el estudio, que fue considerada una magnitud no
homocedastica.
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Para el calculo de los estimados de VB, primero se realiz6 el calculo separando
en dos grupos segun el sexo; en caso de solapamiento de los IC, se consideré
gue no existian diferencias significativas y por tanto, se muestran los estimados
de forma conjunta. Se encontraron diferencias significativas entre los dos géneros
para las siguientes magnitudes: recuento de plaquetas, ferritina, fosfatasa
alcalina, hierro y urea. Para estas magnitudes se expresan los estimados por

separado en funcion del sexo.
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Figura 6. Representacion grafica de la media de los resultados de todos los
sujetos para el analisis de tendencia de la hemoglobina (g/dL) en azul y la

glucosa (mg/dL) en rojo, en funcion del tiempo.

Respecto al andlisis de tendencia, aplicando los criterios especificados, no se
evidencio tendencia significativa para ninguna de las magnitudes, ni entre los
resultados de un mismo sujeto, ni para el conjunto de todos los resultados como

se puede observar en las figuras 6 y 7.

Estos resultados verificaron que las magnitudes estudiadas se mantuvieron

estables durante el desarrollo del estudio para los atletas, ademas de la ausencia
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de un sesgo significativo entre las mediciones de las magnitudes de hemograma

y gasometria (andlisis en distintas series analiticas).
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Figura 7. Representacion grafica de los resultados de un individuo para el
analisis de tendencia de la creatinina (mg/dL) en azul y la albimina (g/dL) en rojo

en funcion del tiempo.
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Estimados de Variacion Bioldgica de magnitudes de la gasometria
N2 de
Ne de % de
Mensurando | Unidades resultados Media SD Sexo CVa CVi IC (95%) CVe IC (95%)
sujetos Outliers
incluidos
Bicarbonato mg/dL 30 574 1,7 28,2 1,9 g/? 0,6 4,6 42 - 50 6,7 67,9 - 8,9
Ca% mmol/L 30 573 1,9 1,2 0,0 g/® 0,5 1,8 16 - 20 2,0 1,5 - 2,7
Exceso de
- 30 565 3,3 2,0 1,3 g/@ | 12,3 | 146,0 | 1346 - 159,5| 216,8 |1354 - 465,9
Bases
pCO; mmHg 30 578 1,0 50,0 5,2 g/® 0,8 7,8 72 - 8,6 10,4 8,0 - 13,9
pH - 30 575 1,5 7,362 10,024 | &/ |0,049| 0,295 (0,271 - 0,323| 0,312 (0,240 - 0,419
[H*] nmol/L 30 571 2,2 42,7 3,0 dg/® 0,9 4,8 44 - 53 5,1 3,9 - 6,8
pO.* mmHg 30 576 1,4 27,9 8,7 g/® 3,2 24,4 22,4 - 259 26,6 203 - 36,2
Lactato* mg/dL 30 569 2,6 0,9 0,3 g/9 9,6 34,0 31,1 - 375 27,9 20,7 - 38,7
Anion Gap - 30 564 3,4 11,3 1,0 dg/? 7,5 12,4 11,0 - 139 5,5 3,2 - 8,3

Tabla 12. Numero de sujetos y resultados incluidos para el calculo de los estimados de VB, porcentaje de outliers excluidos, media y
desviacion estandar (SD) de los resultados, imprecision analitica (CVa), estimados de VB intraindividual (CV)) e interindividual (CVg)
y sus intervalos de confianza al 95% para las magnitudes de la gasometria en atletas separados en el caso de que hubiera diferencias

significativas. * Magnitudes no homocedasticas.
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Estimados de Variacion Bioldgica de magnitudes bioquimicas

N2 de
N2 de % de
Mensurando Unidades resultados Media SD Sexo CVa CVi IC (95%) CVe IC (95%)
sujetos Outliers
incluidos
Albumina g/dL 30 575 1,5 4,4 0,2 3/? 1,1 3,2 29 - 35 3,8 2,9 - 51
ALT ul/L 30 535 8,4 15,2 4,5 g/? | 23,0 27,6 24,2 - 314 30,7 23,1 - 42,6
Amilasa* ul/L 29 556 4,8 66,6 15,6 g/9 1,4 8,8 81 - 9,6 22,7 179 - 30,8
AST ul/L 28 525 10,1 25,3 6,0 3g/? 9,2 17,2 155 - 19,1 24,7 189 - 33,8
Bilirrubina
mg/dL 29 550 5,8 0,22 0,09 3g/? 4,0 25,2 23,0 - 27,7 28,3 21,5 - 38,9
directa*
Bilirrubina
mg/dL 29 556 4,8 0,72 0,25 3g/? 1,7 23,7 21,8 - 259 27,8 21,6 - 38,2
total*
Calcio mg/dL 30 575 1,5 9,4 0,2 g/? 1,3 1,9 1,7 - 21 2,3 1,8 - 31
CK* ul/L 30 548 4,5 189,2 (1035| o/¢9 5,4 48,7 443 - 50,1 57,8 43,1 - 83,1
Cloro mEq/L 30 570 2,4 104,9 1,3 g/? 0,4 1,2 1,1 - 13 1,2 0,9 - 16
Colesterol HDL mg/dL 29 554 5,1 59,1 10,5 g/? 1,2 8,7 80 - 95 18,8 14,8 - 25,6
Colesterol LDL mg/dL 30 552 5,5 100,7 24,3 g/? 1,4 10,6 9,7 - 116 28,0 22,2 - 38,1
Colesterol Total | mg/dL 28 547 6,3 165,3 | 25,0 g/? 1,3 7,0 64 - 77 13,8 10,7 - 18,6
Creatinina mg/dL 29 555 5,0 0,9 0,1 g/? 3,0 4,5 40 - 50 13,3 105 - 17,8
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Estimados de Variacion Bioldgica de magnitudes bioquimicas

N2 de
N2 de % de
Mensurando Unidades resultados Media SD Sexo CVa CVi IC (95%) CVe IC (95%)
sujetos Outliers
incluidos
d 2,7 22,3 19,8 - 254 81,4 59,5 - 147,1
Ferritina*® ng/mL 30 574 1,7 58,9 50,6
Q 5,3 39,2 34,2 - 45,7 71,9 48,1 - 127,9
Jd 1,5 7,0 6,2 - 8,0 15,0 10,7 - 22,8
Fosfatasa ul/L 29 561 3,9 60,2 13,7
Alcalina Q 1,3 9,5 85 - 109 28,3 20,7 - 449
Fosfato mg/dL 30 576 1,4 3,6 0,3 3g/? 2,1 9,3 86 - 10,2 7,8 5,8 - 10,6
GGT* ul/L 30 582 0,3 21,6 9,3 g/? 8,5 20,1 183 - 22,1 41,7 32,2 - 57,1
Glucosa mg/dL 30 569 2,6 76,0 4,4 g/? 1,2 5,9 54 - 6,5 5,2 5,4 - 6,5
d 1,1 29,1 26,0 - 33,0 24,4 16,7 - 40,1
Hierro* pg/dL 30 572 2,1 83,1 28,2
Q 1,3 44,0 393 - 50,0 36,4 248 - 59,8
LDH ul/L 28 542 7,2 170,9 | 20,9 g/? 1,0 8,3 76 - 91 11,5 8,8 - 15,6
Magnesio mg/dL 30 578 1,0 2,1 0,1 g/? 1,6 3,3 30 - 3,7 3,7 2,9 - 50
PCR* mg/L 30 566 3,1 0,63 0,59 g/9 8,6 141,5 130,5 - 154,5| 155,6 120,9 - 213,0
Potasio mEq/L 29 546 6,5 4,4 0,2 g/? 0,6 4,6 42 - 51 4,3 3,3 - 59
Proteinas
g/dL 30 571 2,2 7,1 0,3 g/? 0,9 3,4 32 - 338 4,6 3,6 - 6,2
totales
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Estimados de Variacion Bioldgica de magnitudes bioquimicas

N2 de
N2 de % de
Mensurando Unidades resultados Media SD Sexo CVa CVi IC (95%) CVe IC (95%)
sujetos Outliers
incluidos
Sodio mEgq/L 30 569 2,6 141,4 0,7 3/? 0,4 0,5 04 - 0,6 0,4 0,3 - 0,6
Transferrina mg/dL 30 578 1,0 269,2 | 35,4 g/? 1,4 4,8 44 - 53 12,5 9,8 - 16,5
Triglicéridos mg/dL 29 540 7,5 62,1 12,0 g/9 2,3 19,3 17,7 - 21,1 22,2 16,9 - 30,3
Urato mg/dL 30 573 1,9 4,9 1,0 3g/? 1,0 8,9 82 - 97 20,6 26,3 - 27,8
mg/dL e 1,3 12,6 11,2 - 144 10,3 6,9 - 16,1
Urea 30 570 2,4 38,7 7,5
mg/dL Q 1,4 16,0 14,7 - 18,2 20,9 14,7 - 34,2
4,6-
Troponina I* ng/L 27 467 11,4 7,3%* g/? 4,7 49,4 45,4 - 54,73 123,5 96,8 - 169,9
21,5

Tabla 13. Numero de sujetos y resultados incluidos para el célculo de los estimados de VB, porcentaje de outliers excluidos, media y
desviacion estandar (SD) de los resultados, imprecisién analitica (CVa), estimados de VB intraindividual (CV)) e interindividual (CVg)
y sus intervalos de confianza al 95% para las magnitudes bioquimicas en atletas separados en el caso de que hubiera diferencias
significativas. Los estimados en los que se encontraron diferencias entre ambos sexos se reportan por separado. * Magnitudes no
homocedasticas. ** La concentracion de la troponina | estad expresada como mediana y rango intercuartilico debido a la distribucion

no gaussiana de los datos.
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Estimados de Variacion Bioldgica de magnitudes hematolégicas
Mensurando | Unidades hHCR  IRHCRIEEIERES | Yack Media | SD Sexo CVa cv, IC (95%) CVe IC (95%)
sujetos incluidos Outliers

Hemoglobina 108/uL 30 574 1,7 144 | 08 | g/° 0,9 34 31 - 37 5,6 4,4 - 7,4
Hematies g/dL 30 578 1,0 4,7 03 | /9 0,8 34 32 - 38 7,2 57 - 9,6
Hematocrito % 30 578 1,0 44,0 22 | g/° 0,9 3,5 32 - 38 4,8 3,7 - 6,4
VCM fL 30 568 2,7 94,3 4,6 g/9 0,2 1,3 1,2 - 14 4,7 3,0 - 6,4
HCM pg 30 580 0,7 30,8 16 | g/¢% 1,1 1,5 1,3 - 1,7 51 40 - 6,7
CHCM g/dL 30 582 0,3 32,7 | 06 | /9 1,1 1,6 1,4 - 18 1,7 1,3 - 2,3
mCHCM g/dL 30 572 2,1 32,6 0,8 g/9 0,1 1,7 16 - 19 2,4 1,9 - 3,3
RDW % 27 511 12,5 119 | 41 | g/° 0,8 2,2 20 - 24 3,6 2,8 - 4,9
Reticulocitos (%) % 30 558 4,5 1,4 03 | /9 9,9 23,8 | 216 - 263 | 169 | 124 - 235
Reticulocitos 103/uL 27 529 9,4 61,7 9,6 g/9 10,0 239 21,6 - 26,5 12,4 8,1 - 18,1
OFF-hr Score - 30 559 3,0 71,8 | 11,9 s 60 4 99 - 132 100 bh - 1528
Q 5.8 19,5 1172 - 22,3 12,3 7.8 - 19.9
Leucocitos 103/uL 27 503 13,9 4,8 1,5 g/9 2,1 12,2 | 11,1 - 13,4 13,0 9,8 - 17,9
Plaquetas 103/uL 30 572 2,1 219,8 | 413 | o/° 2,9 7,9 72 - 8,6 19,4 15,2 - 25,8

Tabla 14. Numero de sujetos y resultados incluidos para el célculo de los estimados de VB, porcentaje de outliers excluidos, media y
desviacion estandar (SD) de los resultados, imprecision analitica (CVa), estimados de VB intraindividual (CV)) e interindividual (CVg)y
sus intervalos de confianza al 95% para las magnitudes bioquimicas en atletas separados en el caso de que hubiera diferencias

significativas. Los estimados en los que se encontraron diferencias entre ambos sexos se reportan por separado.
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5.3. Comparacion de los estimados de Variacion Biologica en
atletas con los publicados en la bibliografia en poblacion

Sana

Para facilitar la comparacion y la visualizacion, los resultados de las fuentes
bibliograficas utilizadas para comparar los estimados de BV en individuos sanos

han sido incluidos en las tablas junto con los resultados de este estudio (tabla 15).

Comparacion de los estimados de Variacion Bioldgica de las magnitudes de la
gasometria derivados de este estudio con los disponibles en la bibliografia
Base de Datos Base de Datos
Estimados en atletas
EFLM (32) Ricés 2014 (16)
Mensurando CVi(IC 95%) CVe (IC 95%) CVi CVe CVi CVe
Bicarbonato 4,6 (4,2-5,0) 6,7 (5,2-8,9) - - 4,0 4,8
Calcio ionizado 1,8(1,6-2,0) 2,0(1,5-2,7) - - 1,7 1,9
Exceso de Bases | 146,0 (134,6 - 159,5) 216,8 (135,4 - 465,9) - - 76,4 43,2
pCO: 7,8(7,2-8,6) 10,4 (8,0-13,9) - - 4,8 53
pH 0,295 (0,271 -0,323) 0,312 (0,240-0,419) - - 0,200 -
[H*] 4,8 (4,4-5,3) 51(3,9-6,8) - - 3,5 2,0
pO: 24,4 (22,4 - 25,9) 26,6 (20,3 - 36,2) - - - -
Lactato 34,0 (31,1-37,5) 27,9 (20,7 - 38,7) 31,0 29,0 27,2 16,7

Tabla 15. Comparaciéon de los estimados de VB intraindividual (CV)) e
interindividual (CVg) de magnitudes de la gasometria derivados de los resultados
de este estudio en atletas, con los publicados en la bibliografia en individuos

sanos.

Los estimados de VB para las magnitudes de la gasometria en nuestra poblacion
de atletas fueron ligeramente superiores en el caso del calcio ionizado y

claramente superiores en el resto, donde el limite inferior del IC (95%) de todos
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los estimados fue superior al valor reportado en la base de datos de Ricos y
colaboradores y la base datos de la EFLM, tanto para el CVicomo para el CVg,
exceptuando el estimado de CVg para el lactato. En el caso de la VB de la pO2 no

existen estudios en la literatura para poder realizar la comparacion.

Los estimados de VB de las magnitudes bioquimicas relacionadas con el
metabolismo férrico (hierro, ferritina y transferrina) fueron claramente mayores a
los publicados en individuos sanos. En el caso de los estimados de las magnitudes
relacionadas con el metabolismo lipidico (Colesterol Total, HDL, LDL vy
triglicéridos) a pesar de ser mas altos excepto para los triglicéridos, no se
observan grandes diferencias, produciéndose un solapamiento entre los IC 95%
de los estimados derivados de este estudio con las fuentes escogidas como
referencia en individuos sanos (Base de datos de la EFLM, Ric6s y EuBIVAS),
excepto en el caso del estimado de CV, para el LDL y HDL (tabla 16).

Los estimados de VB de las enzimas estudiadas fueron mayores para GGT, ALT,
AST, fosfatasa alcalina y CK que los publicados en individuos sanos. En el caso
de la amilasa y la LDH los estimados para CV) son significativamente superiores
a los reportados por el estudio EuBIVAS pero no por los de la base de datos de
RicOs y colaboradores. Por otra parte, los estimados para CK fueron muy similares

a los ya publicados en atletas (tabla 16).

ElI CVide los electrolitos estudiados es significativamente superior a los publicados
en el estudio EuBIVAS en el caso del fosfato, potasio y cloruro. Sin embargo, no
se observaron diferencias significativas, entre los estimados de VB para el sodio,

calcio y magnesio entre individuos sanos y atletas (tabla 16).

