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RESUMEN

Esta investigacion examind la hipdtesis que plantea que el ejercicio agudo de sobrecarga (AHRE) podria provocar el
incremento de las concentraciones circulantes de la hormona del crecimiento humana (hGH) durante las noches. Diez
hombres (22+1 afios, 177+2 cm, 79+3 kg, 11+1% de grasa corporal) proveyeron dos muestras de sangre las cuales fueron
extraidas cada 10 min entre las 17:00 y las 06:00, una de control y la otra en la condicion AHRE. E1 AHRE fue llevado a
cabo entre las 15:00 y las 17:00, realizando multiples series y un alto volumen. Las concentraciones de hGH fueron
medidas con tres andlisis diferentes de inmunoensayo: el anélisis inmunoradiométrico de Nichols (Nichols IRMA), el
analisis de radioinmunoensayo del Instituto Nacional de Diabetes y Enfermedades Digestivas y Renales (NIDDK RIA), y con
el andlisis inmunofuncional del Diagnostic Systems Laboratory (DSL IFA). Para evaluar las caracteristicas del perfil pulsatil
de la HGH se utilizé el sistema de deteccion del pico de pulsatilidad. La concentracion méaxima de hGH fue menor en la
condicion de ejercicio (10.7 pg/l) en comparacion con la condicién de control (15.4 ng/l). La amplitud del pulso medio fue
menor en la condicién de ejercicio vs. la condicion de control cuando fue medida con el andlisis de Nichols IRMA y con el
DSL IFA. Luego de la realizacion del ejercicio, y durante las horas de sueiio, se observo un patron diferencial de liberacion
hormonal, el cual fue menor durante la primera mitad del suefio, pero mayor durante la segunda mitad. Hemos concluido
que el AHRE influencia el patrén temporal de pulsatilidad nocturna de la hGH. Ademas, debido a las caracteristicas
moleculares tnicas del analisis DSL IFA, podemos concluir que esta influencia tiene relevancia bioldgica, debido a que las
moléculas funcionalmente intactas estan siendo afectadas.
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INTRODUCCION

Es ampliamente sabido que el ejercicio agudo estimula la secrecién de la hormona del crecimiento (GH) (13, 24, 33), pero
la persistencia de esta estimulacion y el efecto sobre la secrecién de GH durante periodos de seguimiento mas prolongados
no estan todavia bien caracterizadas. Una resolucion optima de la liberacion pulsatil de la GH humana (hGH) deberia



incluir tanto muestreos frecuentes como técnicas sensibles de andlisis para, de esta manera, definir la dindmica de
secrecion del eje de la GH (14). Asimismo, seria prudente realizar el muestreo durante las horas de suefio en el momento
de la liberacion dindmica de la hGH. Los pocos estudios que han examinado la liberaciéon nocturna de hGH luego de la
realizacion de ejercicios han reportado resultados contradictorios, los cuales podrian atribuirse a factores tales como el
protocolo de ejercicio, el esquema de extraccion de muestras y los inmunoensayos utilizados (1, 16, 22, 23, 29, 43).

La significancia fisioldgica de estudiar el perfil pulsatil de la hGH reposa en el hecho de que se piensa que el patréon
discontinuo de liberacion es fundamental para una 6ptima funcién agonista a nivel celular. Se ha mostrado que el
suministro pulsatil de GH por via intravenosa es mas efectivo que el suministro continuo para la regulacion ascendente de
los productos terminales de los tejidos (7, 8, 19, 27). La liberacién pulsatil de la hGH es también clinicamente importante,
debido a que se ha mostrado que estd amplificada durante los periodos de crecimiento lineal (7, 9) y luego del
entrenamiento aerdbico a largo plazo (42) y a que se deprime durante condiciones patoldgicas (18) y con el envejecimiento
(11, 18) y bajo la regulacién sexualmente dismoérfica en hombres y mujeres (20). Actualmente no se sabe si los beneficios
del entrenamiento de la fuerza, tales como el incremento en la fuerza y en la masa muscular, estdn acompafiados de un
incremento en la liberacion pulsatil de la hGH.

Pocos estudios han explorado el impacto del ejercicio sobre la liberacion pulsatil de la GH en humanos. Weltman et al. (42)
reportaron una amplificacién de la liberacion pulsatil de GH en mujeres que realizaron 1 afo de entrenamiento aeréhico
por encima del umbral de lactato. Kenaley et al. (22) han publicado el inico estudio en donde se utilizé un esquema de
muestreo frecuente (cada 10 min durante 24 horas) y un programa de deteccion del pulso de liberacidon para examinar el
impacto de ejercicio agudo aerdbico realizado durante el dia sobre la liberacion pulsatil nocturna de hGH. En este estudio,
no se observo que el ejercicio aerébico tuviera algtin efecto. Aunque el ejercicio de sobrecarga es el modo preferido para el
optimo desarrollo y mantenimiento de sistema musculo esquelético y aunque se ha documentado que las variables de un
programa agudo influencian las concentraciones de hGH inmediatamente después del ejercicio (24), ninguna investigacion
hasta la fecha ha examinado la influencia del ejercicio agudo de sobrecarga sobre la pulsatilidad nocturna de la hGH.

