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RESUMEN
Publicaciones recientes reflejan la preocupación de las autoridades antidopaje por el uso de sistemas
simuladores de altitud y la posibilidad de considerarlos métodos dopantes. El objetivo de nuestro estudio
fue el de comparar las modificaciones hematológicas inducidas por dos tratamientos con eritropoyetina
recombinante humana (rHuEpo) a diferentes dosis, frente a un protocolo de hipoxia normobárica inter-
mitente (HNI) en un modelo animal.
Veinticuatro ratas Wistar macho jóvenes fueron divididas en 3 grupos experimentales: grupo sometido a
HNI (12h pO2 12% /12h pO2 21%) (n=8); grupo tratado con una dosis de 300 UI de rHuEpo (n=8) y
grupo tratado con 500 UI de rHuEpo (n=8). Se extrajeron dos muestras de sangre a cada uno de los gru-
pos experimentales (antes y después de los tratamientos). Nuestros resultados muestran incrementos muy
similares, y estadísticamente significativos, en los valores de hemoglobina, de hematocrito y de
reticulocitos, tanto en el grupo HNI como en el grupo tratado con 300 UI de rHuEpo tras los 15 días de
tratamiento. El tratamiento con 500 UI de rHuEpo produjo un incremento significativamente mayor.
La principal conclusión de nuestro estudio es que las modificaciones de los parámetros hematológicos obte-
nidas mediante un protocolo de HNI son similares a las obtenidas con un tratamiento con 300 UI de rHuEpo.
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ABSTRACT
Recent publications reflect the anti-doping authorities’ concern about the use of altitude simulator systems,
since these technologies could be considered as doping methods. The major aim of our study was to com-
pare the effect of two different rHuEpo treatments with a normobaric intermittent hypoxic (NIH) protocol
regarding the hematologic modifications in an animal model.
Twenty-four young male Wistar rats were randomly divided in 3 experimental groups: NIH group (12h
pO2 12% /12h pO2 21%) (n=8); the group treated with 300 UI of rHuEpo (n=8) and the group treated
with 500 UI of rHuEpo (n=8). Two blood samples were obtained in every experimental group (before
and after the treatment).
Our results show similar and statistically significant increments in the hemoglobin, hematocrit and
reticulocytes values after 15 days of treatment with 300 UI of rHuEpo or NIH. The treatment with 500 UI
of rHuEpo induced a higher increase in the hematological parameters.
The main conclusion of our study is that the hematological modifications achieved with a NIH protocol
were comparable with those that imply a treatment with 300 UI of rHuEpo.
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INTRODUCCIÓN

La capacidad de transporte de O2 en sangre se mantiene por la producción de
eritrocitos. Este proceso está regulado por la hormona eritropoyetina (Epo), que es-

timula la proliferación y la diferenciación de células progenitoras (Lasne and de
Ceaurriz 2000). La concentración de hemoglobina es un factor importante que de-
termina el aporte de oxígeno a los tejidos y la capacidad aeróbica. Este efecto se

acentúa con una hipoxia moderada (Calbet, Lundby et al. 2006; Robach, Calbet et
al. 2008) ya que del gen de la Epo se induce en condiciones de hipoxia (Semenza
and Wang 1992). En humanos los aumentos en la concentración de hemoglobina se

han relacionado con mejoras en el rendimiento de entre un 5-10% (Birkeland, Stray-
Gundersen et al. 2000; Wilber 2002) debido a un aumento de la capacidad de trans-
porte y de utilización del oxígeno (Kanstrup and Ekblom 1984; Ekblom 1996;

Ashenden, Hahn et al. 2001). De hecho el dopaje sanguíneo se justifica por la rela-
ción que se estableció en 1996 entre los incrementos en los niveles de hemoglobina
y el rendimiento físico (Ekblom 1996). El Comité Olímpico Internacional prohi-

bió el uso de eritropoyetina recombinante humana (rHuEpo) en 1990. Su detec-
ción es complicada debido a que la síntesis de Epo se produce en el cuerpo de
forma natural.