Entre el resto de sustratos estudiados en atletas, cabria destacar las diferencias
significativas encontradas para el CV,en el caso de las proteinas totales, la PCR
la bilirrubina total y la directa. No se observaron diferencias significativas entre los
estimados de VB en atletas e individuos sanos para las magnitudes de creatinina,

albumina, glucosa, urato y urea (tabla 16).
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Todos los estimados de CVi en atletas derivados de este estudio para las
magnitudes hematologicas fueron significativamente mayores a los publicados en
individuos sanos en el estudio EuBIVAS, exceptuando el recuento leucocitario y
plaquetario. En el caso del VCM, la HCM y el RDW no se encontraron diferencias
significativas al comparar los estimados en atletas con los reportados por Ricés y
colaboradores. Los estudios publicados en atletas observaron CViinferiores a los

observados en este estudio (tabla 17).

5.1. Andlisis de la influencia de las variables seleccionadas

sobre los estimados de Variacion Bioldgica

Después de realizar el analisis de cada una de las variables con potencial
influencia sobre la VB para cada una de las magnitudes de laboratorio estudiadas,
se realizo el recuento de las magnitudes con una variacion relativa (antes y
después de incluir la variable a estudio en el modelo lineal mixto) de los estimados
de VB de mas del 2%. Ademas, en las figuras 8 y 9 se pueden observar las
maximas disminuciones y aumentos del CV,y CVs encontradas tras la inclusion

de las variables seleccionadas en el modelo.

El tiempo de muestreo, no afecté a la mayoria de las magnitudes estudiadas,
observandose la mayor reduccion en el CVidel CHCM (5.4%) y siendo el efecto

sobre el CV,del resto de magnitudes inferior al 4%.

En el caso de la enfermedad, la mayoria de las magnitudes no se vieron afectadas.
La variable con mayor correccion del CV, fue la PCR, con una disminucion del
5,8%, pasando de un 134%, antes de tener en cuenta la presencia o no de
enfermedad la semana previa a la extraccion, a un 126,4% después de incluir la

variable en el modelo.
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Comparacion de los estimados de Variacion Biologica de las magnitudes bioquimicas derivados de este estudio con los disponibles en la bibliografia

Base de Datos Estudios en
Estimados en atletas Base de Datos EFLM (32) Estudio EuBIVAS (23, 25, 28)

Ricés 2014 (16) atletas (67, 69)

Mensurando CV, (1IC95%) CVg (IC 95%) CV, (IC95%) CVe (IC 95%) CV, (IC95%) CVg (IC 95%) Ccv, CVe Cv, CVe
Hierro 37,1(34,0-40,3) 33,3 (25,7 -46,2) = = = - 26,5 23,2 - -
Transferrina 4,8 (4,4-5,3) 12,5(9,8 - 16,5) - - 3,4 (3,1-3,6) 13,9 (12,2-16,4) 3,0 4,3 - -
Ferritina 30,8 (28,2 -34,1) 94,8 (69,8 - 144,2) - - - - 14,2 15,0 23,5%* -

Colesterol Total 7,0(6,4-7,7) 13,8 (10,7 - 18,6) 5,8(5,2-7,8) 17,3 (14,8 - 17,8) 5,2 (4,9 -5,5) 17,4 (15,1 - 20,4) 6,0 15,3 5,4* 15,8*
Colesterol LDL 10,6 (9,7 - 11,6) 28,0(22,2-38,1) 7,0(5,1-10,7) 20,9 (17,4 - 38,0) 8,5(8,1-8,9) 28,2 (24,4 - 33,0) 7,8 20,4 - -
Colesterol HDL 8,7 (8,0-9,5) 18,8 (14,8 - 25,6) 5,7(5,7-7,7) 24,8 (20,5 - 26,1) 5,7 (5,4 - 6,0) 25,1 (21,5 - 29,3) 7,3 21,2 - -

Triglicéridos 19,3 (17,7 - 21,1) 22,2 (16,9 - 30,3) 20,3 (19,2 - 24,8) 38,9 (32,8 - 47,3) 19,8 (18,9 - 20,9) 40,3 (34,6 - 48,1) 19,9 32,7 24,0* 36,6*
Glucosa 5,9 (5,4 - 6,5) 5,2 (5,4 - 6,5) 4,8 (4,7 -6,8) 7,9 (5,5 - 8,1) 4,7 (4,4 - 4,9) 8,1(7,1-9,7) 5,6 7,5 = =
AST 17,2 (15,5-19,1) 24,7 (18,9 - 33,8) - - 9,5 (9,0-10,2) 20,3 (17,7-24,2) 12,3 23,1 - -
ALT 27,6 (24,2 -31,4) 30,7 (23,1-42,6) - - 9,3 (8,7-10,0) 28,0 (24,7-33,9) 19,4 41,6 - -
GGT 20,1(18,3-22,1) 41,7 (32,2-57,1) - - 8,9 (8,1-9,7) 45,1 (38,9-54,2) 13,4 42,15 - -
Fosfatasa Alcalina 8,3(7,7-9,1) 22,5(17,7 - 30,5) - - 5,3 (5,0-5,7) 24,9 (21,4-29,3) 6,5 26,1 - -
Amilasa 8,8(8,1-9,6) 22,7 (17,9-30,8) - - 6,3 (6,0-6,7) 24,9 (21,9-30,1) 8,7 28,3 - -
LDH 8,3(7,6-9,1) 11,5 (8,8 - 15,6) - - 5,2 (5,0-5,5) 12,6 (10,8-14,7) 8,6 14,7 - -

CK 48,7 (44,3 -50,1) 57,8 (43,1-83,1) - - 14,5 (13,8-15,4) 37,9 (32,8-45,8) 22,8 40 43,3* 67,9*

Urea 14,3 (13,2 - 15,7) 20,4 (16 - 27,9) - - 14,1 (13,4-14,8) 22,5 (19,8-27,0) 22,1 18,7 14,4* 20,0*

Creatinina 4,5(4,0 - 5,0) 13,3 (10,5-17,8) - - 4,7 (4,4-5,1) 17,8 (15,3-21,3) 6,0 14,7 8,51* | 11,9*
Fosfato 9,32 (8,55 - 10,21) 7,77 (5,84 - 10,60) - - 7,67 (7,24-8,09) 10,50 (9,2-12,6) 8,15 10,80 - -
Magnesio 3,31(3,01 - 3,65) 3,74 (2,88 - 5,04) = = 2,88 (2,68-3,09) 5,79 (5,06—6,86) 3,60 6,40 = 5
Calcio 1,90(1,70-2,12) 2,34 (1,79 - 3,15) - - 1,81 (1,72-1,92) 2,73 (2,36-3,22) 2,10 2,50 - -
Potasio 4,63 (4,24 -5,07) 4,35 (3,28 -5,93) - - 3,92 (3,73-4,13) 4,08 (3,61-4,98) 4,60 5,60 - -
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Comparacion de los estimados de Variacion Bioldgica de las magnitudes bioquimicas derivados de este estudio con los disponibles en la bibliografia

Base de Datos Estudios en
Estimados en atletas Base de Datos EFLM (32) Estudio EuBIVAS (23, 25, 28)
Ricés 2014 (16) atletas (67, 69)
Cloruro 1,21 (1,10-1,32) 1,16 (0,88 - 1,57) = = 0,98 (0,93-1,04) 1,34 (1,17-1,60) 1,20 1,50 = 5
Sodio 0,50 (0,44 - 0,56) 0,43 (0,32 - 0,59) = = 0,53 (0,50-0,57) 1,21 (1,06-1,43) 0,60 0,70 = 5
Bilirrubina Total | 23,7 (21,8 - 25,9) 27,8 (21,6 - 38,2) = = 20,9 (19,9-22,0) 26,6 (22,5-31,6) 21,8 28,4 = 5
Bilirrubina
25,2 (23,0 -27,7) 28,3 (21,5 - 38,9) . s 20,9 (19,8-22,0) 31,1 (26,4-36,9) 36,8 43,2 = .
Directa
Albumina 3,2(2,9-3,5) 3,8(2,9-5,1) - - 2,5 (2,4-2,7) 5,1 (4,4-5,9) 3,2 4,8 = =
Proteinas totales 3,4 (3,2 -3,8) 4,6 (3,6 - 6,2) 5 = 2,6 (2,5-2,7) 4,6 (4,0-5,4) 2,8 4,7 = 5
Urato 8,9(8,2-9,7) 20,6 (26,3 - 27,8) 5 = 8,3 (7,9-8,8) 23,6 (20,4-27,5) 8,6 17,5 12,1% 20*
141,5 (130,5 -
PCR 155,6 (120,9 - 213) - - 29,9 (27,6-31,1) 87,0 (72,6-109,6) 42,2 76,3 74,4% 71,3*
154,5)
Troponina | 49,4 (45,4-54,3) | 123,5(96,8—169,9) 5 = = = 14,1 63,8 = 5

Tabla 16. Comparacion de los estimados de VB intraindividual (CV)) e interindividual (CVg) de magnitudes bioquimicas derivados

de los resultados de este estudio en atletas con los publicados en la bibliografia en individuos sanos y atletas; *Nunes y

colaboradores (69); ** Malcovati y colaboradores (67).
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Comparacion de los estimados de Variacion Biolégica de las magnitudes hematoldgicas derivados de este estudio con los disponibles en la bibliografia

Base de Datos

Estudios en atletas

Estimados en atletas Base de Datos EFLM (32) Estudio EuBIVAS (98)
Ricés 2014 (16) (67, 69)
Mensurando cv, CVe Ccv, CVg cv, CVg cv, CVg Ccv, CVg
Hematocrito 3,48 (3,19 - 3,82) 4,81(3,74 - 6,42) - - 2,82 (2,59 - 3,09) 5,46 (3,87 - 9,07) 2,70 6,41 2,80%/3,11** 5,20*
Hemoglobina 3,40 (3,11 - 3,72) 5,58 (4,37 - 7,43) = = 2,74 (2,52 - 3,00) 5,81 (4,08 - 9,57) 2,85 6,80 2,70%/2,89%* 5,60*
Hematies 3,45 (3,16 - 3,78) 7,21 (5,66 - 9,56) s s 2,77 (2,55 - 3,04) 5,58 (4,01 - 9,40) 3,20 6,30 2,90* 6,30*
VCM 1,31(1,2-1,4) 4,74 (3,8-6,4) - - 0,72 (0,66 - 0,79) 3,96 (3,15 - 5,33) 1,40 4,85 0,80* 3,40*
HCM 1,48 (1,32 - 1,65) 5,1 (4,02 -6,74) - - 0,75 (0,65 - 0,86) 2,9 (2,22 -5,15) 1,40 5,20 1,30* 4,30*
CHCM 1,58 (1,41 - 1,76) 1,72 (1,32 - 2,32) = = 0,97 (0,87 - 1,09) 1,59 (1,13 - 2,69) 1,06 1,20 1,10% 2,30*
CHCMm 1,71(1,6-1,9) 2,43(1,9-3,3) = = . . = 5
RDW 2,16 (1,96 - 2,38) 3,61(2,79-4,89) - - 1,65 (1,51 -1,81) 2,20 (1,52 - 3,68) 3,50 5,70 2,00* 4,60*
Reticulocitos (%) | 23,81 (21,62 - 26,34) | 16,92 (12,37 - 23,54) - - = = = = 17,47%*
Reticulocitos 18,89 (13,35 -
23,88 (21,62 - 26,5) 12,37 (8,15 - 18,13) - - 10,83 (9,90 - 11,92) 11,00 29,00
(valor absoluto) 31,57)
16,53 (12,83 -
Leucocitos 12,16 (11,1 - 13,41) 12,98 (9,8 - 17,86) - - 12,82 (11,51 - 14,46) 11,40 21,30 15,90* 25,10*
22,08)
17,42 (12,90 -
Plaquetas 7,85 (7,17 - 8,64) 19,35 (15,19 - 25,79) - - 7,22 (6,63 - 7,91) ) 9,10 21,90 7,80* 22,50*
26,71

Tabla 17. Comparacion de los estimados de VB intraindividual (CV)) e interindividual (CVg) derivados de los resultados de este estudio

en atletas con los publicados en la bibliografia en individuos sanos y atletas; *Nunes y colaboradores (69); ** Malcovati y colaboradores

(67).
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Efectos de las variables recogidas sobre estimados de CV,

Tiempo de muestreo
Enfermedad
Entrenamiento dia antes
Esfuerzo percibido

Intensidad

I"Ir”

Duracién

0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0

H N2 de Magnitudes - efecto >2% B Maxima disminucion CVI (%)

Figura 8. Maxima diminucion del estimado de VB intraindividual (CV)) después de
incorporar las variables con potencial influencia sobre la VB en el modelo lineal
mixto y numero de magnitudes afectadas en mas de un 2% por cada una de estas

variables.

El hecho de haber realizado actividad fisica moderada durante las 24h previas a
la extraccion no tuvo influencia para los estimados de CV: de la mayoria de
magnitudes (figura 8). Sin embargo, cabe destacar una mayor influencia sobre la
troponina | (-9.6%) y la CK (-7,0%) con una reduccién del CVide 49,3 a 44,7 %y
de 48,6 a 45,2 % respectivamente después de incluir la variable del entrenamiento

durante las 24 horas previas a la extraccion en el modelo.

Respecto al esfuerzo percibido, la intensidad medida por zonas de FC y la
duracion media del ejercicio realizado durante la semana previa a la extraccion no
tuvieron un efecto apreciable sobre el CV,de la mayoria de las magnitudes. En el
caso de la intensidad medida por zonas de FC no se observd ningun efecto

superior al 2% sobre ninguna de las magnitudes (figura 8).
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En cuanto a las variables antropométricas estudiadas, las variables de IMC,
porcentaje de grasa y VOzmax no tuvieron ningun efecto sobre el CV| ya que
ninguna de las tres varian entre las diferentes visitas de un mismo individuo y

afectan a todas por igual.

Efectos de las variables recogidas sobre
los estimados de CV

%degrasa |
IV

vozmax [

0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0

N2 de Magnitudes - efecto >2% B Maxima disminucidon CVG (%)

Figura 9. Maxima diminucién del estimado de VB interindividual (CVg) después
de incorporar las variables con potencial influencia sobre la VB en el modelo lineal
mixto, y nimero de magnitudes afectadas en mas de un 2% por cada una de estas

variables.

Las variables estudiadas tuvieron efectos de mayor magnitud y sobre mayor
cantidad de magnitudes sobre los estimados de CVg, excepto en el caso del
estado de salud el cual apenas produjo ningun efecto sobre el CVe (figura 9).

El % de grasa corporal tuvo un efecto superior al 2% sobre el CVe de 30
magnitudes, destacando la CK, la PCR, el porcentaje de reticulocitos, el pH, la
pCO2Yy el bicarbonato con reducciones superiores al 15% tras incluir esta variable

en el modelo. El IMC tuvo efecto sobre el CVe de magnitudes como la ferritina
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(31,2%), la glucosa (26,8%), el recuento de reticulocitos (15,1%) y el urato (14,8),

sobre el resto de magnitudes el IMC produjo una reduccion inferior al 10%.

El VO2max, es decir la capacidad aerdbica de los atletas, tuvo un efecto de mayor
magnitud sobre el CVe de la PCR (-16,0%), la amilasa (-10,1%), los reticulocitos
(-9,8%) la troponina | (-8,4%) y sobre el lactato (-8,1%), para el resto de

magnitudes el CVg experimento reducciones inferiores al 6%.

5.2. Intercambiabilidad de los intervalos de referencia

biol6gicos en atletas

Los IRB de la mayoria de las magnitudes estudiadas fueron verificados, siendo
estos transferibles a los de la poblacion sana, sin embargo, no fueron verificados

para algunas de las magnitudes de gasometria y bioquimicas.