En la actualidad existen una variedad de inmunoensayos comercialmente disponibles para detectar las concentraciones
circulantes de hGH. Debido a que estos inmunoensayos emplean diferentes anticuerpos monoclonales y policlonales
dirigidos a epitopos especificos de la molécula de GH y debido a que las diferentes formas de la GH pueden o no tener
estos epitopos intactos espacialmente accesibles para estos anticuerpos, los resultados obtenidos en cuanto a las
concentraciones de GH a partir de una misma muestra pueden variar significativamente (10, 15, 25). Un trabajo reciente
en donde se evalué el impacto del ejercicio sobre las concentraciones in vivo de hGH bioanalizable vs. inmunoanalizable
también ha mostrado disparidad en las dos concentraciones de hGH (28). De esta manera, la seleccion de un método
apropiado de andlisis para la deteccion de la hGH se vuelve una decision importante para el cientifico/clinico cuyo interés
en la medicion de las concentraciones de hGH esté relacionado con la evaluacion diagnostica de la funcion pituitaria.

Strasburger et al. (38) recientemente desarrollaron un nuevo anélisis de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) que se
basa en la interaccién molecular necesaria entre la hormona y su receptor para la dimerizacién del receptor y la
subsiguiente transduccién de la senal. Este analisis utiliza un anticuerpo monoclonal de la hGH y una proteina
recombinante biotinilada de unién a la hGH (BP) que se une, respectivamente, a los sitios receptores 2 y 1 de la hGH, lo
cual es el primer paso de la cascada de eventos intracelulares para la sefializacion de la hGH (12). Strasburger et al.
reportaron que este analisis tuvo una correlaciéon mayor que el andlisis tradicional policlonal en comparacién con el
bioanélisis in vitro NB2, dandole crédito a la idea de que este tipo de andlisis puede ser méas relevante biolégicamente que
otros tipos de inmunoensayos. Este tipo de analisis todavia debe ser evaluado luego de la realizacion de tests de
estimulacion de la hGH, tales como el gjercicio.

Nosotros examinamos la hipdtesis de la que las concentraciones nocturnas de hGH podrian verse incrementadas luego de
la realizaciéon de un protocolo agudo de entrenamiento de la fuerza de alta intensidad. Para estudiar una respuesta mas
intensa de la hGH luego del entrenamiento de la fuerza de las que se han examinado previamente, se utilizé un disefio de
muestreo serial nocturno con muestras repetidas dentro de cada grupo. Cada sujeto particip6 tanto en la condicion de
control como en la condicion de ejercicio. La liberacion pulsatil de hGH fue entonces evaluada y comparada. Ademas, para
obtener un conocimiento adicional acerca del impacto del método de andlisis, se midieron las concentraciones de hGH
utilizando tres inmunoensayos: un andlisis inmunoradiométrico convencional, un radioinmunoensayo convencional, y un
nuevo analisis "inmunofuncional" que detecta moléculas en base a la interaccion molecular entre la molécula y su receptor,
lo cual es esencial para la dimerizacion del receptor y la subsiguiente transduccién de la sefial.



METODOS

Sujetos

Diez hombres jévenes saludables con buena aptitud fisica, participaron en esta investigacion, la cual fue aprobada por el
Comité de Revision Institucional para la Utilizacién de Sujetos Humanos de la Universidad Estatal de Pennsylvania y por el
Comité de Revision Cientifica del Centro de Investigacion Clinica General. Todos los sujetos fueron informados acerca de
los riesgos de la investigacion y subsiguientemente leyeron y firmaron un formulario de consentimiento informado. Antes
de ser incluidos en el estudio todos los sujetos se efectuaron una revision médica llevada a cabo por un médico. De la
revision médica, se determind que los sujetos eran no fumadores y estaban libres de problemas enddcrinos, ortopédicos o
de cualquier otro problema médico (e.g., desordenes alimenticios, de suefio o psiquiatricos) que pudieran haber alterado
los datos de esta investigacion. Los sujetos que habian utilizado suplementos (e.g., creatina o androstenediona, etc) en los
3 meses previos al estudio fueron excluidos del mismo. Para eliminar cualquier otra variable de confusién que afectara la
secrecion de hGH, tal como la edad, la aptitud fisica y la adiposidad (18), se requiri6é que los sujetos cumplieran con un
estricto conjunto de criterios de aptitud fisica para la inclusién. Estos criterios de inclusidon fueron: edad, <25 afios,
porcentaje de grasa corporal, <20%, consumo maximo de oxigeno, >45 ml.kg.'min”, y fuerza en una repeticién maxima
(1RM) en sentadilla, >1.5 x masa corporal. De esta manera, al cumplir con estos criterios, se reclutd para esta
investigacion una poblacion de sujetos homogénea la cual pudo ser caracterizada como por encima del promedio con
respecto a la aptitud aerdbica y a la fuerza. Durante este examen fisico se recolectaron muestras de sangre venosa que
fueron subsiguientemente analizadas para determinar concentraciones de testosterona, triiodotironina y factor de
crecimiento tipo insulinico I (IGF-I), con lo cual se pudo asegurar que las concentraciones hormonales de estos sujetos
estuvieran dentro de los valores normales para adultos jovenes. La densidad corporal se determind mediante el pesaje
hidroestatico, utilizando los métodos descriptos por Akers y Buskirk (2). La densidad corporal fue posteriormente utilizada
para estimar el porcentaje de grasa corporal. El volumen maximo de consumo de oxigeno fue determinado mediante un
protocolo realizado en cinta ergométrica. La Tabla 1 muestra las caracteristicas fisicas y descriptivas de los sujetos.