En la actualidad, la Unión Ciclista Internacional (UCI), la Agencia Mundial
Antidopaje (AMA) y algunas federaciones deportivas internacionales, utilizan dos
métodos para la detección de rHuEpo en atletas. Un método directo basado en su

detección en muestras de orina (Lasne and de Ceaurriz 2000) y un método indirecto
basado en un modelo estadístico (Parisotto, Gore et al. 2000; Parisotto, Wu et al.
2001; Sharpe, Hopkins et al. 2002; Gore, Parisotto et al. 2003; Parisotto, Ashenden

et al. 2003; Sharpe, Ashenden et al. 2006; Gilbert 2010; Sottas, Robinson et al. 2010;
Wozny 2010).

Según el artículo 4.3.1.3. del Código Mundial Antidopaje, para que una sustan-

cia o método sea incluida en dicha lista, debe cumplir al menos dos de los siguien-
tes requisitos: 1. Que tenga el potencial de mejorar el rendimiento deportivo; 2. Que
plantee un riesgo real o potencial para la salud del deportista; 3. Que vulnere el es-

píritu del deporte. A su vez, el artículo 4.3.2. estipula que una sustancia o método
será igualmente incluido en la lista si se determina su potencial para enmascarar el
uso de otras sustancias o métodos prohibidos.

Un método aceptado para incrementar la concentración de hemoglobina y el ren-
dimiento es el entrenamiento en altitud. Durante años, el sometimiento a hipoxia
por medio de cámaras hipóxicas normobáricas ha sido utilizado como método para

incrementar la producción endógena de Epo con la intención de incrementar el ren-
dimiento físico (Nummela and Rusko 2000; Bonetti, Hopkins et al. 2006; Levine
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2006; Neya, Enoki et al. 2007). Este hecho ha generado mucha polémica (Levine
and Stray-Gundersen 1997; Wilber 2007) y existe un gran debate acerca de si estos
sistemas podrían considerarse como un método de dopaje o simplemente como una

ayuda ergogénica (Levine 2006; Sanchis-Gomar, Martinez-Bello et al. 2009; Boning
2010; Ferretti 2010; Hinghofer-Szalkay 2010; Lippi and Franchini 2010; Lippi,
Franchini et al. 2010; Sanchis-Gomar, Martinez-Bello et al. 2010). Los beneficios

del entrenamiento en altura son conocidos, sin embargo, este tipo de prácticas no
están exentas de riesgos o efectos secundarios (Lippi, Franchini et al. 2007; Lippi
and Franchini 2010). La hipoxia normobárica puede producir una disminución en la

capacidad antioxidante y un incremento en la peroxidación lipídica (Lippi, Franchini
et al. 2010). Además, puede afectar a la reología y presión sanguínea, exponiendo a
los atletas a un riesgo importante de hemoconcentración y trombosis (Lippi, Franchini

et al. 2007; Lippi and Franchini 2010).
El beneficio obtenido por el incremento de la concentración de hemoglobina

parece ser similar, independientemente de que éste se produzca por transfusión o

por administración de rHuEpo (Buick, Gledhill et al. 1980; Ekblom 1996; Birkeland,
Stray-Gundersen et al. 2000). Algunas investigaciones han demostrado un aumento
significativo en los niveles de Epo y mejoras en el rendimiento utilizando diversos

protocolos de HNI (Laitinen H 1995; Rusko HK 1999; Bonetti, Hopkins et al. 2006).
Sin embargo, otros autores, han sido incapaces de reproducir estos resultados (Julian,
Gore et al. 2004; Roels, Millet et al. 2005). Por tanto, el efecto de la aplicación de

los distintos simuladores de altitud sobre el rendimiento o sobre la estimulación de
Epo son muy controvertidos (Wilber 2007; Wilber 2007). El objetivo de este estu-
dio fue determinar si un protocolo de HNI podría inducir una modificación, en di-

versos parámetros hematológicos, similar a la obtenida con el tratamiento con
rHuEpo.

Todos nuestros experimentos se han llevado a cabo en ratas, porque es un mo-

delo animal ampliamente utilizado en estudios de rendimiento y entrenamientos en
altura, teniendo características similares a las humanas en relación a la aclimatación
a la hipoxia y al entrenamiento (Gonzalez, Clancy et al. 1993; Gonzalez, Perry et al.

1994; Reboul, Tanguy et al. 2005; Sanchis-Gomar, Martinez-Bello et al. 2009).