Entre las magnitudes de la gasometria, se observaron resultados claramente
desplazados hacia el extremo superior de los IRB descritos en poblacién sana
para la pCOg, el calcio ionizado, el bicarbonato, el lactato, el exceso de bases y el
anion gap. La amplitud de los nuevos IRB estimados para atletas, fue claramente
mayor para la pOz y el lactato y menor para el anion gap y el exceso de bases
(tabla 18).

Los IRB de las magnitudes bioguimicas como el hierro, la CK, la LDH, la bilirrubina
directa y la troponina | no fueron verificados, asi como los de la transferrina y
ferritina para el sexo femenino. Los nuevos IRB fueron mas amplios para el hierro
y transferrina y ferritina en mujeres, y superiores en magnitudes como la LDH, CK,

troponina | y bilirrubina directa (tabla 19).

En el caso de la troponina I, de un total de 146 resultados correspondientes a las
atletas incluidas en el estudio, 25 (17%) estuvieron por encima del p99 descrito

en poblacién sana, observandose hasta en 4 de las 15 atletas (27%) al menos un
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valor por encima del p99. En el caso de los hombres estudiados, de un total de
146 resultados, 37 (22%) fueron superiores al p99, observando al menos un valor
por encima del p99 en 6 de los 15 atletas (40%) (tabla 19).

Todos los IRB de las magnitudes hematoldgicas fueron verificados,

considerandose estos transferibles (tabla 20).

Gasometria
Mensurando Unidades Sexo IRB p Verificado IRB atletas
pH - /2| 733743 0,66 Si -
pO: mmHg g/9 30-50 <0,05 No 15-65
pCO: mmHg g/9 38-50 <0,05 No 37-61
Ca** mmol/L g/9 1,00-1,20 <0,05 No 1,15-1,28
Bicarbonato mg/dL g/ 23-27 <0,05 No 23-32
Lactato mg/dL 3/ 0,5-1,6 <0,05 No 0,4-2,0
Exceso de Bases - ? 3414 <0,05 No 0.2:5,2
d -2,7-2,5 -1,6-4,6
Anidon Gap - g/ 0,8-16 <0,05 No 7,8-14,1

Tabla 18. IRB declarados por el proveedor para poblacion sana de las diferentes
magnitudes de la gasometria, si han sido verificados en la poblacion de atletas
estudiada y la correspondiente significacion estadistica (p). Para los IRB no

verificados, se muestra los nuevos IRB calculados a partir de la poblacién de

atletas.
Bioquimica
Mensurando Unidades | Sexo IRB p Verificado IRB atletas
Albumina g/dL g/ 2,9-5,2 0,43 Si -
Q 50-170 38-195
Hierro pg/dL <0,05 No
e 65-175 22-200
T ferri m Q 250-380 <0,05 No 207-365
ransferrina m
& d 215-365 0,93 Si
Q 10-120 <0,05 No 6-136
Ferritina ng/mL
e} 20-250 1 Si
CK ul/L g/? 32-294 <0,05 No 46-639
Amilasa ul/L dg/®| 30-118 1 Si
LDH ul/L g /% | 100-190 <0,05 No 131-228
Calcio mg/dL g/?| 8,6-10,2 1 Si -

130



5. Resultados

Bioquimica
Mensurando Unidades | Sexo IRB p Verificado IRB atletas
Magnesio mg/dL d/9 1,3-2,7 0,43 Si -
Fosfato mg/dL g/ 2,5-4,5 1 Si -
Glucosa mg/dL g/9? 74-106 0,86 Si -
Q 0,5-1,1 1 -
Creatinina mg/dL Si
d 0,7-1,3 0,93 -
Q 2,3-6,6 0,93 -
Urato mg/dL Si
J 4,4-7,6 0,34 -
Proteina C :
reactiva mg/L g/ < ! S )
ul/L Q <38 1 -
GGT Si
ul/L d <73 0,93 -
Fosfatasa ,
Alcalina ul/L g/9 46-116 0,38 Si -
AST ul/L g/9 <40 0,89 Si -
ALT ul/L g/Q <35 1 Si -
Bilirrubina
< < <
directa mg/dL g/9 0,3 0,05 No 0,42
Bilirrubina total mg/dL g/9? 0,3-1,2 0,89 Si -
Colesterol HDL mg/dL g/ >40 1 Si -
Colesterol LDL mg/dL dg/?| 0,0-130 0,89 Si -
Colesterol Total mg/dL g/%| 0,0-200 0,38 Si -
Triglicéridos mg/dL g/%| 0,0-150 0,43 Si -
Urea mg/dL d/?| 11,0-49,0 0,12 Si -
Sodio mEq/L 3/ 136-146 0,11 Si -
Potasio mEg/L J/9? 3,5-5,0 0,91 Si -
Cloro mEq/L 3/ 98-106 0,89 Si -
Proteinas ,
- g/dL g/ 6,4-8,3 0,43 Si -
ng/L Q <38,6 <0,05 No <121,8*
Troponina |
ng/L g <53,5 <0,05 No <149,6*

Tabla 19. IRB declarados por el proveedor para poblacion sana de las diferentes
magnitudes bioquimicas, si han sido verificados en la poblacion de atletas
estudiada y la correspondiente significacién estadistica (p). Para los IRB no
verificados, se muestra los nuevos IRB calculados a partir de la poblacién de
atletas. *Han sido excluidos los individuos con valores extremos de troponina |
segun los criterios de Reed's. En el caso de la troponina | no se ha utilizado el

método recomendado por la IFCC para el calculo de percentil 99.
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Hematologia
Mensurando Unidades Sexo IRB p Verificado
Q 35,5-45,5 0,34
Hematocrito % Si
d 39,5-50,5 0,93
Q 12-15,6 0,93
Hemoglobina g/dL Si
d 13,5-17,2 0,93
1% 3,9-5,2 0,93
Hematies 108/uL Si
d 4,3-5,75 0,93
VPM fL g/9 5,5-9,9 0,12 Si
RDW % g/? 11,5-14,7 1 Si
CHCM g/dL g/? 31,5-36 0,43 Si
HCM pg g/Q 27-33,5 0,38 Si
VCM fL g/ 80-99 0,86 Si
Reticulocitos % 3/ 0,5-2,0 1 Si
Plaquetas 103/uL g/ 150-370 0,89 Si
Leucocitos 103/uL g/9 3,9-10,2 0,38 Si

Tabla 20. IRB declarados por el proveedor para poblacion sana de las diferentes
magnitudes hematolégicas, si han sido verificados en la poblacion de atletas

estudiada y la correspondiente significacion estadistica (p).

5.3. Especificaciones de las prestaciones analiticas derivadas

de la Variacion Bioldgica en atletas

A continuacion, se muestran las EPA derivadas de este estudio en atletas y se
comparan con las derivadas de la base de datos de Ricds y colaboradores en
poblacién general para las magnitudes de la gasometria (tabla 21), bioquimicas

(tabla 22) y hematoldgicas (tabla 23).

Para la seleccion de las EPA se han escogido los estimados de CV,y CVe mas
restrictivos en caso de haber encontrado diferencias significativas entre sexos.
Ademas, para facilitar la comparacion con las EPA utilizadas actualmente en los
laboratorios se muestran las especificaciones derivas de la base de datos de

RicOs y colaboradores (16).
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Gasometria
EPAs Atletas EPAs Base de datos Ricds 2014 (16)
Magnitud

CVa (%) ES (%) ET (%) CVa (%) ES (%) ET (%)

Bicarbonato 2,3 2,0 5,8 2,0 1,6 4,9

Ca? 0,9 0,7 2,2 0,9 0,6 2,0

Exceso de Bases 73 65,3 185,4 38,2 21,9 85

pCO2 3,9 3,3 9,7 2,4 1,8 5,8

pH 0,2 0,1 0,4 - - -

[H*] 2,4 1,7 57 1,8 1,0 3,9

Anidn Gap 6,2 3,4 13,6 4,8 3,5 11,3

Lactato 17,0 11,0 39,0 13,6 8,0 30,4

Tabla 21. EPA deseables para la imprecision (CVa), el error sistematico (ES) vy el
error total (ET) de las magnitudes de la gasometria derivadas de la BV en atletas

comparadas con las derivadas de la base de datos de Ricos y colaboradores.

Bioquimica
EPAs Atletas EPAs Base de datos Ricds 2014 (16)
Magnitud
CVa (%) ES (%) ET (%) CVa (%) ES (%) ET (%)

AST 8,6 7,5 21,7 6,2 6,5 16,7
Albumina 1,6 1,2 3,9 1,6 1,4 4,1
ALT 13,8 10,3 33 9,7 11,5 27,5
Amilasa 4,4 6,1 13,3 4,4 7,4 14,6
Bilirrubina Directa 12,6 9,5 30,2 18,4 14,2 44,6
Bilirrubina Total 11,9 9,1 28,6 10,9 9 26,9
Calcio 1,0 0,7 2,3 1,1 0,8 2,6
CK 24,4 18,9 58,9 11,4 11,5 30,3
Cloruro 0,6 0,4 1,4 0,7 0,5 1,5
Colesterol HDL 4,4 5,2 12,3 3,7 5,6 11,6
Colesterol LDL 5,3 7,5 16,2 3,9 5,5 11,9
Colesterol Total 3,5 3,9 9,6 3,0 4,1 9,0
Creatinina 2,3 3,5 7,2 3,0 4 8,9
Ferritina 11,2 21,1 39,4 7,1 5,2 16,9
Fosfatasa Alcalina 3,5 4,1 9,9 3,2 6,7 12
Fosfato 4,7 3 10,7 4,1 3,4 10,1
GGT 10,1 11,6 28,1 6,7 11,1 22,1
Glucosa 3,0 2,0 6,8 2,8 2,3 7,0
Hierro 14,5 9,5 33,4 13,3 8,8 30,7
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Bioquimica
Magnitud EPAs Atletas EPAs Base de datos Ricds 2014 (16)
CVa (%) ES (%) ET (%) CVa (%) ES (%) ET (%)
LDH 4,2 3,5 10,4 4,3 4,3 11,4
Magnesio 1,7 1,2 4 1,8 1,8 4,8
PCR 70,7 52,6 168,9 21,1 21,8 56,6
Potasio 2,3 1,6 5,4 2,3 1,8 5,6
Proteinas totales 1,7 1,4 4,2 1,4 1,4 3,6
Sodio 0,3 0,2 0,6 0,3 0,2 0,7
Transferrina 2,4 3,3 7,2 1,5 1,3 3,8
Triglicéridos 9,7 7,4 23,2 10 9,6 26
Troponina | 24,7 33,3 73,9 7,0 16,3 27,9
Urato 4,5 5,6 12,9 8,4 5,5 19,4
Urea 6,3 4,1 14,4 6,1 5,6 15,6

Tabla 22. EPA deseables para la imprecision (CVa), el error sistematico (ES) y el
error total (ET) derivadas de la BV de las magnitudes bioquimicas en atletas

comparadas con las derivadas de la base de datos de RicOs y colaboradores.

Hemograma
EPAs Atletas EPAs Base de datos Ricés 2014 (16)
Magnitud
CVa (%) ES (%) ET (%) CVa (%) ES (%) ET (%)
Hematocrito 1,8 1,5 4,4 1,4 1,7 4
Hemoglobina 1,7 1,6 4,4 1,4 1,8 4,2
Hematies 1,7 2,0 4,8 1,6 1,8 4,5
VCM 0,7 1,2 2,3 0,7 1,3 2,4
HCM 0,8 1,3 2,6 0,7 1,4 2,5
CHCM 0,8 0,6 1,9 0,5 0,4 1,3
mCHCM 0,9 0,7 2,1 - - -
RDW 1,1 1,1 2,9 1,8 1,7 4,6
Reticulocitos (%) 11,9 7,3 26,9 - - -
Reticulocitos 12 6,7 26,4 5,5 7,8 16,8
Leucocitos 6,1 4,5 14,5 5,7 6,1 15,5
Plaguetas 3,3 5,2 10,7 4,6 5,9 13,4

Tabla 23. EPA deseables para la imprecision (CVa), el error sistematico (ES) y el
error total (ET) derivadas de la BV de las magnitudes hematoldgicas en atletas

comparadas con las derivadas de la base de datos de Ricos y colaboradores.

134



5. Resultados

5.4. Valor de referencia del cambio en atletas e indice de

individualidad

A continuacion, se pueden observar los Il (CVc/CV) para evaluar la pertinencia de
la aplicacion de los VCR estimados para las magnitudes de la gasometria (tabla
24), bioquimicas (tabla 25) y hematolégicas (tabla 26). En el caso de que se
observaran diferencias significativas entre ambos sexos se informaron ambos

VCR por separado.

Valor de referencia del cambio para las magnitudes de la gasometria
Mensurando Il (CVi / CVe) VCR neg (%) VCR pos (%)
pH 0,95 -0,7 0,7
PCO2 0,76 -16,6 20,0
Lactato 1,22 -54,6 120,1
[H*] 0,95 -10,8 12,1
Calcio ionizado 0,89 -4,3 4,4
Bicarbonato 0,69 -10,2 11,4
Anidén Gap 2,26 -30,5 43,9

Tabla 24. indice de individualidad y valor de referencia del cambio para la
interpretacion de aumentos (VCRpes) y disminuciones (VCRneg) de resultados en
determinaciones seriadas de atletas en magnitudes de la gasometria. El VRC ha
sido calculado con el CVa obtenido en nuestro laboratorio.

Valor de referencia del cambio para las magnitudes bioquimicas
Mensurando Sexo 11 (CV, / CVa) VCR neg (%) VCR pos (%)
Albumina 3/ 0,85 -7,6 8,2
ALT g/ 0,90 -56,1 127,6
Amilasa g/ 0,39 17,4 21,0
AST F/? 0,70 -36,9 58,6
Bilirrubina Directa F/? 0,89 -44,3 79,4
Bilirrubina Total g/ 0,85 -42,0 72,5
Calcio g/ 0,81 5,2 5,5
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Valor de referencia del cambio para las magnitudes bioquimicas
Mensurando Sexo 11 (CVi / CVa) VCR neg (%) VCR pos (%)
CK g/? 0,84 -66,1 194,6
Cloruro F/? 1,04 -2,9 3,0
Colesterol HDL g/ 0,46 -18,4 22,6
Colesterol LDL g/ 0,38 -22,0 28,2
Colesterol Total F/? 0,51 -15,2 18,0
Creatinina g/ 0,34 -11,8 13,4
g 0,27 -40,3 67,6
Ferritina
Q 0,55 -58,9 143,1
Fosfatasa Alcalina g 047 R 188
Q 0,34 -20,0 25,1
Fosfato g/ 1,20 -20,9 26,5
GGT g/? 0,48 -39,5 65,4
Glucosa g/ 1,14 -13,1 15,0
d 1,19 -48,5 94,0
Hierro
Q 1,21 62,4 166,3
LDH 3/ 0,72 -17,6 21,4
Magnesio g/ 0,88 -8,2 8,9
PCR g/ 0,91 91,3 1055,4
Potasio 3/ 1,06 -10,2 11,4
Proteinas totales F/? 0,75 -7,9 8,5
Sodio g/ 1,15 -1,5 1,5
Transferrina g/ 0,39 -11,0 12,3
Triglicéridos g/? 0,87 -36,1 56,5
Troponina | 3/ 0,40 -66,5 198,3
Urato g/ 0,43 -18,8 23,1
d 1,22 -25,4 34,1
Urea
Q 0,76 -30,9 44,8

Tabla 25. indice de individualidad y valor de referencia del cambio para la
interpretacion de aumentos (VCR pos) ¥ disminuciones (VCR ) de resultados en
determinaciones seriadas de atletas en magnitudes bioquimicas. El VRC ha sido

calculado con el CVa obtenido en nuestro laboratorio.
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Valor de referencia del cambio para las magnitudes hematoldgicas
Mensurando Sexo Il (CV:i / CVe) VCR neg (%) VCR pos (%)
Hematocrito g/ 0,72 -8,1 8,8
Hemoglobina g/ 0,61 -7,9 8,5

Hematies g/ 0,48 -7,8 8,5
VCM g/ 0,28 -3,0 31
HCM g/9? 0,29 -4,2 4,4
CHCM g/9? 0,92 -4,4 4,6

CHCMm g/ 0,70 -3,9 4,0
RDW g/ 0,60 -5,3 5,6

Reticulocitos (%) g/Q 1,41 -44,7 80,8
Reticulocitos g/9? 1,93 -44.9 81,4
Leucocitos g/ 0,94 -24,9 33,2
d 0,34 -15,8 18,7
Plaquetas
Q 0,60 -19,3 24,0
c 1,14 -25,5 34,2
OFF-score
Q 1,58 -37,4 59,8

Tabla 26. indice de individualidad y valor de referencia del cambio para la
interpretacion de aumentos (VCRpos) y disminuciones (VCRye) de resultados en
determinaciones seriadas de atletas en magnitudes hematoldgicas. El VRC ha
sido calculado con el CVa obtenido en nuestro laboratorio.