Valoracion de la Fuerza

Se llevaron a cabo tests de 1RM en los siguientes ejercicios: sentadillas, press de banca, press de piernas, y tirones en
polea utilizando equipamientos Universal (Universal Equipment, Omaha, NE) y barras York (York Barbell, York, PA). La
entrada en calor consistio de la realizacidon de 5-10 repeticiones al 40-60 % del maximo percibido, con un periodo de
recuperacion y estiramiento de 3 a 5 minutos, luego de lo cual se realizaron 3-5 repeticiones al 60-80 % del méaximo.



Variahles MediazDE | Rango
Caraeferizficas Fisicas
Edad (afins) 21421 18-25
Talla {cran) 1771£7 4 laa-189
BI (k) T8 B 4 T0-90
. BF 113441 5-1%
FFR (kg f9.847 4 al-24
BT (kgfm®) 2514819 22-30
FFII (ko) 223414 20-24
Pardmeiros de la Apfitud Fisica
Wil odz (Lipnin) 444145 3751
VO mdx (mlkg lnin) S0ELDS 454 532
HE. . (latidosirain) 1952440 184203
REER. 1134103 1.07-1.20
Mediciones de la Fuersa Muscular

Sentadilla (ke 135.0£370 24206
kgBI 17414 10-2.5
ke/FFIV 19405 1.2-30
Press de Banca (kg 1102£250 T0-145
kgBI 14413 no-12
kg/FFIV 1613 1.1-21
Prensa de Piemas (ko) 196 4433 3 127227
kgBId 25414 16-30
kgiFFI 2EH1 4 1833
Tirones en Polea (kg 241406 BE-035
ke/BI 11411 0212
kaiFFI 12411 10-1.5

Tabla 1. Datos fisicos descriptivos de los sujetos al comienzo del estudio. % BF, porcentaje de grasa; BM, masa corporal; BMI, indice
de masa corporal; FFM, masa libre de grasa; FFMI, indice de masa libre de grasa, VO, madx., consumo mdximo de oxigeno, HR max.,
frecuencia cardiaca maxima; RER, indice de intercambios respiratorio.

Luego de esto se realizaron de tres a cinco levantamientos para determinar la fuerza en 1RM con 5 minutos de
recuperacion entre los levantamientos. Se consideré un levantamiento exitoso cuando este era completado en todo el
rango de movimiento sin observarse desviaciones en la técnica y en la forma apropiada.

Protocolo de Ejercicio Agudo de Sobrecarga de Alta Intensidad

El protocolo de ejercicio agudo de sobrecarga de alta intensidad (AHREP) comenzé a las 15:00 horas y fue disefiado de
manera tal que el volumen de entrenamiento fuera alto, incluyendo un total de 50 series que provocaban el reclutamiento y
la activacion de una gran cantidad de tejido muscular. La Tabla 2 muestra un detalle del AHREP. Lo anterior se cumplié
utilizando ejercicios multiarticulares que requerian la utilizacién de los grupos musculares principales tanto del tren
superior como del tren inferior. Los sujetos terminaban la serie de un ejercicio al alcanzar el nimero de repeticiones
requeridas o cuando se producia el fallo muscular. Si eventualmente no se alcanzaba el nimero deseado de repeticiones en
una serie dada, la carga era reducida antes de que el sujeto volviera a realizar el mismo ejercicio con la misma carga.
Luego de cada ejercicio se realizaba una pausa de 90 s, y el orden de los ejercicios era tal que se alternaban los grupos
musculares utilizados, tal como se muestra en la Tabla 2. Todos los sujetos completaron la sesién de ejercicios. El tiempo
medio=DE para completar el AHREP fue de 125.3+3.4 min.