MÉTODO

Participantes

Veinticuatro ratas Wistar macho jóvenes (3 meses de edad y ~300g de peso)
fueron divididas en 3 grupos experimentales: grupo sometido a HNI (12 h, 9:00-

21:00, 21% de O2; 12 h, 21:00-9:00, 12% de O2). Este porcentaje de O2 equivale a
una altura aproximada de 4100m (n=8); grupo tratado con una dosis de 300 UI de
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rHuEpo (n=8) y grupo tratado con 500 UI de rHuEpo (n=8). Los tratamientos con
rHuEpo (rHuEpo-alfa; ProSpec-TanyTechnoGene) se realizaron 3 veces a la sema-
na por vía subcutánea. El protocolo de HNI se llevó a cabo mediante una cámara

hipóxica «Colorado» (modelo: CAT- 430™ Walk-In Tent). Los tratamientos con
rHuEpo, así como el protocolo de HNI, tuvieron una duración de 15 días. Se extra-
jeron dos muestras de sangre a cada uno de los grupos experimentales, la primera

antes de iniciar los tratamientos con rHuEpo y el protocolo de HNI y, la segunda
una vez transcurridos los 15 días. Este protocolo de experimentación fue aprobado
por el Comité de Ética de la Facultad de Medicina, de la Universidad de Valencia.

Procedimiento

La determinación inicial (día 0), se realizó a partir de muestras extraídas de la

cola del animal (0,4 ml) que se introdujeron en tubos con EDTA. La sangre fue re-
cogida por la mañana a la misma hora para evitar variaciones diurnas. La determi-
nación final (día 15) se obtuvo por punción venosa durante el sacrificio del animal.

Las ratas fueron anestesiadas con 50 mg.kg-1 de pentobarbital sódico y se sacrifica-
ron utilizando una sobredosis del anestésico. Nuestros animales fueron alimentados
con una dieta de roedor (2014 HarlanTeklad Global diet ®). El contenido en hierro

fue de 200mg/kg en la dieta.

Determinaciones

En sangre total: hematocrito, hemoglobina y porcentaje de reticulocitos. Estos
parámetros se analizaron a las 3 horas de la extracción de sangre usando el analiza-
dor hematológico SYSMEX XT 2000i (Roche Diagnostics).

Análisis sérico: el suero fue almacenado a –20°C. El kit de inmunoensayo para
Epo «Quantikine Mouse/Rat» fue usado para medir los niveles de Epo en nuestras
muestras.

Análisis estadístico

Se llevó a cabo un análisis lineal mixto para determinar las diferencias entre el

tiempo 0 y el tiempo 15 para cada una de los tres parámetros hematológicos (hemo-
globina, hematocrito y reticulocitos). Se generó un modelo inicial de análisis
univariable para cada determinación con un modelo posterior de reducción para ob-

tener inferencias y predicciones. El modelo inicial fue reducido con la aplicación de
técnicas estadísticas descritas por West et al. (West 2007). El nivel de alfa para de-
terminar diferencia estadísticas fue siempre p < 0.05. El análisis estadístico fue rea-

lizado mediante el «R statistical software» (Team ; 2006).



Sanchis-Gomar, F.; Martinez-Bello, V. E. … Modificaciones hematológicas …

97Motricidad. European Journal of Human Movement, 2010: 25, 93-104

RESULTADOS

Efecto del protocolo de HNI y de dos tratamientos con rHuEpo (Epo300 UI y Epo500

UI) en la concentración de hemoglobina

En la figura 1 se muestran los perfiles individuales y la media de la concentra-
ción de hemoglobina de los distintos grupos experimentales. Los animales mostra-
ron un aumento, en función del tiempo, en la concentración de hemoglobina. En re-

lación a este parámetro, vimos un incremento similar a los 15 días en el grupo Epo300
y en el grupo hipoxia. El grupo Epo500, sin embargo, presenta un mayor incremen-
to en la concentración de hemoglobina cuando se compara con los otros dos trata-

mientos. Esta diferencia fue estadísticamente significativa (p< 0.05).

FIGURA 1. Perfiles individuales y media de la concentración de hemoglobina en animales tratados con
300 UI de rHuEpo, 500 UI de rHuEpo o sometidos a HNI durante 15 días
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Efecto del protocolo de HNI y de dos tratamientos con rHuEpo (Epo300 UI y Epo500

UI) en el hematocrito

En la figura 2, se muestran los perfiles individuales y la media del hematocrito

de los distintos grupos experimentales. Los animales mostraron un aumento, en fun-
ción del tiempo, en el hematocrito. En relación a este parámetro, se observa un in-
cremento a los 15 días en el grupo Epo300 y en el grupo hipoxia, comportándose de

manera similar entre ellos. Sin embargo, el grupo Epo500 presenta un mayor incre-
mento en relación a los otros dos grupos, siendo este incremento estadísticamente
significativo (p< 0.05).