5.5. Verificacion de los indices para la deteccion del dopaje

OFF-hr y ABPS en la poblacion de atletas estudiada

De un total de 292 muestras analizadas para el indice OFF-hr, 21 (7,2%),
pertenecientes a 9 atletas, estaban por encima del intervalo definido como normal
(85-95), pero ninguno de ellos estuvo por encima del punto de corte que considera
un resultado como sospechoso de dopaje (133). Se calcul6 el IRB (p2,5 - p97,5)
del indice OFF-hr para la poblacion de deportistas estudiada, siendo mucho mas

amplio que los considerados en la bibliografia, (42-103) versus (85-95). Como se
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puede observar en la figura 10 la distribucion de los resultados para el OFF-hr es

mas amplia en la poblacion estudiada de atletas.
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Figura 10. Diagrama de cajas que muestra los resultados para el indice OFF-hr

de los 32 atletas participantes.

Por otra parte, de un total de 292 estimaciones del ABPS, 17 (5,8%) representadas
en la figura 11, pertenecientes a 11 sujetos, se encontraban por encima del limite

definido para el indice ABPS que considera un resultado como sospechoso (>1).

Ademas, se pueden observar los resultados para ambos indices en dos atletas, el
primero de ellos con resultados dentro de la normalidad para los dos indices
(figura 12) y el segundo con resultados fuera de los intervalos de referencia

definidos para el OFF-hr y por encima del limite del ABPS (figura 13).
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Figura 11. Estimaciones de los indices OFF-hr y ABPS para las muestras (n=17)
cuyos resultados para el indice ABPS podrian ser considerados como

sospechosos.

Los datos de estado de salud, entrenamiento, medicacion, y competicion de los
12 sujetos con resultados para el indice ABPS por encima del limite considerado
como sospechoso, fueron analizados e investigados en buscar de algun hallazgo
que pudiera explicar esta circunstancia. Estos hallazgos parecen tener cierta
relacion con incrementos en magnitudes hematolégicas como el hematocrito.
Después de investigar la relacion con variables recogidas (medicacion,
entrenamiento y competicién) no se observé ninguna relacion. En el caso de otras
magnitudes de laboratorio, se observo cierta relacion con las magnitudes que
dependen del volumen plasmatico al igual que el hematocrito como la albumina y
las proteinas totales. Un ejemplo de esta relacién se puede observar para uno de

los atletas a lo largo de las 11 visitas en la figura 14.
Ademas, se realiz6 el calculo de la imprecision de la estimacion ambos indices a

partir de los replicados de los resultados de las variables hematoldgicas, siendo
esta del 67% para el ABPS y de 4,28% para el OFF-hr.

139



5. Resultados

1
1
1
1
1
1

OFF - HR

50
40
30
20
10
00
90
80
70
60

ene

o
ABPS

feb mar abr may jun jul ago sep oct nov

—O—Promedio de OFF-hr =~ —/A—Promedio de ABPS

Figura 12. Estimaciones de los indices ABPS y OFF-hr a lo largo del estudio para

un atleta cuyos resultados para ambos indices estan dentro de los intervalos

definidos y no podria ser considerado sospechoso de dopaje.
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Figura 13. Estimaciones de los indices ABPS y OFF-hr a lo largo del estudio para

un atleta cuyos resultados para el indice ABPS estan por encima de los intervalos

definidos y podria ser considerado sospechoso de dopaje.
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Figura 14. indice ABPS y proteinas totales (g/dL) en uno de los atletas a lo largo

de las 11 visitas.
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6. Discusioén

La VB ha sido ampliamente estudiada y se han publicado numerosos estudios en
individuos sanos y algunas patologias concretas. Sin embargo, pocos autores han
considerado el deporte como una situacion de estrés fisioldgico sostenida en el
tiempo que pudiera influir sobre la VB de determinadas magnitudes y apenas
existen publicaciones que estudien esta VB en atletas. Los estudios que han
publicado datos a medio-largo plazo y en una situacion estable de los atletas han
sido realizados en un nimero limitado de magnitudes y carecen de la suficiente

calidad metodoldgica para reportar estimados confiables de VB.

Debido a que las aplicaciones de la VB impactan directamente sobre los
resultados que el laboratorio informa y estos a su vez sobre la interpretacion y la
toma de decisiones clinica, son necesarios estimados robustos como los

derivados del presente trabajo.

6.1. Poblacién de estudio

El seguimiento del grupo de atletas seleccionado se realiz6 durante 11 meses
de forma que representara una temporada deportiva completa, abarcando
diferentes fases (pre-temporada, entrenamientos de calidad, competiciones, etc)
y estaciones (verano e invierno). Si el seguimiento se hubiera realizado durante
periodos inferiores y coincidentes con una de estas etapas, junto con las
variaciones estacionales, esto podria haber sesgado los resultados. Para ello,
se recogieron muestras de sangre con periodicidad mensual, asi como
informacion relacionada con el rendimiento fisico, la actividad fisica realizada a
diario, el estado de salud, la dieta, variables antropométricas y otros datos de

interés.
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La mayoria de los estudios realizados en atletas analizan las magnitudes de
laboratorio post-ejercicio durante un corto periodo de tiempo, sin embargo en
este trabajo hemos considerado el ejercicio como una situacion de estrés
fisiologico sostenido en el tiempo y hemos recogido variables que verifiquen la
estabilidad de los individuos participantes y que puedan explicar las diferencias

encontradas con la poblacién sana.

Las variables antropométricas permitieron describir con mayor detalle a los
atletas incluidos y verificar la homogeneidad de la poblacién de atletas estudiada.
De entre todas ellas, la mediana del porcentaje de grasa corporal para ambos
sexos estuvo por debajo o muy cercana al limite inferior de la poblacién sana

(tabla 5), circunstancia comudn en atletas.

Por otra parte, los resultados para las variables evaluadas durante la prueba de
esfuerzo mostraron un rendimiento cardiorrespiratorio superior de los atletas con
respecto al resto de la poblacién en ambos sexos. Por otra parte, también se
descart6 la presencia de patologia cardiaca significativa asociada al esfuerzo
(tabla 6).

En cuanto a las variables de actividad fisica recogidas por los atletas podemos
observar que el numero medio de sesiones registradas por semana fue de 8
(tabla 7). Uno de los criterios de inclusion descritos fue realizar actividad fisica
durante un minimo 13 horas a la semana; el nUmero medio de horas registradas
por los atletas dedicadas al entrenamiento fue de 9,2. Este hecho se explica por
la existencia de registros incompletos de la actividad por parte de algunos
participantes. Por ello, el dato de 9,2 horas en semana ha sido considerado como

suficiente.

En cuanto al tipo de actividad fisica realizada, el porcentaje de sesiones dedicado
por los atletas al ciclismo, carrera y natacion fue similar, es decir, los tres
deportes estuvieron equilibrados en cuanto al nimero de sesiones realizadas.
Sin embargo, el tiempo dedicado a las sesiones de ciclismo fue superior (tabla

8). La media de la intensidad de los entrenamientos fue aproximadamente 3, con
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una desviacion estandar de 0,5, lo que nos muestra que las zonas de frecuencia
cardiaca durante los entrenamientos estuvieron entre 2 y 4. En estas zonas es
donde se desarrolla mayoritariamente el metabolismo aerdbico, permitiendo a
los atletas aumentar la eficiencia aerdbica y mejorar la capacidad de soportar
esfuerzos aerdbicos prolongados. Esto se consigue gracias a la oxidacion de
grasas y el aumento de sus depdsitos asi como a un mayor aprovechamiento de

la oxidacion de la glucosa y sus dep0ésitos de glucogeno (40).

Los datos de actividad fisica registrados aseguran una situacion de
entrenamiento continuo y constante y suponen pues una situacion de stress
fisiolégico, por lo que la poblacién incluida se considera representativa para
poder contrastar la hipétesis del estudio. Por esta misma razon, los estimados
de VB derivados de este estudio podrian ser transferibles con la poblacién de
atletas de disciplinas en las que se realice ejercicio en similares condiciones de

intensidad (ejercicio aerdbico) y duracion (media-larga duracion).

6.2. Metodologia de estudio

Debido a que el disefio del estudio fue prospectivo se pudo realizar la recogida
de mdltiples variables con posible influencia sobre la VB de las magnitudes de

laboratorio estudiadas.

El nimero de atletas finalmente incluido fue de 30 sujetos y el nUmero de
muestras recogidas por cada sujeto fue de 9,7 muestras. Ello supuso un
porcentaje de pérdidas inferior al 10%, lo que refleja una buena adherencia al
estudio por parte de los participantes. Esta circunstancia, junto con el hecho de
gue las muestras fueron analizadas por duplicado es considerada suficiente en
base a los criterios estadisticos publicados por Roraas y colaboradores (80) para
asegurar la potencia estadistica de los estimados de CV, analizados. Aunque un
namero mayor de sujetos estudiados hubiera permitido obtener unos estimados
de CVe aln mas robustos, la fase experimental y de reclutamiento de muestras
hubiera sido aiin mas compleja. Por ello creemos que el balance entre sujetos y
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muestras por sujeto es suficiente para poder responder a los objetivos de este

estudio.

Tanto para el analisis de las muestras como para el tratamiento de los datos se
siguieron las recomendaciones vigentes para este tipo de estudios (29) para

poder asegurar la obtencién de resultados robustos.

En el caso de las magnitudes hematolédgicas y de la gasometria, el andlisis se
realizé tras la extraccion de sangre por motivos de estabilidad de la muestra,
asegurando en todo momento que estas condiciones fueran las adecuadas. Del
mismo modo, se garantizo el adecuado rendimiento analitico de los analizadores
mediante la supervision del control de calidad interno y externo que cumplia con
las especificaciones establecidas por el laboratorio basadas en. Por el contrario,
las magnitudes bioquimicas fueron analizadas en una misma serie analitica tras
haber sido mantenidas las muestras de suero congeladas a -80°C debido a su
estabilidad y asegurando que en cualquier caso, un mismo sujeto fuera siempre
analizado en el mismo dia. Ello minimiza el sesgo afiadido que pudiera existir si

hubieran sido analizadas en distintas series y/o dias.

En relacion al tratamiento estadistico de los resultados, éstos se analizaron y se
tuvieron en cuenta las premisas necesarias para aplicar los métodos estadisticos
recomendados en la actualidad tales como homogeneidad de varianzas,
distribuciéon normal de los datos, estudio de tendencia y andlisis de outliers. Esta
rigurosa metodologia creemos que permite obtener resultados mucho mas
robustos en comparacion con otros trabajos publicados sobre VB realizados en
atletas (29).

6.3. Estimados de Variacion Bioldgica en atletas

Como se ha comentado en el apartado anterior, la metodologia estadistica

recomendada en la actualidad para el célculo de los estimados de VB de este

tipo de estudios es el ANOVA (método clasico), siendo la condicion de
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homogeneidad de varianzas imprescindible para la aplicacion de este modelo.
Sin embargo, para una serie de magnitudes no fue posible verificar la
homocedasticidad, por lo que el tratamiento de estadistico previo no pudo
asegurar la homogeneidad de las varianzas entre los diferentes sujetos. Los
estimados de estas magnitudes no podrian ser calificados con la maxima
categoria (A) segun la herramienta de lectura critica elaborada por el TFG
(BIVAC) (29). Quiza los estimados de VB para estas magnitudes en las
circunstancias definidas en este estudio podrian ganar robustez si se aplicaran
otros modelos estadisticos alternativos que tomaran como valor de VB valores
centrales como la mediana de los estimados. Actualmente el WG-BV de la EFLM
esta trabajando en el desarrollo de estos métodos para poder estimar la VB en
determinadas circunstancias en las que no se pueda alcanzar Ila

homocedasticidad.

En cuanto al estudio de outliers, otro de los requisitos imprescindibles para
estimar la VB mediante el abordaje clasico, el porcentaje de outliers eliminados
en este estudio (0,3-13,9%) es comparable al de otros estudios similares en
poblacion sana (EuBIVAS) para enzimas (1,2% a 14,2%) y sustratos (0,0% a 5,6
%) (23,25). En este estudio la mayoria de los valores atipicos encontrados
estuvieron probablemente relacionados con el ejercicio como ya se ha descrito
en la bibliografia (50, 55, 57, 60) para algunas magnitudes como AST, ALT,

potasio, LDH, recuento leucocitario, reticulocitos, ferritina y troponina I.

En relacidon con la influencia de variables fijas, inherentes al sujeto, se
encontraron diferencias respecto al sexo en los estimados de CVien magnitudes
como el hierro y la ferritina, siendo los CV, superiores en el caso de las mujeres,
probablemente ligado a la mayor pérdida y por tanto demanda de hierro durante
la edad fértil. La urea y la fosfatasa alcalina también mostraron un mayor CV, en
el caso de las atletas, ya habiéndose observado este hallazgo en el caso de la
urea en estudios previos en poblacion general (25). En el caso de la fosfatasa
alcalina, como la mayoria de las enzimas, no mostré diferencias significativas
debidas al sexo en el CVide poblacién general (23), a diferencia de los resultados

de este estudio en atletas (Tabla 13). Se ha observado que la fosfatasa alcalina
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es la Gnica magnitud relacionada con el metabolismo 6seo que disminuye
después de un periodo de 32 semanas de competiciones de triatlon (85), sin
embargo, no existen estudios en la bibliografia hechos en atletas que comparen
la VB de hombres y mujeres por lo que los resultados obtenidos no son
contrastables con otros trabajos.

Las estimados de VB de las magnitudes de la gasometria obtenidos en este
estudio fueron comparadas con el inico estudio de BV existente en la bibliografia
en poblacién sana (86) (tabla 15), evidencidndose resultados similares para la
mayoria de ellas, siendo ligeramente superiores los estimados para el CV, de
magnitudes como la pCOz2, el pH, la [H+], el lactato y el exceso de bases,
sugiriendo una mayor variacion de las magnitudes relacionadas con las rutas
metabdlicas (metabolismo aerdbico-anaerdbico) involucradas durante la practica
del ejercicio. Por tanto, este hallazgo debera ser tenido en cuenta en la

interpretacion de los resultados durante el seguimiento de la poblacién de atletas.

Cabe destacar entre los estimados de VB para magnitudes bioquimicas las
magnitudes relacionadas con el metabolismo férrico, cuyos estimados de CVi
fueron superiores en atletas para la ferritina, la transferrina y el hierro que los
publicados en poblacion sana (tabla 16). Este hallazgo puede estar relacionado
con el mayor recambio eritrocitario (87) que existe en los atletas debido a
diferentes fendmenos como el estrés oxidativo, la rotura mecéanica de los

hematies y otros fendbmenos asociados al ejercicio (88).