Pruebas Nocturnas

Los sujetos realizaron dos pruebas nocturnas cuyo orden fue aleatorio y equilibrado que se llevaron a cabo en el parque
universitario del Centro de Investigacién Clinica General (GCRC), ubicado en el Centro de Investigaciones Fisiologicas Noll



de la Universidad Estatal de Pennsylvania. Para facilitar la familiarizacién con las instalaciones y para evitar el efecto de la
interrupcion del suefo de la primera noche, todos los sujetos durmieron en el GCRC la noche previa a cada extraccién
serial nocturna de muestras sanguineas. Las condiciones fueron repetidas exactamente para incluir la llave del catéter de
extraccion cerca de la vena antecubital para la noche. Una de estas pruebas nocturnas sirvié de prueba control, en la cual
los sujetos se reportaron al GCRC a las 14:30, momento en el cual se extrajeron las muestras sanguineas de reposo
mediante la técnica de puncién venosa, y descansaban hasta ~ 17:00, hora a la cual una enfermera registrada insertaba un
catéter en la vena antecubital de los sujetos para las extracciones seriales de sangre, que se llevaron a cabo a un ritmo de
una extraccion cada 10 minutos hasta las 06:00 de la mafiana siguiente. La recoleccion de las muestras sanguineas se llevd
a cabo siguiendo los mismos procedimientos en la condicidn de ejercicio. Durante la condicion de ejercicio los sujetos
realizaron el AHREP desde las 15:00 hasta las 17:00 en el gimnasio de la universidad. Las muestras de sangre fueron
recolectadas lo mas pronto posible luego de que los sujetos hubiesen completado la dltima serie. El tiempo medio + DE
para la recoleccion de la primera muestra de sangre luego del ejercicio fue de 4.3+0.7 minutos. Durante cada prueba
nocturna, se les permiti6 a los sujetos moverse libremente por las instalaciones, mirar television, recibir llamadas
telefonicas, estudiar, etc. Las luces de las habitaciones fueron apagadas a las 22:00, y la TV fue apagada a las 23:00. Al
lado de la cama, una enfermera registrada y los técnicos de la investigacion realizaron las recolecciones seriales de
muestras sanguineas durante toda la noche, tratando de no causar ninguna interrupcion en el suefio de los sujetos. Las
muestras de sangre fueron recolectadas en contenedores de vidrio, permitiendo que coagulen a temperatura ambiente, y
luego de lo cual fueron centrifugadas durante 30 minutos a 800 g y a 4 2C. Luego de la centrifugacion, se tomé una
alicuota de 900 ml del suero, la cual fue separada en tres tubos Eppendorf, que fueron rapidamente congelados en
nitrégeno liquido, y guardados a 280 °C para los posteriores anélisis.

Control Dietario

Todos los sujetos completaron dos diarios en los cuales registraron las ingestas dietarias de 3 dias (i.e., uno para cada
periodo de 3 dias previos a cada prueba nocturna). Se les pidié a los sujetos que, para la segunda prueba nocturna
replicaran, con la mayor precision posible, la ingesta dietaria de los 3 dias previos a la primera prueba nocturna. Los
analisis dietarios (Nutritionist IV, First DataBank, San Bruno, CA) de estos registros verificaron que el contenido calérico y
la composicion de los alimentos fueran similares en los dos periodos previos a cada prueba nocturna. Para cada uno de los
dias en que se realizaron las pruebas nocturnas, los sujetos fueron provistos con todos los alimentos necesarios para la
estadia. Estas comidas fueron preparadas por nutricionistas registrados en las instalaciones del GCRC y estuvieron
constituidas para que cumplieran con los siguientes criterios: no debian contener cafeina, aspartamo o bocadillos; la
distribucién de los macronutrientes fue, 55% de carbohidratos, 15% de proteinas y 30% de grasa, y con un contenido total
de sodio de 3 g. Las calorias ingeridas se calcularon en base a la formula estdndar de Harris Benedict mds un factor
apropiado de actividad de acuerdo con la edad y actividad fisica de los sujetos. Los horarios de las comidas fueron,
desayuno a las 06:30, almuerzo a las 11:30, y cena a las 19:00. Los horarios del almuerzo y de la cena fueron programados
teniendo en cuenta la sesion de ejercicio de las 15:00-17:00 de forma tal que se asegurara que los sujetos ejercitaran en
estado postabsortivo y asimismo para permitir que el régimen de muestreo luego del ejercicio agudo no estuviera
influenciado por el consumo caldrico. Se les permitio a los sujetos beber agua ad libitum.