FIGURA 2. Perfiles individuales y media del hematocrito en animales tratados con 300 UI de rHuEpo,
500 UI de rHuEpo o sometidos a HNI durante 15 días
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Efecto del protocolo de HNI y de dos tratamientos con rHuEpo (Epo300 UI y Epo500

UI) en el porcentaje reticulocitos

En relación al porcentaje de reticulocitos, en la figura3 se observa un incremento

de los reticulocitos en todos los grupos. El grupo hipoxia y el grupo Epo300 se com-
portan de manera similar entre ellos. En el caso del grupo Epo500, al igual que con
el resto de parámetros, el incremento de los reticulocitos fue mayor que en el resto

de los grupos (p<0.05).

FIGURA 3. Porcentaje de reticulocitos en animales tratados con 300 UI de rHuEpo, 500 UI de rHuEpo
o sometidos a HNI durante 15 días.

Representación de la media de hemoglobina y hematocrito

En la figura 4, representamos las medias comparadas tanto de la hemoglobina
como del hematocrito en los distintos grupos experimentales. La línea azul repre-
senta al grupo Epo500, la línea negra al grupo Epo300 y la línea roja corresponde al

grupo hipoxia.
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FIGURA 4. Medias comparadas de hemoglobina y hematocrito en los distintos grupos experimentales.
La línea azul representa al grupo Epo500, la línea negra al grupo Epo300 y la línea roja corresponde

 al grupo hipoxia.

Efecto del protocolo de HNI sobre la concentración de eritropoyetina en suero

En la figura 5, se muestran los valores de las concentraciones de Epo en suero
del grupo hipoxia al inicio y tras los 15 días del protocolo de HNI. Al inicio, la

concentración de Epo endógena fue de 18.4±2.1 mU/mL. Al finalizar el periodo ex-
perimental los niveles de Epo endógena incrementaron hasta alcanzar valores de
58.2±17.2 mU/mL. Estos valores fueron significativamente más elevados que los

valores iniciales y demuestran que el protocolo de HNI induce un aumento en la
producción endógena de Epo.

FIGURA 5. Concentraciones de Epo en suero al inicio
 y tras los 15 días del protocolo de HNI.
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DISCUSIÓN

El uso de cámaras hipóxicas para mejorar el rendimiento ha generado un im-
portante debate acerca de la conveniencia de considerar estos sistemas como méto-

dos de dopaje o simplemente como ayudas ergogénicas (Levine 2006; Malloy, Kell
et al. 2007; Sanchis-Gomar, Martinez-Bello et al. 2009; Boning 2010; Ferretti 2010;
Hinghofer-Szalkay 2010; Lippi and Franchini 2010; Lippi, Franchini et al. 2010;

Sanchis-Gomar, Martinez-Bello et al. 2010).
La exposición a hipoxia se relaciona con un incremento en la concentración de

Epo en plasma con el concomitante incremento en los parámetros hematológicos

(Abbrecht and Littell 1972; Ou, Chen y cols., 1992). Este efecto está mediado prin-
cipalmente por la cantidad y frecuencia del estímulo hipóxico, tal y como ha sido
observado en roedores y sujetos entrenados (Mylrea and Abbrecht 1970; Abellan,

Remacha et al. 2005). Un aumento de la Epo en suero del 62-770% produce un in-
cremento en parámetros hematológicos similar al que se obtiene al exponerse a una
altitud de entre 2500 y 8500m (Savourey, Garcia et al. 1994; Savourey, Garcia et

al. 1996; Stray-Gundersen, Chapman et al. 2001; Heinicke, Prommer et al. 2003;
Savourey, Launay et al. 2004). Existen pruebas sólidas en la literatura que muestran
que el método más eficaz para estimular la eritropoyesis y mejorar el rendimiento

físico en atletas sobre el nivel del mar (la llamada estrategia «Living High-Training
Low») requiere lo siguiente: 2500m de altitud y 22horas al día de exposición du-
rante al menos 28 días. Esto debe ir acompañado de entrenamientos diarios a una

altitud de 1250m (Wilber, Stray-Gundersen et al. 2007). Por otra parte, respecto al
efecto del tratamiento con rHuEpo, Verbugre y cols., demostraron en roedores que
inyecciones de rHuEpo (600 UI) cada 3 días durante 3 semanas ejercían un efecto

importante en el hematocrito (Verbrugge and Goodnough 1994). El marcado incre-
mento en las variables hematológicas después de un tratamiento con rHuEpo tam-
bién ha sido reportado en humanos (Lundby, Thomsen et al. 2007).