En relacion a las magnitudes del metabolismo lipidico estudiadas, los estimados
de CV) para las lipoproteinas HDL y LDL y el colesterol total (tabla 16) fueron
ligeramente superiores a los publicados en la bibliografia para poblacion sana
(31). Esta mayor variacidbn podria explicarse por una mayor demanda y
movilizacion lipidica involucrada en el metabolismo como recurso energético
durante el ejercicio y la regeneracion muscular (membrana celular). Sin
embargo, el estudio publicado en atletas por Nunes y colaboradores (69) no
observo un mayor CV, para el colesterol total. En el caso de los triglicéridos no

se observaron diferencias en el CV| en comparacion con sujetos sanos, a
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diferencia del CVg, el cual fue de practicamente el doble en lo sujetos sanos
dependiendo mucho de la homogeneidad del grupo. Por tanto, los atletas podrian
ser considerados como comparables con la poblacion general para estas

magnitudes.

Las enzimas estudiadas en atletas mostraron valores de CV|; muy por encima de
los publicados para poblacion general en el estudio EuBIVAS (23), siendo de
hasta el triple en el caso de la actividad CK y la ALT, cerca del doble para la
actividad AST, GGT, LDH y fosfatasa alcalina y ligeramente superior en el caso
de la actividad amilasa. Este hallazgo podria estar explicado por la mayor
actividad de las enzimas 6seas (fosfatasa alcalina 6sea) y hepaticas (AST, ALT,
GGT y fosfatasa alcalina) (89) en deportistas y por el ya conocido fenédmeno de
liberaciébn a nivel muscular (CK y AST) y hemdlisis (LDH y AST) (46). Si
comparamos nuestros resultados con los existentes en deportistas en la

bibliografia podemos observar valores muy similares de CK (69).

En cuanto a los sustratos estudiados, la creatinina y la urea mostraron estimados
de CVI muy similares a los observados en poblacién sana (25). Podria ser
esperable encontrar valores superiores debido al mayor recambio de proteina
muscular (urea) y a las variaciones en el estado de hidratacion y posible menor
perfusion renal sufrida durante los ejercicios prolongados y de alta intensidad
(creatinina y urea). Sin embargo esta circunstancia no fue observada,
posiblemente porque estos cambios son producido post-ejercicio inmediato ya
gue las concentraciones de estas magnitudes vuelven a su estado basal en las

horas posteriores a la practica deportiva (44).

El estimado de CV| para el fosfato fue ligeramente superior en atletas en
comparacién con la poblacién sana (25). En los iones cloruro y potasio se
observaron valores de VB ligeramente superiores a los publicados en el estudio
EuBIVAS (25) demostrando una mayor variacion en el equilibrio hidroelectrolitico
en atletas para ambos iones, no pudiendo ser explicado por interferencias in vitro
como la hemolisis ya que el indice hemolitico fue tenido en cuenta para la

inclusion de los resultados. En el caso del sodio, los estimados de VB fueron muy
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similares a los publicados en la bibliografia en poblacion sana. Se observaron
estimados similares de CV, para la bilirrubina total y ligeramente superiores para
la bilirrubina directa en comparacién con EuBIVAS (25), siendo muy inferior al
estimado de la base de datos de Ricés y colaboradores (16). Los estimados de
CVi para albumina y proteinas totales fueron ligeramente superiores a los
observados en poblacion sana, esta observacion podria explicarse estas
magnitudes se alteran con las variaciones del volumen plasmatico inducido por

el ejercicio (90).

El CVi de la glucosa en atletas fue superior a los valores observados en la
bibliografia (tabla 16). A pesar de que el deporte ayuda a mantener un mejor
control glucémico en el individuo, (91) el hecho de que la glucosa sea un recurso
energético demandado durante el ejercicio, podria hacer que la variacion sea

mayor en atletas.

Los estimados de VB para la PCR fueron calculados después de considerar
como outliers los resultados correspondientes a las visitas en las que los sujetos
indicaron haber estado enfermos o haber tenido algin evento que pudiera elevar
los reactantes de fase aguda como traumatismos durante los 7 dias anteriores a
la extraccion de sangre. Los estimados de CV:y CVe fueron 10 veces superiores
a los observados en el estudio EuBIVAS de proteinas especificas recientemente
publicado (28) y el doble que en otros estudios publicados en atletas (69). Esta
circunstancia puede ser debida a una mayor variacion debida a procesos
inflamatorios ligados al dafio muscular durante la actividad fisica y otras causas
como el trauma repetido durante la pisada y el estrés oxidativo, todas ellas
ligadas al estrés fisioldgico sostenido en el tiempo por la practica de ejercicio
fisico cronica (92, 93, 94, 95).

Como ya se ha comentado anteriormente hay varios estudios en la bibliografia
que estudian la cinética de las elevaciones de la troponina | post ejercicio o post
competicion (96,97), sin embargo no existen estudios a largo plazo de VB para
la troponina I, en los que se monitorice durante un afo a atletas en estado basal

y menos utilizando un método de medida de alta sensibilidad. Después de haber
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descartado los tres sujetos que no cumplieron los criterios de Reed’s con valores
elevados de troponina I, se observaron grandes diferencias con respecto a los
datos publicados en individuos sanos en la base de datos de Ricés y
colaboradores, obteniendo un CVtres veces mayor y un CVe del doble en atletas
respecto a individuos sanos (tabla 16).

Al margen de las magnitudes anteriormente descritas, los estimados de CV;
fueron similares a los descritos en otros estudios para poblacién sana (24,25)
para un buen nimero de magnitudes bioquimicas analizadas. Esta circunstancia
hace gue tanto para el célculo de las EPA como para el seguimiento (VRC) de
estas magnitudes en atletas se podria hacer uso de los actuales estimados en

poblacion sana publicados en la base de datos de la EFLM (32).

En las magnitudes hematoldgicas relacionadas con la serie roja, como el
hematocrito, hemoglobina, recuento de hematies, VCM, HCM y CHCM se
observaron (tabla 17) estimados de CV significativamente mayores a los
observados en poblacién sanay en otros estudios publicados en atletas (67,69).
El RDW también fue superior al observado en el estudio del EFLM WG-BV (98).
En cuanto al RET%, se obtuvieron estimados de VB similares a los observados
en otros estudios en atletas (69), y ademas, el estimado de CV, del recuento de
reticulocitos observado en atletas fue el doble al publicado en la base de datos
de Ricés y colaboradores en individuos sanos (16). Todos estos hallazgos,
podrian ser explicados por el mayor recambio eritrocitario en los atletas debido
a la demanda de oxigeno tisular sostenida en el tiempo durante la practica de

deportes de larga duracion (87).

Los estimados de VB que estudian otros elementos formes de la sangre, como
el recuento de leucocitos y plaquetas, fueron similares a los publicados en la
bibliografia para individuos sanos. Sin embargo, en el estudio publicado en
atletas de Malcovati se observaron estimados mayores de CV,y CVe (67). Esta
circunstancia podria explicarse por la no realizacion de un tratamiento de outliers
adecuado, ya que en este estudio fueron eliminados hasta tres sujetos en ambas

magnitudes por el criterio de Reed's y la falta de homocedasticidad. Esto
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evidencia también que es muy importante un correcto disefio del estudio asi
como un adecuado tratamiento de los datos obtenidos utilizando metodologia

estadistica contrastada.

Es necesario destacar que las diferencias de CVes observadas en los diferentes
estudios de VB dependen de las concentraciones medias obtenidas en los
individuos participantes, es decir, de la homogeneidad de la poblacion estudiada.
Esta homogeneidad podria estar influida por el tamafio muestral, la distribucion
de la edad, el sexo y otras variables. Por ejemplo, se deberia interpretar con
cautela la comparacion del CVg observado en un estudio con cerca de 100
sujetos (EuBIVAS) con edades entre 18 y 70 afios incluyendo poblacién
postmenopausica y el presente estudio con 30 sujetos y una poblacion, quiza,
mucho mas homogénea en lo que a edad se refiere y cuya distribucion de
resultados podria ser mas estrecha. Es decir, para poder valorar y comparar de
una manera adecuada estas diferencias, seria recomendable realizar la
comparacion con estudios similares en cuanto a tamafio muestral y
homogeneidad poblacional se refiere. En la actualidad, no existen estudios con
tamafios muestrales similares de categoria A para la mayoria de las magnitudes
estudiadas, excepto en el caso del estudio llevado a cabo por el WG-BV de la
EFLM en magnitudes hematoldgicas (98) en el que se realiz6 el seguimiento de

30 individuos sanos.

6.4. Influencia del ejercicio fisico y otras variables sobre la

Variacion Bioldgica

Hasta el momento no existen publicaciones que hayan estudiado la influencia de
diferentes variables relacionadas con el ejercicio sobre la VB mas alla del sexo,
la edad y el tiempo de muestreo. En este estudio hemos analizado la influencia
qgue el ejercicio fisico y otras variables recogidas (estado de salud, ejercicio

realizado el dia anterior a la extraccion, intensidad y duracion del ejercicio
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registrado durante la semana anterior, IMC y otras variables) tienen sobre la

variacion biologica en atletas (figuras 8 y 9).

Después del analisis de las diferentes variables sobre los estimados de CV,,
hemos observado, como era de esperar, influencia del estado de salud sobre la
PCR, aunque la reduccion del estimado fue muy pequefia (de 134 a 126%), es
decir, no podria explicar la diferencia observada con respecto a los estimados
obtenidos en poblacion sana (134 versus 29%). Ello podria explicarse como
hemos indicado en el apartado anterior en relacion con mecanismos
inflamatorios durante la practica deportiva independientes al estado de salud del

individuo.

Por otra parte, la variable que representa haber realizado o no actividad fisica
moderada el dia anterior a la extraccién influye significativamente sobre la VB de
la Troponina | y la CK, ambos biomarcadores relacionados con el tejido muscular
(esquelético y cardiaco). Sin embargo, las reducciones observadas tras la
inclusién de esta variable en el modelo (de 49 a 44% y de 49 a 45%,
respectivamente) solo explicarian parte de la gran diferencia observada entre los
resultados de este estudio en atletas y los publicados en la poblacion sana (49
versus 14% y 49 versus 14%). Estas observaciones pueden ser explicadas para
la CK, en la que se han encontrado cinéticas con un aumento maximo de la
concentracion hasta las 72 horas post-ejercicio y por ello la BV en atletas podria
no ser explicada solo con el ejercicio realizado durante las 24 horas previas a la
extraccidn, ya que no se obtendrian necesariamente valores basales de CK. Sin
embargo, llama la atencion que las diferencias entre la BV de la poblacion sana
y la BV en atletas para la troponina | no puedan ser explicadas por el ejercicio
realizado durante las 24 horas previas a la extraccion, debido a que la mayoria
de los estudios observan una cinética en la que la troponina | vuelve a su estado

basal en las primeras 24 horas post-ejercicio (50).

La variable que analizé el efecto de la periodicidad, es decir, del tiempo entre las
extracciones de sangre no demostré influencia relevante sobre el CV, de las

magnitudes estudiadas.
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El resto de variables asociadas con el ejercicio como fueron el esfuerzo
(subjetivo) percibido, la intensidad media (rangos de FC) y la duracion media del
ejercicio realizado durante los entrenamientos de la semana previa a la
extraccion no tuvieron una influencia relevante sobre el CVi de las magnitudes

estudiadas.

Las variables fijas estudiadas como el % de grasa, el IMC y el VO2max influyeron
(efecto superior al 2%) en un gran nimero de magnitudes. Tras incorporar estas
variables en el modelo se observé una reduccion del CVe debido a la correccion

de las diferencias entre los atletas estudiados.

El IMC afect6 de manera mas relevante al CVe de magnitudes como la ferritina,
la glucosa, el recuento de reticulocitos y el urato, sin embargo, las diferencias
observadas en el caso de la ferritina, donde el CVe fue seis veces superior en
atletas al observado en poblacion sana, no pueden explicarse tras la

incorporacion del IMC en el modelo (-30%).

En las magnitudes como el urato, la glucosa y los reticulocitos, el CVc observado
en atletas fue inferior al observado en poblacion sana por lo que tras la correccion
aumento la diferencia entre los CVe de atletas y poblacion sana. El % de grasa
corporal tuvo un efecto de reduccién del CVg entre el 15y el 23% en la CK, la
PCR, el RET%, el pH, la pCO2 y el bicarbonato. También se observaron efectos
de reduccion entre el 8 y el 16 % del CVs en magnitudes como la PCR, la
amilasa, la troponina | y el lactato cuando se incluyo la variable VOz2max en el

modelo.

Todos estos hallazgos nos indican la existencia de una notable heterogeneidad
de los resultados medios de un gran nimero de magnitudes en la poblacién de
atletas estudiada, que se podria explicar por diferencias en su composicion

antropomeétrica y rendimiento aerobico.
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6.5. Intercambiabilidad de los intervalos de referencia

bioldgicos de poblacidén sana en atletas

Los IRB derivados de la poblacion sana fueron transferibles a la poblacion de
atletas estudiada, excepto en el caso de las magnitudes de la gasometria y
algunas de bioquimica, como se puede observar en la tabla 19. Estos hallazgos
han sido descritos en la bibliografia en el caso de las magnitudes bioquimicas,
sin embargo, no existen estudios que analicen las magnitudes de gasometria en

atletas.

Después de haber descartado variaciones por posibles factores preanaliticos y
analiticos, la existencia de resultados de pCO:2 ligeramente por encima de los
IRB para la poblacion sana, asi como, de calcio ionizado, bicarbonato, lactato,
exceso de bases y anidn gap podria explicarse por la existencia de un estado
metabdlico anaerdbico y de mayor consumo de oxigeno en los atletas con la
consiguiente acumulacion de lactato y otros acidos organicos derivados del
metabolismo intermediario. Esta teoria explicaria la ligera acidosis, con aumento
del calcio ionizado, el bicarbonato y el anién gap. Sin embargo, debido a la
carencia de estudios de las magnitudes de la gasometria disponibles en la
bibliografia en atletas, estos resultados no son contrastables.

Otras de las magnitudes cuyos IRB no pudieron ser verificados frente a poblacién
sana fueron las asociadas al metabolismo férrico, como es el caso de la ferritina
y la transferrina en las mujeres (88), asi como el hierro en ambos sexos. Este
hecho puede ser explicado por la mayor necesidad para la oxigenacion tisular
durante la practica de ejercicio fisico por parte de los atletas, que provoca un
mayor recambio eritrocitario y con ello una mayor demanda y movilizacion de las
reservas de hierro (87, 88). Ademas, en el caso de las atletas estudiadas, se
observaron valores de ferritina por debajo de los IRB establecidos en poblacion
general, sugiriendo ferropenia en dos de ellas que fueron por tanto eliminadas
para el calculo posterior de la VB. En estas atletas no se observo sintomatologia

ni alteraciones analiticas relacionadas con la anemia (hemoglobina, VCM, HCM,
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recuento y porcentaje de reticulocitos), descartando asi el diagnostico de una
posible anemia ferropénica. Todas las atletas participantes eran mujeres en edad
fértil y esta circunstancia facilita la deplecion de las reservas de hierro. Ademas,
este hallazgo ya ha sido observado en algunos estudios donde hasta el 52% de
las atletas en edad fértil sufrieron deficiencia de hierro y mas frecuentemente las

que practicaban deportes de resistencia (88).

Por otro lado, los resultados de magnitudes relacionadas con el metabolismo
muscular como la LDH y la CK (musculo esquelético) y la troponina | (musculo
cardiaco) estuvieron muy por encima de los IRB y el percentil 99 descrito en
poblacién sana. En el caso de la CK, han sido publicados IRB derivados de
tamafos muestrales mayores, con 483 hombres (82 - 1083 U/L) y 245 mujeres
(47 - 513 U/L) similares a los derivados de este estudio (46 - 639 U/L) (93).