Inmunoensayos de la Hormona de Crecimiento

Las concentraciones de hGH sérica circulante fueron comparados utilizando tres inmunoensayos por separado: 1) analisis
inmunoradiométrico del Instituto de Diagnostico Nichols (Nichols IRMA) (San Juan Capistrano, CA); 2) radioinmunoensayo
policlonal competitivo del Instituto Nacional de Diabetes y Enfermedades Digestivas y Renales (NIDDK RIA); y 3) andlisis
inmunofuncional ELISA del Diagnostic Systems Laboratory (DSL IFA) (Webster, TX).



1 2 3 4 5 6 T 8 0 10
Grapo I | Sguat | Bench Pr| Sguat | Berch Pr| Souat | BenchPr| Sguat | BenchPr| Souat | Bench Pr
1 =10 1 =10 l=35 l=35 1 =10 1 =10 1=5 l=35 1 =10 1=10
11 12 13 14 15 16 17 12 19 20
Grupo 2 | LegPr LatPd | LegPr | LatPd LegPr | LatPd | LegPr LatPd | LegPr | LatPd
1 =10 110 1 =35 1=35 1=10 1 =10 1=3 1 =35 1 =10 1=10
21 22 23 24 25 26 2 28 29 30
Fupa 3| Sgnat | Berch Pr| Seguat | Bench Pr| Souat | Berch Pr| Soguat | Bench Pr| Sguat | Berch Pr
1 =10 1 =10 1=5 1=5 1 =10 1 =10 1=5 1=5 1 =10 1=10
31 32 33 34 35 36 X 338 39 40
wupod | LegPr | LatPd | LegPr | LatPd | LegPr | LatPd | LegPr | LatPd | LegPr | LatPd
1 =10 1 =10 1=5 1 =5 1 =10 1 =10 1=5 1=5 1 =10 1=10
4] 42 43 44 45 da 47 43 40 a0
Zupe & | Sgmat | BernchPr| Semat | BenchPr| Scuat | BenchPr| Sguat | Bench Pr| Sguat | Bernch Pr
1 =10 1 =10 =5 =5 1 =10 1 =10 1=5 =5 1 =10 1=10
Tabla 2. Orden, ejercicios, repeticiones y cargas relativas del protocolo agudo de ejercicios de sobrecarga de alta intensidad. Se
utilizaron ejercicios multiarticulares que requieren la utilizacion de los principales grupos musculares, tanto del tren superior como
del tren inferior [e.g., sentadilla (Squat, 15 series), prensa de piernas (Leg Pr; 10 series), press de banca (Bench Pr; 15 series), tirones
en polea (Lat Pd; 10 series)]. Las cargas relativas para cada ejercicio alternaron entre 10 y 15 repeticiones mdximas (RM). Las cargas
de 10 y 5 RM fueron calculadas como el 70% y el 85% de 1 RM, respectivamente. Las 50 series totales fueron divididas en 5 grupos de
10 ejercicios cada uno. Las series 1-10, 21-30 y 41-50 fueron idénticas con respecto a los ejercicios realizados (e.g., sentadilla y press
de banca) y a la intensidad relativa (las series del mismo ejercicio alternaron entre 10 y 5 RM). Del mismo modo, las series 11-20 y
31-40 fueron idénticas con respecto a los ejercicios realizados (e.g., prensa de piernas y tirones en polea) y a la intensidad relativa
(ver mds arriba). Los niimeros secuenciales son el orden en el cual los ejercicios fueron realizados. Comience con el Grupo 1, serie 1,y
muévase a la derecha. En la serie 10 del grupo 1, la secuencia comienza con el grupo 2, serie 1 y asi sucesivamente. Nota: los grupos
1, 3 y 5 estdn compuestos idénticamente con respecto a los ejercicios, al orden de ejercicio, y a las cargas relativas. Los grupos 2 y 4
también estan compuestos idénticamente con respecto a los ejercicios, al orden de ejercicio, y a las cargas relativas. Se utilizé una
pausa de 90 segundos luego de cada ejercicio y una pausa de 120 segundos luego de cada grupo de 10 series.