A pesar de los similares efectos hematológicos generados por estos dos méto-
dos, la literatura es escasa en presentar una comparación de los efectos sobre la ca-
pacidad de transporte de oxígeno de estas dos alternativas. Nuestros resultados de-

muestran que la concentración de hemoglobina y el hematocrito de los dos grupos
tratados con rHuEpo (300 UI y 500 UI) y del grupo hipoxia se encuentran
significativamente aumentados al final del periodo experimental (Figuras 1 y 2). Sin

embargo, el incremento en la concentración de hemoglobina es significativamente
mayor en el grupo Epo500 cuando se compara con Epo300 e hipoxia. Respecto al
hematocrito, al finalizar los tratamientos, los tres grupos mostraron valores

significativamente mayores cuando se comparan con sus valores basales. Además,
en el caso del grupo Epo500 estos incrementos estuvieron por encima del resto de
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grupos experimentales. Respecto al porcentaje de reticulocitos los tres grupos mos-
traron un aumento significativo en sus valores tras los tratamientos y el protocolo
de HNI. Sin embargo, de nuevo en el grupo Epo500 es en el que observamos un

incremento mayor (Figura 3). Woo y cols., demostraron que distintas dosis de
rHuEpo (10, 100, 450, 1350 y 4050 UI/kg) aumentaban el porcentaje de reticulocitos
y la concentración de hemoglobina de forma escalonada (Woo, Krzyzanski et al.

2006; Woo, Krzyzanski et al. 2007). De igual forma, Abbrecht y cols., demostraron
que ratones sometidos a distintas concentraciones decrecientes de O2 generaban una
mayor respuesta hematológica a medida que el estímulo hipóxico se hacía más agre-

sivo (Mylrea and Abbrecht 1970). En uno de los pocos estudios acerca de los efec-
tos de un tratamiento con rHuEpo e hipoxia, Carraway y cols., encontraron que roe-
dores sometidos a hipoxia continua durante 14 días aumentaron la concentración de

hemoglobina de 14.3±0.2 a 19.7±0.3 (g/dL) mientras que roedores tratados con una
dosis de 4000 UI/kg durante tres días consecutivos sólo aumentaron los niveles de
hemoglobina de 14.3±0.2 a 17.0±1.4 (g/dL) (Carraway, Suliman et al.). En este caso,

el efecto policitémico fue mayor como consecuencia de la hipoxia, seguramente por
la intensidad y frecuencia del estímulo (7 días a 5500 m). En nuestro modelo de-
mostramos, en primer lugar que la policitemia es dependiente de la dosis empleada

y, en segundo lugar, que una menor dosis de rHuEpo (Epo300) provoca un aumento
similar en la hemoglobina al obtenido con el protocolo de HNI.

Recientemente se ha demostrado que la masa de hemoglobina total determina,

en parte, el VO2max al aumentar la diferencia arterio-venosa de oxígeno. En este es-
tudio se observó que este efecto se puede conseguir bien a través de la adaptación a
la altura o bien a través de la manipulación sanguínea. Esta última mimetiza los efec-

tos de la altitud, aunque excediendo su magnitud (Schmidt and Prommer 2010). Las
manipulaciones sanguíneas están prohibidas por la AMA, mientras que los protoco-
los de hipoxia se encuentra bajo revisión (Sanchis-Gomar, Martinez-Bello et al.

2009). En nuestro estudio hemos demostrado que los protocolos de hipoxia tienen
unos efectos similares a los tratamientos con rHuEpo (en mayor o menor dosis) o a
los que podría tener cualquier otra sustancia análoga prohibida por la AMA como la

darbepoietina o el CERA (Continous Erythropoietic Receptor Activator), entre otros.
La principal conclusión que podemos obtener de nuestro trabajo es que un protoco-

lo de HNI y, la administración de una dosis concreta de rHuEpo, pueden modificar de

forma similar los parámetros hematológicos analizados por las autoridades antidopaje.
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