Apoyando los resultados observados en este estudio, algunos autores han
evidenciado resultados basales y post-ejercicio para la LDH claramente
superiores en atletas respecto a individuos sedentarios (94). Esta circunstancia
debe ser tenida en cuenta cuando se interpretan resultados para estas

magnitudes en atletas con IRB derivados de la poblacion general.

Ademas, entre las magnitudes relacionadas con la hemdlisis de los hematies, ya
descrita en la bibliografia, asociada a la practica de ejercicio intenso y de larga
distancia (57), encontramos resultados superiores a los IRB descritos en

poblacién sana no solo en la LDH sino también en la bilirrubina directa.

Aunque la elevacién de CK y LDH ha sido ampliamente descrita en la bibliografia
(46), no se han realizado estudios para el calculo del p99 en atletas para la
troponina | ni de seguimiento a largo plazo y fuera de competicién o en ausencia
de actividad fisica intensa previa. El p99 estimado en este estudio, no cumple
con los criterios de tamafio muestral recomendados (125 individuos de cada
sexo). Por tanto, serian necesarios estudios con otro disefio especifico para la

determinacién del p99 en atletas.

156



6. Discusion

Muchos estudios han observado valores de troponina | por encima del p99 post-
competicion o después de ejercicio fisico intenso, sin embargo, el nUmero de
resultados de troponina | observados en este estudio por encima del p99 llama
la atencion (18% en el caso de las mujeres y 22% en el caso de los hombres),
debido a que los atletas incluidos no realizaron ejercicio fisico intenso el dia
previo a la extraccion. Ademas, tres de los atletas parecen tener un patron de
troponina | elevado durante todo el estudio, no pudiendo ser explicado por el

ejercicio realizado el dia anterior a las extracciones.

6.6. Especificaciones de las prestaciones analiticas en atletas

Las diferencias significativas encontradas para la VB entre atletas y poblacion
sana pueden tener repercusion directa sobre los laboratorios que atienden
poblacién que realiza ejercicio fisico, debido a que las EPA que actualmente
estarian siendo utilizadas podrian variar siendo mas 0 menos permisivas,
afectando a la rutina diaria (QC interno) y a otros procesos relacionados con el
aseguramiento de la calidad. Las EPA en atletas se han comparado con las
disponibles en la base de datos de Ricds y colaboradores (tablas 21, 22 y 23)
debido a que actualmente estas especificaciones son utilizadas por los

laboratorios a nivel internacional.

Para la mayoria de las magnitudes de la gasometria serian mas permisivas en
una poblacion de atletas, destacando el exceso de bases, la pCOz2, el pH, el
anion gap y el lactato. Por otra parte, las EPA para las magnitudes de bioquimica,
también son en general mas permisivas, destacando las enzimas (AST, ALT,
GGT y CK), PCR, troponina | y ferritina. Sin embargo, algunas son mas estrictas
como es el caso del urato, la creatinina y la bilirrubina total y directa. En cuanto
al hemograma la mayoria de las EPA derivadas de VB en atletas fueron
ligeramente mas permisivas, no representando un gran cambio para los
laboratorios, excepto en el caso del recuento de reticulocitos en el que se
duplicarian para los objetivos de CVa y ET obteniendo como consecuencia
especificaciones mas laxas.
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6.7. Valor de referencia del cambio en atletas y pasaporte

biolégico

El VRC es una herramienta de gran utilidad para la interpretacion de resultados
consecutivos de laboratorio en un individuo. Los resultados seriados de las
magnitudes con bajo indice de individualidad, es decir Il < 0,6, deberian ser
interpretadas mediante el VCR, en lugar de utilizar los IRB especificos de la

poblacién (34).

En el caso de las magnitudes de la gasometria venosa (tabla 24), aquellas en
las que el VCR deberia ser aplicado en el seguimiento de los atletas son la pCO:
y el bicarbonato. El resto de ellas deberian ser interpretadas tomando como

referencia IRB especificos de atletas.

Entre las magnitudes de la bioquimica, las enzimas AST, GGT, amilasa,
fosfatasa alcalina y LDH poseen un Il bajo, haciendo posible la aplicacion del

VCR en el seguimiento de enfermedades en atletas.

El VRC aplicado en magnitudes del metabolismo del férrico como la ferritina y la
transferrina podria ser adecuado para el seguimiento de las reservas de hierro
en los atletas, debido a que estan directamente relacionadas con el rendimiento
deportivo en determinadas circunstancias como el entrenamiento en altura (99),
También podria tener cierta utilidad junto con otras magnitudes hematolégicas
en el diagnostico y seguimiento de patologias ligadas a la ferropenia, siendo el
hierro un mal biomarcador para el seguimiento debido a su baja individualidad

como puede observarse en la tabla 25 (1l =1,20).

También se observé una elevada individualidad en las magnitudes relacionadas
con el metabolismo lipidico (colesterol total, HDL, LDL), por lo que estaria
recomendado el uso del VCR para el seguimiento en atletas. Aunque se ha
observado una mayor individualidad en atletas que en individuos sanos para los

triglicéridos (11=0,9), probablemente ligada a un mejor control lipidico debido a la
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practica de ejercicio fisico regular, no estaria recomendada la interpretacion de

resultados seriados mediante el VRC para esta magnitud (tabla 25).

En el caso de la PCR para el seguimiento del estado inflamatorio de los atletas,
debido a la extrema VB (CV:iy CVc) observada, la interpretacion de los resultados

deberia realizarse en base a los IRB, en lugar del VRC.

La troponina | presento un elevado CVg, esto le otorga una elevada individualidad
pese a la gran variacion observada entre los resultados seriados de cada
individuo (CV1), haciendo esta magnitud una buena candidata para la aplicacion

del VCR en la interpretacion de resultados seriados.

Otra de las magnitudes destacables para el seguimiento de los atletas es la
creatinina, en la que se observd una elevada individualidad y cuyos resultados
para el seguimiento de la funcion renal en atletas deberian ser interpretados

aplicando el VCR.

Por otra parte, la mayoria de las magnitudes hematolégicas estudiadas
presentan una elevada individualidad (tabla 26). Algunas como el hematocrito, la
hemoglobina, el recuento de hematies, la VCM y la HCM son adecuadas para
para la aplicacion del VCR en el seguimiento de la anemia y otras patologias en
atletas tanto en el contexto deportivo como en el sanitario. Ademas, tener un bajo
II, hace de la mayaria de las magnitudes hematoldgicas de la serie roja buenas
candidatas para su aplicacion en el PB en la deteccion del dopaje. Sin embargo,
tanto el recuento absoluto de reticulocitos como su porcentaje carecen de la

suficiente individualidad.

Para evaluar la individualidad del indice OFF-hr utilizado por la AMA como
marcador primario en el despistaje del dopaje, se realizo la estimacion de la VB
y el célculo del 1l y del VCR, observandose también una individualidad
insuficiente para el seguimiento de los atletas y siendo discutible su aplicacion
en el PB.
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En el caso del recuento leucocitario, utilizado en el seguimiento de los atletas
para detectar la inmunosupresion consecuencia del sobreentrenamiento se
observd una elevada individualidad, al igual que en el caso del recuento de
plaguetas, haciendo los resultados seriados de ambas magnitudes buenos
candidatos para su interpretacién mediante el VCR.

En resumen, todas las magnitudes con una adecuada individualidad (Il < 0,6),
tendrian una potencial aplicacion en el PB para la deteccion del dopaje siempre
y cuando estuvieran incluidas en rutas metabolicas alteradas por las sustancias
dopantes investigadas. Este podria ser el caso de las magnitudes hematoldgicas
de la serie roja, magnitudes del perfil lipidico, GGT y glucosa entre otras,

alteradas por el consumo de esteroides anabolizantes (71).

6.8. Indices OFF-hr y ABPS para la deteccion del dopaje

Ambos indices son pardmetros actualmente incluidos en el médulo hematologico
para la deteccion del dopaje por la AMA. El hecho de que 9 sujetos de los 30
participantes estuvieran fuera de los intervalos definidos para el OFF-hr hace
pensar que el intervalo definido para este indice deberia revisarse debido al
elevado porcentaje de falsos positivos obtenidos. Sin embargo, el punto de corte
de 130 parece adecuado para el despistaje en la sospecha de dopaje ya que
ninguno de los atletas estudiados lo super6. Por otra parte, 11 sujetos estuvieron
por encima del limite establecido para el ABPS, lo que de nuevo nos plantea la

duda de si este indice es suficientemente especifico.

No se pudo explicar la elevacion de ambos indices en estos sujetos mediante las
variables de medicacién, estado de salud y entrenamiento. Una de las
explicaciones posibles pudieran ser los cambios en las concentraciones
observados en las magnitudes afectadas por las variaciones en el volumen
plasmatico en estos sujetos, como se observa con la albumina y las proteinas
totales (figura 14). Las magnitudes hematologicas utilizadas para célculo de
estos indices, como el hematocrito y el VCM podrian ser corregidas utilizando
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otras magnitudes afectadas por el cambio del volumen plasmatico lo que

permitiria aumentar la especificidad de estos indices (90).

La imprecision del indice OFF-hr (4,3%) es incluso inferior a la del RET% (9,9%),
que es una magnitud incluida en su estimacion junto con la hemoglobina (0,9%).
Esto podria deberse a la minimizacién del peso de los RET% en la estimacion
por a su inclusién como raiz cuadrada (OFF-hr = Hb (g/L) — (60 - RET%)?).

Por otra parte, la imprecisién calculada a partir de los replicados en la estimacion
del indice ABPS (67%) no parece que sea adecuada para un indice utilizado en
el seguimiento de los atletas para la deteccién del dopaje, ya que muchos
individuos serian considerados sospechosos en funcion del replicado incluido en
el modelo bayesiano utilizado para el calculo del ABPS. Esta circunstancia podria
ser explicada por la estimacion multiparamétrica que acumularia demasiado

error analitico.
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7. Limitaciones

En este estudio se decidid priorizar un mayor nimero de muestras por sujeto y
realizar el analisis por duplicado en lugar de aumentar el nUmero de sujetos, y
asi asegurar la robustez de los estimados de VB para el CVi. Por este motivo
junto con otras causas como la dificultad de la adherencia a este tipo de estudios
de larga duracion y el encarecimiento del presupuesto, el numero de atletas

incluidos no fue mayor.

El diseiio del estudio estaba planificado para realizar 330 extracciones, sin
embargo a pesar de la cuidadosa organizacién de la toma de muestra, el 10%
de las extracciones no fueron llevadas a cabo debido a la falta de adherencia de

algunos atletas al estudio.

El cuestionario de actividad fisica fue completado por 25 de los 30 atletas
participantes, por ello, el estudio sobre la influencia de las variables de
intensidad, esfuerzo percibido y duracién de los entrenamientos realizados la
semana antes de la extraccién sobre el CV,, podria tener una potencia estadistica

ligeramente menor al estudio del resto de variables analizadas.

Algunas de las magnitudes estudiadas no cumplieron criterios de
homocedasticidad para la aplicacion del modelo estadistico clasico (ANOVA) y
por ello los resultados derivados de estas son menos robustos y serian
clasificadas como categoria C si aplicaramos la herramienta de lectura critica
BIVAC (29). Como solucién futura, los estimados de estas magnitudes podrian
ser analizados con métodos matematicos alternativos, aun por desarrollar, que
no asumieran la distribucidon homogénea de las varianzas de los sujetos incluidos

en el estudio.
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El andlisis de las muestras para las magnitudes de hematologia y gasometria
venosa no se realizd en la misma serie analitica, sino en el momento de la
extraccion, debido a la labilidad de la muestra, que requiere su procesamiento

en minutos (gasometria) u horas (hematimetria).

Debido a la existencia de multitud de deportes en los que se desarrollan
diferentes tipos de actividad fisica (metabolismo aerdbico-anaerobico) es dificil
asegurar la intercambiabiliad de estos estimados de VB en los atletas de otras
disciplinas (halterofilia, futbol, etc); por ello, son necesarios estudios que

comparen la VB entre diferentes deportes.

La exclusién del consumo de sustancias prohibidas o el uso de métodos ilicitos
se hizo mediante cuestionario y entrevista a los sujetos participantes, sin
embargo no se realiz6 ninguna prueba directa para la deteccion de sustancias
dopantes. Por tanto, se asume que todos los atletas incluidos no consumieron ni

hicieron uso de métodos ilicitos y prohibidos por la AMA.
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1. Se han establecido estimados robustos de Variacion Bioldgica para
magnitudes de bioquimica, hematologia y gasometria venosa en atletas con un
disefio metodolégico acorde con las recientes recomendaciones

internacionales.

2. Los estimados de Variacion Bioldgica de las magnitudes de la hematologia
y la gasometria venosa y parte de las estudiadas de bioquimica en atletas son
similares o ligeramente superiores a los publicados en la bibliografia en
poblacion general. En cambio, para otras magnitudes bioquimicas se han
observado mayores diferencias con respecto a la poblacién general, como es
el caso de las enzimas (GGT, ALT, AST, fosfatasa alcalina y CK), la PCR y la

troponina I.

3. Las variables ejercicio realizado, estado de salud o periodicidad de las
extracciones, no explican las diferencias encontradas entre los atletas y la
poblacién general. Este hallazgo sugiere que estas diferencias podrian ser
explicadas por la condicion de estrés fisiolégico sostenido en el tiempo al que
los atletas estan sometidos debido a la practica continua de ejercicio.

4. Los intervalos de referencia biolégicos de la mayoria de las magnitudes
estudiadas bioquimicas, hematoldgicas y de gasometria venosa en atletas son
intercambiables con los de la poblacion general. Los resultados de las
magnitudes cuyos intervalos de referencia biolégicos no son intercambiables
como la CK, LDH o troponina | deberian ser interpretados con cautela en el

contexto clinico.

5. Los nuevos intervalos de referencia biolégicos derivados de este estudio

podrian ser utilizados para la interpretacién de resultados de atletas, aunque
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solo de manera orientativa, ya que seria deseable realizar nuevos estudios con

un mayor numero de sujetos para corroborar estos resultados.

6. Las especificaciones para las prestaciones analiticas derivadas de este
estudio son equivalentes o incluso mas permisivas que las derivadas de la

poblacion general para la mayoria de las magnitudes estudiadas.

7. Las magnitudes con bajo indice de individualidad en atletas como las
enzimas hepaticas, las magnitudes del perfil lipidico, o las pertenecientes a la
serie eritrocitaria del hemograma, en las que se disponga de datos seriados,
deberian ser interpretadas, cuando sea posible, mediante la evolucion de
resultados en el tiempo utilizando el Valor de Referencia del Cambio como

alternativa a los intervalos de referencia biol6gicos.

8. Las magnitudes hematoldgicas de la serie eritrocitaria estudiadas son aptas
para su aplicacion en el médulo hematolégico del pasaporte bioldgico, con la
excepcion del porcentaje y recuento absoluto de reticulocitos. Ademas, Las
magnitudes incluidas en este estudio con un indice de individualidad bajo (<
0,6) podrian ser adecuadas para su inclusion en el pasaporte biolégico del
atleta, siempre y cuando estén involucradas en rutas metabdlicas alteradas por

las sustancias ilicitas que se pretendan detectar.