Los analisis NIDDK RIA y Nichols IRMA fueron seleccionados debido a que representan prototipos de "RIA comeptitivo
policlonal" y de "IRMA monoclonal doble", respectivamente. Estos dos tipos de andlisis son faciles de conseguir, y son
comunmente utilizados en los laboratorios que realizan estudios sobre la hGH, y son considerados andlisis representativos
con los cuales pueden compararse datos obtenidos mediante DSL IFA. El andlisis DSL IFA fue elegido debido a su
particular base molecular y también para extender el trabajo realizado por Strasburger et al. (35-38), ya que por primera
vez se compararian los resultados obtenidos mediante este tipo de anélisis luego de la realizacion de ejercicios agudos de
sobrecarga con lo resultados obtenidos mediante los andlisis anteriormente mencionados. El andlisis estd disefiado para
detectar solo aquellas moléculas de hGH que poseyeran intactos los sitios 1 y 2, lo cual es un prerequisito para inducir la
dimerizacion del receptor de la molécula. Todos los andlisis fueron validados con respecto al paralelismo, recuperacion y
linealidad. Se utilizaron curvas de regresion de mejor ajuste Log- logit, log-log y lineal estandar para los analisis NIDDK
RIA, Nichols IRMA y DSL IFA, respectivamente. Todos los puntos estandar de las curvas fueron corridos en cuadriplicado.
Para eliminar la varianza interanélisis, todas las muestras analizadas para un sujeto en particular fueron analizadas dentro
del mismo lote en un contador gamma con algoritmos para el trazado de la curva de mejor ajuste (EG & G Wallac Gamma
Counter, Turku, Finland) para el anélisis RIA y con un lector de microplaca (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT) para el
andlisis ELISA. Las sensibilidad de los andlisis Nichols IRMA, NIDDK RIA, y DSL IFA fueron 0.04, 0.10, y 0.20 ug/l,
respectivamente. Todos los valores obtenidos con Nichols RIA cayeron por encima de la sensibilidad del andlisis. Los
valores obtenidos con NIDDK RIA y con DSL IFA que cayeron por debajo de los umbrales fueron igualados a la sensibilidad
para el respectivo inmunoensayo. Las varianzas interandlisis para las concentraciones bajas, medias y altas de hGH fueron
las siguientes: 7.2, 5.2, y 5.4%, respectivamente, para los andlisis Nichols IRMA; <10% para NIDDK RIA; y, 7.1, 7.6, y
8.4%, respectivamente, para el DSL IFA. La concentracion sérica de IGF-I fue medida en tres momentos diferentes durante
el muestreo, utilizando el andlisis IRMA de dos sitios (Diagnostic Systems Laboratories, Webster, TX). La sensibilidad y la
varianza intraanalisis para la determinacion de IGF-I fue 2.06 pg/l y 3.9 %, respectivamente.

Analisis de la Actividad Pulsatil

Los analisis de la pulsatilidad de la hGH fueron realizados utilizando el programa Merriam and Wachter PC-Pulsar para PC
IBM (30), programa que fue gentilmente provisto por J. F. Gitzen y V. D. Ramirez, del Programa para la Investigacion



Neural y Comportamental de la Universidad de Illinois. Los pardmetros G correspondientes a un indice de error de
deteccion del 1% utilizados fueron: G (1): 4.40, G (2): 2.60, G (3): 1.92, G (4): 1.46, G (5): 1.13. Para los analisis estadisticos
se utilizaron las siguientes caracteristicas del perfil pulsatil: concentraciéon media de hGH, concentraciéon méaxima de hGH,
numero de picos, amplitud media de estos picos, duraciéon media del pico e intervalo medio entre los picos.

Analisis Estadisticos

Todos los resultados se reportan como medias+DE. Para determinar los efectos del ejercicio vs. condicién control (i.e.,
mediciones repetidas) y del tipo de analisis de deteccién (i.e., Nichols IRMA vs. NIDDK RIA vs. DSL IFA) se utilizé el
andalisis de varianza ANOVA para mediciones repetidas. Los datos brutos obtenidos entre las 18:00 y las 06:00 fueron
ingresados en el programa de deteccién pulsatil pico para distinguir las caracteristicas pulsatiles descritas previamente.
Luego de esto se evaluaron los efectos de la condiciéon y del inmunoensayo sobre los perfiles de pulsatilidad para
determinar la significancia estadistica (p=0.05) sobre las caracteristicas del perfil pulsatil (i.e., concentraciéon media de
hGH, concentracién maxima de hGH, nimero de picos, amplitud media de estos picos, duracion media del pico e intervalo
medio entre los picos). Posteriormente a esto los datos de las 12 h fueron divididos en cuatro conjuntos. A partir de esto se
analizaron las concentraciones medias de hGH con respecto a los efectos principales del periodo de tiempo [1800-1900 (I);
1900-2300 (II); 2300-0300 (I1I); 0300-0600 (IV)], del método de andlisis, y condicion. Los andlisis de regresion valoraron la
relacion entre las concentraciones de hGH obtenidas con las técnicas Nichols IRMA:NIDDK RIA, Nichols IRMA:DSL IFA, y
DSL IFA:NIDDK RIA. Todos los andlisis fueron llevados a cabo utilizando un programa estadistico comercialmente
disponible (CSS: Statistica, StatSoft, Tulsa, OK).