9. El indice OFF-hr utilizado por la AMA como marcador primario en el
despistaje del dopaje parece no ser adecuado para el seguimiento de los
atletas, siendo discutible su aplicacion en el pasaporte bioldgico del atleta. De
la misma manera, el indice ABPS podria tener un rendimiento insuficiente para
discriminar a los atletas sospechosos de dopaje debido a su elevada

imprecision y falta de especificidad.
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Variacion Biologica

Atletas

Especificaciones de las prestaciones analiticas
Ejercicio fisico

Pasaporte bioldgico

Dopaje

Medicina de laboratorio
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ADAMS: WADA’s Anti-Doping Administration and Management System
ALT: Alanina-aminotrasferasa

AMA: Agencia mundial anti-dopaje

APMU: Athlete Passport Management Unit

AST: Aspartato aminotransferasa

BIVAC: The Biological Variation Data Critical Appraisal Checklist
CCA: Comision de Calidad Analitica

CHCM: Concentracion corpuscular media de hemoglobina

CK: Creatina fosfoquinasa

CLIA: Clinical Laboratory Improvement Amendments

COl: Comité Olimpico Internacional

CVa: Coeficiente de variacion analitica o imprecision

CVepa: Especificaciones para la imprecision analitica

CVa: Coeficiente de variacion interindividual

CV:: Coeficiente de variacion intraindividual

DC: Delta - Check

EB: Exceso de bases

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

EFLM: European Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine
eGFR: Tasa de filtracion glomerular estimada

ENAC: Entidad Nacional de Acreditacion

EPA: Especificaciones de las prestaciones analiticas

EPO: Eritropoyetina

EQAs: Programas de garantia externa de la calidad

ES: Error sistematico

EPA(ES): Especificaciones para el error sistematico

ET: Error total

EPA(ET): Especificaciones para el error total

EuBIVAS: European Biological Variation Study
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FC: Frecuencia cardiaca

GGT: Gamma-glutaril-transpeptidasa

Hb: Hemoglobina

HCM: Hemoglobina corpuscular media

HDL: Colesterol HDL

HHb: Desoxi-hemoglobina

IFCC: International Federation of Clinical Chemistry

Il: indice de individualidad

IRB: Intervalo de referencia biolégico

ISO: International Organization for Standardization
IUPAC: International Union of Pure and Applied Chemistry
Lpm: Latidos por minuto

LDH: Lactato deshidrogenasa

LDL: Colesterol LDL

NT-proBNP: Propéptido natriurético cerebral N-terminal
OMS: Organizacion Mundial de la Salud

OXIHb: Oxi-hemolobina

PB: Pasaporte biol6gico del atleta

pCOz2: Presion parcial de dioxido de carbono

PCR: Proteina C reactiva

pO2: Presién parcial de oxigeno

Rad: Resultado adverso

Rat: Resultado atipico

VCR: Valor de Referencia del Cambio

RDW: Ancho de distribucion eritrocitaria

RET%: Porcentaje de reticulocitos

SEQCMt: Sociedad Espafiola de Medicina de Laboratorio
TGF: Task Force Group on Biological Variation Database
TSH: Hormona estimulante del tiroides

UCI: Union Ciclista Internacional

Va: Variacion analitica

VB: Variacion Biolégica

VBg : Variacion Bioldgica interindividual
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VB: Variacion Bioldgica intraindividual

VCM: Volumen corpuscular medio

VCO:2: Volumen de dioxido de carbono producido
VHB: Virus de la hepatitis B

VHC: Virus de la hepatitis C

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana

VO2: Volumen de oxigeno consumido

VO2max: Volumen maximo de oxigeno consumido
VPM: Volumen plaquetar medio

Vere: Variacion pre-analitica

V. Variacion total en una medicion de laboratorio
VT1: Primer umbral ventilatorio

VT2: Segundo umbral ventilatorio
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12. Listade tablas

Tabla 1. Zonas de intensidad del ejercicio fisico. Tabla adaptada de Pallarés y

colaboradores (37).

Tabla 2. Escala de esfuerzo percibido. Tabla adaptada de Borg G vy

colaboradores (41).

Tabla 3. Magnitudes de laboratorio y el efecto producido en la concentracién
plasmatica post-ejercicio.

Tabla 4. Métodos analiticos e instrumentos empleados para la medicion de las

magnitudes determinadas.

Tabla 5. Mediana y rango intercuartilico de las variables antropométricas
registradas durante cada una de las visitas de los atletas divididos en funcién del

género.

Tabla 6. Mediana y el rango intercuartilico de los resultados obtenidos en la

prueba de esfuerzo incremental realizada por los atletas en funcién del género.

Tabla 7. Media y desviacion estandar (SD) del nimero de dias y sesiones
registrados, asi como la frecuencia, y duracion de la actividad fisica diaria

realizada por los atletas.

Tabla 8. Duracion, distancia e intensidad en funcién del tipo de deporte practicado

en los entrenamientos registrados por los atletas.

Tabla 9. Mediana y rango intercuartilico de la concentracién de las magnitudes de
la gasometria analizadas en la poblacion de atletas estudiada para las cuales no

se encontraron diferencias entre ambos sexos.
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Tabla 10. Mediana y rango intercuartilico de la concentracion de las magnitudes
bioguimicas analizadas en la poblacion de atletas estudiada. Las magnitudes en

las que existen diferencias en funcion del sexo, se presentan por separado.

Tabla 11. Mediana y rango intercuartilico de la medida de las magnitudes
hematoldgicas analizadas en la poblacion de atletas estudiada. Las magnitudes

en las que existen diferencias en funcién del sexo, se presentan por separado.

Tabla 12. NUumero de sujetos y resultados incluidos para el célculo de los
estimados de VB, porcentaje de outliers excluidos, media y desviacion estandar
(SD) de los resultados, imprecision analitica (CVa), estimados de VB
intraindividual (CV1) e interindividual (CVe) y sus intervalos de confianza al 95%
para las magnitudes de la gasometria en atletas separados en el caso de que

hubiera diferencias significativas.

Tabla 13. Numero de sujetos y resultados incluidos para el célculo de los
estimados de VB, porcentaje de outliers excluidos, media y desviacion estandar
(SD) de los resultados, imprecision analitica (CVa), estimados de VB
intraindividual (CV1) e interindividual (CVe) y sus intervalos de confianza al 95%
para las magnitudes bioquimicas en atletas separados en el caso de que hubiera
diferencias significativas. Los estimados en los que se encontraron diferencias

entre ambos sexos se reportan por separado.

Tabla 14. Numero de sujetos y resultados incluidos para el célculo de los
estimados de VB, porcentaje de outliers excluidos, media y desviacion estandar
(SD) de los resultados, imprecision analitica (CVa), estimados de VB
intraindividual (CV)) e interindividual (CVe)y sus intervalos de confianza al 95%
para las magnitudes bioquimicas en atletas separados en el caso de que hubiera
diferencias significativas. Los estimados en los que se encontraron diferencias

entre ambos sexos se reportan por separado.
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Tabla 15. Comparacién de los estimados de VB intraindividual (CVi) e
interindividual (CVe) de magnitudes de la gasometria derivados de los resultados
de este estudio en atletas, con los publicados en la bibliografia en individuos

Sanos.

Tabla 16. Comparacién de los estimados de VB intraindividual (CVi) e
interindividual (CVe) de magnitudes bioquimicas derivados de los resultados de
este estudio en atletas con los publicados en la bibliografia en individuos sanos y

atletas.

Tabla 17. Comparacién de los estimados de VB intraindividual (CV)) e
interindividual (CVg) derivados de los resultados de este estudio en atletas con los

publicados en la bibliografia en individuos sanos y atletas.

Tabla 18. IRB declarados por el proveedor para poblacion sana de las diferentes
magnitudes de la gasometria, si han sido verificados en la poblacion de atletas
estudiada y la correspondiente significacion estadistica (p). Para los IRB no
verificados, se muestra los nuevos IRB calculados a partir de la poblacion de

atletas.

Tabla 19. IRB declarados por el proveedor para poblacion sana de las diferentes
magnitudes bioquimicas, si han sido verificados en la poblacion de atletas
estudiada y la correspondiente significacién estadistica (p). Para los IRB no
verificados, se muestra los nuevos IRB calculados a partir de la poblacién de
atletas. *Han sido excluidos los individuos con valores extremos de troponina |
segun los criterios de Reed's. En el caso de la troponina | no se ha utilizado el

método recomendado por la IFCC para el célculo de percentil 99.

Tabla 20. IRB declarados por el proveedor para poblacion sana de las diferentes
magnitudes hematoldgicas, si han sido verificados en la poblacion de atletas

estudiada y la correspondiente significacién estadistica (p).
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Tabla 21. EPA deseables para la imprecision (CVa), el error sistematico (ES) y el
error total (ET) de las magnitudes de la gasometria derivadas de la BV en atletas

comparadas con las derivadas de la base de datos de RicOs y colaboradores.

Tabla 22. EPA deseables para la imprecision (CVa), el error sistematico (ES) y el
error total (ET) derivadas de la BV de las magnitudes bioquimicas en atletas

comparadas con las derivadas de la base de datos de RicOs y colaboradores.

Tabla 23. EPA deseables para la imprecision (CVa), el error sistematico (ES) y el
error total (ET) derivadas de la BV de las magnitudes hematologicas en atletas

comparadas con las derivadas de la base de datos de Ricos y colaboradores.

Tabla 24. indice de individualidad y valor de referencia del cambio para la
interpretacion de aumentos (VCRpos) y disminuciones (VCRye) de resultados en
determinaciones seriadas de atletas en magnitudes de la gasometria. El VRC ha

sido calculado con el CVa obtenido en nuestro laboratorio.

Tabla 25. indice de individualidad y valor de referencia del cambio para la
interpretacion de aumentos (VCR pos) ¥ disminuciones (VCR ) de resultados en
determinaciones seriadas de atletas en magnitudes bioguimicas. El VRC ha sido

calculado con el CVa obtenido en nuestro laboratorio.

Tabla 26. indice de individualidad y valor de referencia del cambio para la
interpretacion de aumentos (VCRpes) y disminuciones (VCRneg) de resultados en
determinaciones seriadas de atletas en magnitudes hematoldgicas. El VRC ha
sido calculado con el CVa obtenido en nuestro laboratorio.
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13. Lista de figuras

13. Listade figuras

Figura 1. Gréafico de Levey-Jennings en el qgue se muestran los resultados del
control de calidad para el colesterol total (concentracion, mg/dL) a lo largo del

tiempo (semanas).

Figura 2. Variaciones (%) del volumen de sangre total, el volumen plasmatico y
el volumen eritrocitario a lo largo del tiempo (dias) después de haber iniciado una
rutina de entrenamientos (59).

Figura 3. En azul, se representan los resultados de hemoglobina (g/L) a lo largo
del tiempo de un atleta que fue penalizado por dopaje. En rojo se representan
los limites que define el modelo bayesiano que utiliza la AMA. La barra inferior
representa la potencia estadistica de predicciéon del modelo, que aumenta a

medida que lo hacen el nimero de muestras recogidas al atleta. (73).

Figura 4. Diagrama de cajas con los resultados de hemoglobina (g/dL) para cada
uno de los sujetos incluidos en el estudio, que fue considerada una magnitud

homocedastica.

Figura 5. Diagrama de cajas con los resultados de troponina | (ng/L) para cada
uno de los sujetos incluidos en el estudio, que fue considerada una magnitud no

homocedastica.

Figura 6. Representacion grafica de la media de los resultados de todos los
sujetos para el analisis de tendencia de la hemoglobina (g/dL) en azul y la

glucosa (mg/dL) en rojo, en funcion del tiempo.

Figura 7. Representacion grafica de los resultados de un individuo para el
analisis de tendencia de la creatinina (mg/dL) en azul y la albumina (g/dL) en rojo

en funcién del tiempo.
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Figura 8. Maxima diminucion del estimado de VB intraindividual (CV) después de
incorporar las variables con potencial influencia sobre la VB en el modelo lineal
mixto y nimero de magnitudes afectadas en mas de un 2% por cada una de estas

variables.

Figura 9. Ma&xima diminucién del estimado de VB interindividual (CVs) después
de incorporar las variables con potencial influencia sobre la VB en el modelo lineal
mixto, y niumero de magnitudes afectadas en mas de un 2% por cada una de estas

variables.

Figura 10. Diagrama de cajas que muestra los resultados para el indice OFF-hr

de los 32 atletas participantes.

Figura 11. Estimaciones de los indices OFF-hr y ABPS para las muestras (n=17)
cuyos resultados para el indice ABPS podrian ser considerados como

sospechosos.

Figura 12. Estimaciones de los indices ABPS y OFF-hr a lo largo del estudio para
un atleta cuyos resultados para ambos indices estan dentro de los intervalos

definidos y no podria ser considerado sospechoso de dopaje.
Figura 13. Estimaciones de los indices ABPS y OFF-hr a lo largo del estudio para
un atleta cuyos resultados para el indice ABPS estan por encima de los intervalos

definidos y podria ser considerado sospechoso de dopaje.

Figura 14. indice ABPS y proteinas totales (g/dL) en uno de los atletas a lo largo

de las 11 visitas.
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Anexo 1. Hoja de informacién a los participantes

Recogida de muestras en deportistzs de sho rendimiento pars ka evaluacon de su Varzcion Biologica. Veersion 02
Protocolo

Atletas VB
Determinacion de la variacion biologica de magnitudes
hematoldgicas y bioquimicas y de la metabolomica en
deportistas de alto rendimiento

Pag.1ded

HOJA DE INFORMACION AL PARTICIPANTE

Estimado participante.

En el Hospital Universitario la Paz pretendemos llevar a cabo un estudio de investigacion al que se le invita
a participar gque tiene como objetivo recoger muestras de sangre para la definicien y / o confirmacion de los
valores de variacion biclégica inter-individual {diferencias normales entre individuos sin ningdn tipo de
enfermedad) e intra- individual {variabilidad normal presente en el mismo individuo en torno a un punto de
equilibric) en deportistas de alto rendimiento.

Los valores de la variacion intra-individual son de gran utilidad para la interpretacion de los datos de
laboratorio en el seguimiento del deportista. El titulo del proyecto es: “Determinacion de la variacion
biclogica de magnitudes hematologicas y bioquimicas y de la metabolomica en deportistas de alto
rendimients = [Atletas VB]

Antes de tomar la decision de aceptar o negarse a participar, por favor, lea cuidadosamente estas paginas,
tomandose el tiempo necesario, y pida aclaraciones necesarias si no entendiera las condiciones. Tambign,
si lo desea, amtes de decidirse, pusde pedir opinitn a su meédico.

Los beneficios mds importantes de este estudio son para la comunidad deportista, ya que se obtendrin
valores de variacion bioldgica mas apropiados que los disponibles en la literatura actualmente.

El objetive general de la investigacion es el siguiente;

Crear una coleccidn de muestras bicldgicas para la verificacion y creacion de una base de datos de variacion
biologica a nivel internacional, especifica para atletas para el mayor numero posible de magnitudes de
laboratorio. Los valores de |a variacion bioldgica son fundamentales para la definicidn de los objetivos
analiticos [valores maximos aceptables de variabilidad en los analisis de laboratorio) y en la definicion de
les valores de diferencia criticos (es dedr las diferencias entre la medicién de valores en serie que muestran
la evolucion de patologias o la eficacia, o no del tratamiento terapéutico durante la monitorizacion del
pacientes].

Estos valores son utilizados actualmente por profesionales sanitarios a nivel internacional, sin embargo
estan derivados de un numero limitade de publicaciones cientificas, por lo general con un disefo
experimental pobre. El objetive es determinar los valores de la variacion biologica para el mayor numero
posible de parametros de laboratorio y compararios con la actual base de datos existente en sujetos sanos
(no deportistas).

Ademads la variacion biclogica esta estrechamente winculada con el pasaporte bioldgico (sistema que
establece las propiedades y variables en la sangre de los atletas), ampliamente utilizado por las agencias
gubemamentales nacionales e intemacionales (WADA) en la investigacion para el control del dopaje.

<En qué consistira el estudio?

Para este estudio es necesaria la recoleccion de 11 muestras de sangre y orina, con una periodicidad
mensual, y una duracidn total de 1 afio. Por cada toma se requiere un total aproximado de 50 mL de
sangre, que representa una décima parte de una donacidn normal (S00mL), es decir, la cantidad total de
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Anexo 2. Hoja de consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO POR ESCRITO

Titule del Proyecto de Investigacion: Determinacion de la variacion biologica de magnitudes
hematologicas v bioguimicas y de la metabolomica en deportistas de alo rendimiento.

Investigador Principal: Dr. Antonio Bufio Soto
Hospital: Hoapital Universitario La Paz

Servicio Analisis Clinicos

Yo (nombre y apellidos)

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

He hablado con:

Comprendo que mi participacion es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1° Cuando gquiera

2® Sin tener que dar explicaciones.

3" Sin gue esto repercuta en mis cuidados meédicos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

FIRMA DEL PARTICIPANTE FIRMA DEL MIEMBRO DEL EQUIPO DE
INVESTIGACION
FECHA: FECHA:
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Anexo 3. Cuestionario de inclusion a los participantes

Cuestionario de inclusidn

Nombre y Apellidos

Fecha de nacimiento

Sexo

¢ Padeces algun tipo de enfermedad?

Selecriona si ha habido algun caso de las siguientes enfermedades en tu familia
Cancer

Enfermedad cardiovascular
Enfermedad Renal

Diabetes

Enfermedad Hepatica

Enfermedad Tiroidea

Enfermedad Neuroldgica

Talasemia u otras hemoglobinopatias
Talasemia u otras hemoglobinopatias
Otras

o 0 o0 o0 o0 oo 0o

&Sigues alguna tipo de dieta especifico?

éTomas algun tipo de suplementacion?

£ Tienes alguna alergia conocida?

£ Tomas alguna medicacion de forma regular?

189



14. Anexos

Anexo 4. Ejemplo de tabla de registro de actividad fisica

Tempo | Distanc |ntensidad| 2™ leciars] riempo | vistanca | imensiad| TSR ool TE™0 | nivancia| imtensidad | R | eofuarag
o Cardiaca media . Cardiaca [horas:minutos Cardiaca mediz
(horas:minutos) | a(m) | (T1-T5) (1-20) |[horas:minutos)|  (Kmj [T1-T5) [1-20) (m} [T1-T5) [1-20)
[bomi media (bomi ] [bom}
dia/mes/ano | EJEMPL 050 2.500 T5 195 20 4:15 115 T1 140 11 045 LI ] T3 16 15
01/01/2017 | Dominzo
02/01/2017 | Lunes
03,/01/2017 | Martes 127 31,6(T2 133 11
04,/01/2017 | Miencoleq 126 40,3|T2 140 11 031 5320|T2 150 12
05/01/2017 | Jueves
05/01/2017 | Viemes
07012017 | sabado 038 BOOD| T4 169 16
(05012017 | Domingo 2100 80| T3 142 13
02/01/2017 | Lunes 0:35 1500 (T2 135 11
10/01/2017 | Martes 052 Q50D T2 14E 12
11/01/2017 | Miercoleqd 0:30]  1s00|T2 140 11
12/01/2017 | Jueves 050 29|12 129 10 030 5300 150 12
13,/01/2017 | Viemes 0:52:00 2250(T2 140 12
14/01/2017 | sabado 0:44:00 7500 (T2 140 11
£5/01/2017 | Do | I O N
15/01/2017 | Lunes 0:50:00 2E[T2 110 g
17/01/2017 | Martes 04500 1700(T1 105 10 04400 BOOD| T2 145 11
15/01/2017 | Miercoled
18/01/2017 | Jueves 0:52:00 30|T1 11E 10 0:30:00 5200|T2 144 11
20/D1/2017 | viemes 0:50:00 2400 |T1 120 10
21/01/2017 | Sabado 0:59:53 2650|T2 135 12
22/01/2017 | Dominzo 370000 B3|T2 135 12
23,/01/2017 | Lunes 102 J00{T2 131 13
24/01/2017 | Martes 0:50:00 1B|T2 11E 11 0:50:00 B50D|T2 138 12
25/01,/2017 | Mienooles
|
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Anexo 5. Ejemplo de informe de prueba de esfuerzo

PRUEBA DE ESFUERZO

NOMBRE: EDAD:
SEXO: Femenino PESO:
TALLA: IMC: :

ECG: estrecho (< 0.10); eje normal; no impresiona de signos de

hipertrofia ni alteraciones en el ST.

ECG durante la realizacion de la prueba de esfuerzo maxima:

Concluyente por criterios clinicos (alcanzando el 91% de su FCMT).
Ha resultado clinica y eléctricamente negativa para isquemia al nivel de

carga alcanzado

No se presenta sintomatologia clinica durante la realizacion de la

prueba.
No se inducen arritmias.

Recuperacion correcta teniendo en cuenta que llega al maximo de la

TA y la FC tras el ejercicio (a los 90” alcanza los 120 Ipm y TA de 13/8)

TApre: 14/7
TApost: 13/8

PRUEBA DE ESFUERZO:.
ERGOMETRO: Cicloergémetro.
PROTOCOLO: Incremental en rampa hasta el agotamiento.

- Puesta en marcha y verificacion de aparatos: 2 minutos 50w.
- Carga inicial: 50w.

Aumentos de carga: Sw cada 12”.
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MODELO TRIFASICO SKINNER Y MCLELLAN

FASE | VT, FASE 11 VT, FASE 111 Valores
Maximos
140 Ipm 161lpm FCmax = 185
Ipm
7% 140-161 Ipm 89 % 161-185 Ipm Wmax =
FCrax FCrax 290W
67% 90 % VOomax =
VO2zmax VO2max 43.0-kg*-min-
1

COMENTARIQOS:

La prueba de esfuerzo ha sido pico a nivel cardiovascular, se observa en que la
frecuencia cardiaca méaxima esta en 180(91% la FCMT teoérica es de 192). A nivel
ventilatorio se considera maxima; se observa en el RER (tasa de intercambio respiratorio)
que asciende a 1,28, alcanzando el valor 1,15 (criterio de prueba maxima). El consumo
de oxigeno maximo (VOzmax) en valores absolutos es 2,62 I-min, y en relacion al peso
corporal es de 43.1 ml-kgt-mint. Son valores considerados SUPERIOR para la
poblacion de su misma edad y sexo (ver tabla de Clasificacion de la Capacidad
Aerdbica). Es decir, tiene una capacidad aerdbica alta. Esto en parte se ve favorecido por
un indice de Masa Corporal de normopeso (IMC de 22.8 kg/m?) (ver tabla de IMC de
valores de referencia para poblacion general). Es decir, al tener un peso 6ptimo, el coste
energético a la hora de desplazarse hace que tenga una mejor capacidad de trabajo.

El umbral aerdbico o umbral ventilatorio 1 esta situado al 67% de su VOamax y a
un porcentaje de la FCmax del 77% (140 lpm) indicando que esta por encima de los valores
considerados normales o de referencia para la poblacién sana (50-60% del VO.max). El
umbral anaerdbico o umbral ventilatorio 2 esta situado al 89 % de su VO2max y a un
porcentaje de la FCmsx del 89% (161 Ipm), indicando que estd dentro de los valores de
referencia (80-90% del VO2max). La mejora de los umbrales, viene marcada por un trabajo
de resistencia cardiovascular a unas intensidades marcadas a continuacion.

Su sistema respiratorio se muestra poco eficiente a ritmos bajos, su equivalente
de oxigeno VE/VO; es alto. Tiene una ventilacién maxima que asciende a 130 |/min. Por

tanto, tiene una potencia aerdbica suficiente (se ve en los valores de consumo de
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oxigeno maximo y de ventilacién maxima) . Posteriormente se detallan las intensidades

para realizar el trabajo cardiorrespiratorio.

Clasificacion de la capacidad aerdbica de acuerdo con el sexo y la edad.

(Valores expresados en ml-kg™t-min™)

HOMBRE 13-19 20-29 30-39 afios 40-49 50-59 afios 60 +
afnos afnos afnos
Muy pobre <35.0 <33,0 <315 <30,2 <26,1 <20,5
Mala 35,0-38,3 | 33,0-36,4 | 31-354 30,2-33,5 | 26,1-30,9 20,5-26
Suficiente 38,4-45,1 | 36,5-42,4 | 355-40,9 | 33,6-38,9 | 31,0-357 | 26,1-32,2
Buena 452-50,9 | 42,5-46,4 | 41,0-44,9 | 39,0-43,7 | 35,8-40,9 | 32,3-36,4
Excelente 51,0-55,9 | 46,5-52,4 | 45,0-49,4 | 43,8-48,0 | 41,0-453 | 36,4-44,2
Superior >56,0 >52,5 >49,4 >48,1 >45,4 >44,3
MUJER 13-19 20-29 30-39 40-49 afios | 50-59 afios 60 +
anos anos anos
Muy pobre <250 <23,6 <22,8 <21,0 <20,2 <175
Mala 25,0-30,9 | 236-28,9 | 22,8-26,9 | 21,0244 | 20,2-22,7 | 17,5-20.1
Suficiente 31,0-34,9 | 29,0-32,9 | 27,0-31,4 | 245289 | 22,8-269 | 20,2-24.4
Buena 35,9-38,9 | 33,0-36,9 | 31,4-35,6 | 29,0-32,8 27,0-31,4 | 24,5-30,2
Excelente 39,0-41,9 | 37,0-40,0 | 35,7-40,0 | 32,9-36,9 31,5-35,7 | 30,3-314
Superior >42.0 >41,0 >40,1 >37,0 >35,8 >31,5

Fuente: Cooper K. The aerobic way. New Cork: bantmen Books Inc 1982
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Valores normales de IMC para la poblacion general
Clasificacion Clasificacion

Por debajo <185

Peso normal 18,5-24,9
Sobrepeso 25,0-29,9
Obesidad | 30,0-34,9
Obesidad Il 35,0-39,9
Obesidad 111 (extrema) > 40

¢ Qué el consumo de oxigeno?

El consumo de oxigeno expresa la cantidad de oxigeno que el organismo
transporta, absorbe y consume en la unidad de tiempo. Es el parametro fisiol6gico mas
importante para determinar la capacidad funcional del sujeto y depende de tres sistemas:
el cardiovascular, el pulmonar y el muscular. Considerado por la OMS (Organizacion
Mundial de la Salud) como uno de los mejores indicadores de salud y relacionado con la
longevidad. Cuanta mas alta se tenga esta variable o si se produce una mejora de ésta, se
reduce también el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares.
¢éA qué intensidad se debe trabajar el acondicionamiento cardiorrespiratorio?

Su resistencia aerdbica puede mejorarse a través de un entrenamiento continuado
y largo en el tiempo (por encima de los 60 minutos) a intensidades un poco por encima
de tu umbral ventilatorio (140-161) Ipm. Con esto se conseguird retrasar la aparicion del
primer umbral y reducir la fatiga. Recuerde que el umbral aerébico es una intensidad de
trabajo que se puede mantener durante largos periodos de tiempo.

El segundo umbral o anaerdbico puede mejorarse realizando trabajo intervalico,
donde 1/3 de dias a la semana se realicen series de 1-35" a intensidades por encima del
umbral anaerdbico (161-185lpm) y otros 1 o 2 minutos a intensidades por debajo de
éste (135 Ipm aproximadamente), hasta completar unos 25-60 minutos de
entrenamiento. Este tipo de entrenamiento le ayudard a mantener su capacidad
maxima durante mas tiempo (permite prolongar el trabajo a intensidades altas).

Lo que primero se tendria que hacer es entrenamientos continuados y largos a

intensidades un poco por encima del primer umbral. Es importante coger base aerdbica
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para posteriormente trabajar a intensidades mas altas introduciendo por ejemplo, el
trabajo de intervalos.

No obstante, para entrenar en zonas saludables se recomienda trabajar entre
140-161 latidos por minuto (Fase 2), con una duracion de entre 20 y 60 minutos de 3 a
5 dias semanales. Con esto se mantendrd y/o mejorara la capacidad aerdbica del
individuo. Es recomendable entrenar con pulsémetro para tener en todo momento

controlada la frecuencia cardiaca

Zonas de Mejora Resistencia =~ Capacidad = Capacidad = Capacidad
entrenamiento metabolismo = aerdbica aerébica- anaer6bica = anaerobica
grasas anaerobica
F. Cardiaca <140 140/150 150/161 161/175 175/185
Tipo Continuo Continuo Intervélico = Intervélico Intervalivo
entrenamiento extensivo intensivo extensivo intensivo intensivo medio-
Largo corto
Consejo

La frecuencia es muy importante. Realizar actividad fisica
regular, es decir varias veces por_semana, debe ser nuestra
meta. De nada sirve hacer mucho un diay no volver a practicar
hasta la semana siguiente...

Meédico:

Licenciado en Educacién Fisica:
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Anexo 6. Cuestionario de seguimiento a los participantes

Cuestionario de seguimiento

Mombre y Apellidos

Mimero de participante y nimero de visita del estudio

Fecha

cAcude a la analitica en ayunas?

¢£Ha tomado algin tipo de medicacion durante [a dltima semana? Especifique &l nombre del
farmaco, dosis y duracion del tratamiento

£Sigues alguna tipo de dieta especifico?

¢ Tomas algun tipo de suplementacion? Especifigue que tipo de suplementacion esta tomando

éHa estado enfermo durante la Ultima semana? 5i ha estado enfermo durante la dltima
semana, especifigue

éHa competido en los ditimos 15 dias?, si es asi, indigue |a fecha de |a competicion

éHa entrenado en las dltimas 24 horas? Sies asi, indigue |a hora a la que realizo el
entrenamiznto. Especifique el tipo de entrenamiento que ha realizado en las dltimas 24 horas
(Actividad, tiempo, intensidad)

Solo mujeres:

¢ Cudndo fue tu Ultimo pericdo?
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Anexo 7. Documento de aprobacion por la comision de investigacion de
idiPaz

|di

Comision de Investigacion IdiPAZ
L]
Informe Proyecto de Investigacion

Madrid, || de febrero de 2016

La Comision de Investigacion del Instituto de Investigacion Sanitaria del Hospital
Universitario La Paz - IdiPAZ ha examinado el proyecto de investigacion titulado:
“Determinacion de la variacion biologica de magnitudes hematoldgicas y
bioquimicas y de la metabolémica en deportistas de alto rendimiento™

Investigador Principal: Antonio Bufio Soto. Servicio de Andlisis Clinico.

El Proyecto de Investigacion cumple los requisitos metodologicos necesarios y es
viahle en todos sus términos, por todo ello la Comision de Investigacion lo ha
considerado adecuado y ha decidido su aprobacion para ser presentado en el CEIC.

A

Fdo.: Francisco Amalich Fermandez
Presidente Comisicn de Investigacion |diPAZ

.r||||l
A—

=

—

Fdo.: David Hardisson Hernaez
Secretario Comision de Investigacion IdiPAZ
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Anexo 8. Documento de aprobacion por el comité ético de investigacién

clinica

% CLLCG
b Hospital
T mver=ilann
Ta Pax

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

Universitario La Paz

CERTIFICA

Que este Comité ha evaluado la propuesta del investigador Antonio Bufio Soto del Servicio de
Andlisis Clinicos del Hospiil Universitario "La Paz" para que se realice el estudio titulade
“DETERMINACION DE LA VARIACION BIOLOGICA DE MAGNITUDES
HEMATOLOGICAS Y EBIOQUIMICAS Y DE LA METABOLOMICA EN
DEPORTISTAS DE ALTO BRENDIMIENTO", Vermion 02 Enero 2016, Hoja Infoomacon
Farticipante,/Consentimiento Informado Versian 02, codigo HULF: PI-2357

¥ conzidera gue teniendo en enenta la respuesta a las aclamciones solicitdas:

* 5Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacion con los ohjetivos
del estdio y estin justificados los despos 7 molestias previsibles para el sojeto.

# La capacidad del investizader § los medios de disponibles son apropiados para levar a eabo el
estudio.

# Es adecnado el procedimiento para obtener el consentimiento mformado v no interfiere con el
respeto a los postalados éticos.

Y que este Comité acepta que dicho estudio sea realizado por el investigador Antonio Bufio
Soto del Servicio de Amnilisis Clinicos del Hospital Universitario "La Paz”™ como mvestipador
principal
Lo que fimo en Madrid a 3 de mayo de 2016
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