RESULTADOS

Integridad del AHREP

El volumen de ejercicio para la combinacién en "superserie" de los ejercicio de sentadilla y press de banca se redujo
(p=0.05) a lo largo del AHREP [series 1-10: 15751+1176 repeticiones (rep.) x 1b; series 21-30: 13292+988 (rep.) x 1b (~84
% de las series 1-10); y series 41-50: 11898+911 (rep.) x Ib (~76 % de las series 1-10)]. Asimismo, el volumen de ejercicio
para la combinacién en superserie de los ejercicios de press de piernas y tirones en polea se redujo durante las series 31 -
40 [16629+707 (rep.) x Ib (~91 % de las series 11-20) 18336+772 (rep.) x Ib]. La intensidad del AHREP fue confirmada a
partir del incremento observado en las concentraciones medias de lactato entre los valores pre y post AHREP (2.0+0.4 vs.
17.2+1.2 mmol).

Respuesta de la Hormona del Crecimiento Inmediatamente Postejercicio

La Figura 1 muestra las concentraciones séricas de hGH para la primeraa hora posterior al ejercicio, valoradas con los
andlisis Nichols IRMA (1A), NIDDK RIA (1B), y DSL IFA (1C). Después del ejercicio, y durante la primera hora, las
concentraciones de GH se redujeron gradualmente, mientras que en la condicién de control las concentraciones de hGH se
incrementaron en el mismo periodo de tiempo. Las concentraciones de hGH se incrementaron significativamente en los
primeros 30 min posteriores al ejercicio. El incremento en las concentraciones de hGH durante el periodo de control se
atribuyen al pulso que se produce naturalmente en horas del dia, especificamente en el horario de ~17:30. En los 10
sujetos se observo este pulso caracteristico producido durante las horas del dia entre las 17:00 y las 18:30.

Caracteristicas del Perfil Pulsatil de los Datos Obtenidos en Serie durante las 12 h

La Figura 2 ilustra los perfiles pulsatiles de las 12 horas, determinados utilizando los analisis Nichols IRMA (2A), NIDDK
RIA (2B), o DSL IFA (2C). Los resultados principales fueron una menor concentracion maxima de hGH y una menor
amplitud del pico medio luego de la realizacién del AHREP. La Tabla 3 muestra los efectos principales sobre las
caracteristicas del perfil pulsatil. Se observaron efectos significativos de los analisis sobre la concentracién media de hGH
(Nichols IRMA>NIDDK RIA=DSL IFA), la concentraciéon maxima de hGH (Nichols IRMA>DSL IFA>NIDDK RIA), sobre la
amplitud del pulso medio (Nichols IRMA>NIDDK RIA=DSL IFA) y sobre la duracién del pulso medio (Nichols IRMA>DSL
IFA; NIDDK igual en ambos). No se observaron diferencias entre los andlisis para el nimero de picos o para el intervalo
entre los picos. Efectos significativos de la condicidon se observaron solo para la concentracién maxima de hGH [ejercicio
(10.7 ug/l), control (15.4 pg/1)]. La amplitud media del pulso se acerco a la significancia [ejercicio (4.84 ug/l) vs. control
(6.65 ng/l); p=0.08]. La concentraciéon media de hGH (p=0.25), la duracién media del pico (p=0.75), el nimero de picos
(p=0.80) y el intervalo entre los picos (p=0.34) no fueron difirieron estadisticamente entre las condiciones. La Figura 3
muestra las formas de interaccién para las caracteristicas del perfil de pulsatilidad. La Figura 3, A-D, muestra que no hubo
diferencias entre las condiciones de ejercicio y control para la concentraciéon media de hGH (3A), el nimero de picos (3B),



la duraciéon media del pulso (3C) o para el intervalo entre los picos (3D).
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Figura 1. A: Respuesta de la hormona de crecimiento humana (hGH) valorada con el andlisis inmunoradiométrico de Nichols (IRMA)
para la primera hora posterior a la realizacion del ejercicio entre las condiciones de control y ejercicio. B: Respuesta de la hGH
valorada con el andlisis Instituto Nacional de Diabetes y Enfermedades Digestivas y Renales (NIDDK RIA) para la primera hora

posterior a la realizacion del ejercicio entre las condiciones de control y ejercicio. C: Respuesta de la hGH valorada con el andlisis
inmunofuncional del Diagnostics Systems Laboratory (DSL IFA) para la primera hora posterior a la realizacion del ejercicio entre las
condiciones de control y ejercicio. * Diferencia significativa (p=0.05) entre las condiciones de control y ejercicio.

Los efectos de interaccion fueron evidentes para la concentraciéon maxima de hGH y para la amplitud del pulso medio
(Figura 3E y F). Estas figuras muestran que los andlisis Nichols IRMA y DSL IFA detectaron un menor méaximo de hGH y
una menor amplitud del pulso medio para la condicién de ejercicio vs. la condicion de control.

Concentraciones Medias de hGH divididas por Periodos de Tiempo

La Figura 4 ilustra el perfil pulsatil compuesto (i.e., valores medios a cada intervalo de 10 min para los tres
inmunoensayos). El perfil de las 12 horas fue dividido en cuatro segmentos: 18:00-19:00 (I), 19:00-23:00 (II), 23:00-03:00
(II1), y 03:00-06:00 (IV). Esto fue realizado para determinar si existia un patrén temporal diferencial tal como lo sugiriera la
observacion visual de los datos. Los segmentos fueron elegidos en base a la hora de alimentacién, a la hora de apagado de
las luces y al tiempo observado para la divergencia entre las condiciones de ejercicio y control. Subsiguientemente, se
compararon las concentraciones medias de hGH en las condiciones de ejercicio vs. control, en cada periodo de tiempo y
con los tres inmunoensayos. Este andlisis se muestra en la Figura 5. Con los tres inmunoensayos, y en el periodo de tiempo
I, la concentracion de hGH en la condicién de control fue mayor en la condicion de control que en la condicion de ejercicio.



No se observaron diferencias entre las condiciones para el periodo de tiempo II. Las concentraciones de hGH en la
condicion de control fueron mayores que las concentraciones de hGH en la condicién de ejercicio durante el periodo de
tiempo III, cuando estas fueron valoradas por medio de los analisis Nichols IRMA y DSL IFA, pero no con el andlisis NIDDK
RIA. Las concentraciones de hGH en la condicién de ejercicio fueron mayores que las concentraciones de hGH en la
condicién de control durante el periodo de tiempo IV, cuando estas fueron valoradas con los analisis Nichols IRMA y
NIDDK RIA, pero no con el anélisis DSL IFA.
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Figura 2. Comparaciones de los perfiles pulsdtiles compuestos de la hGH entre las condiciones de control y de ejercicio analizadas
mediante los inmunoensayos Nichols IRMA (A), NIDDK RIA (B), y DSL IFA (C).

Respuestas de la IGF-I Sérica

No se observaron diferencias en las concentraciones de IGF-I entre las condiciones de control y AHREP a las horas 1, 5 o
9.

Comparacion entre los Inmunoensayos (a Través de Analisis de Regresion)

Los analisis de regresion lineal revelaron correlaciones significativas entre los tres andlisis (las correlaciones estuvieron en
un rango de 0.85 a 0.95, ver Figura 6). El analisis Nichols IRMA y el analisis DSL IFA tuvieron la mayor correlacion,
mientras que la recta de regresion entre el analisis NIDDK RIA y el analisis DSL IFA tuvo una pendiente de 1.13. A partir
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de la inspeccion visual de los datos graficados fue evidente que los puntos correspondientes a los datos divergen de la
recta de regresion a medida que se incrementan las concentraciones de hGH.

< mefre Condicion Método de Analisis
Confrol | Eereicio Richols TRIMA MNIDDFE RIA DAL TFA

[TH] media (pgl) 2.8 .38 39 1.59% 183
Mitrnero de picos 3w 3w 4.0 3z 435
Dhniraridn media del pulso (zain) 1197 1242 140.54 124 gab 100.0v
[rtervalo entre los picos (roin) 2239 208.0 2054 2358 2067
[W3H] mmeimma (p gl 154 1 195 20 117
Sraplitud media del pulso {pgfT) £ .65 484 g0 465 463

Tabla 3. Valores medios de los efectos principales hallados mediante el andlisis de varianza ANOVA para los inmunoensayos y para
las diferentes condiciones sobre la pulsatilidad en las 12 horas de muestreo. IRMA, andlisis inmunoradiométrico, NIDDK, Instituto
Nacional de Diabetes y Enfermedades Digestivas y Renales, RIA, radioinmunoensayo, DSL, Diagnostic Systems Laboratory; IFA,
andlisis inmunofunicional; [GH], concentracion de la hormona de crecimiento; [hGH], concentracion de la hormona de crecimiento
humana. Letras diferentes indican diferencia estadistica dentro del mismo efecto principal, mientras que letras similares indican
similitud estadistica dentro del efecto principal (p=0.05). Los valores medios de la interaccion indicada por el andlisis de varianza
ANOVA se muestran en la Figura 3.

DISCUSION

Este estudio proporciona un conocimiento adicional acerca de la dinamica de secrecion de la hGH por medio de la
utilizacién de un riguroso esquema de muestreo para caracterizar, por primera vez, el

impacto del ejercicio agudo de sobrecarga de alta intensidad sobre la pulsatilidad de la hGH, y utiliza un analisis
inmunofuncional recientemente establecido (i.e., DSL IFA), el cual detecta moléculas de hGH en base a la interaccion
molecular entre la molécula y su receptor (12, 38)
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Figura 3. Comparaciones de las condiciones de ejercicio y de control entre los inmunoensayos para las caracteristicas del perfil
pulsatil, mostrando los valores medios de interaccion indicados por el andlisis de varianza ANOVA. Concentracion media de hGH
([hGH]; A), numero de picos (B), amplitud media del pulso (C), intervalo entre los picos (D), [hGH] mdxima (E) y amplitud media del
pulso (F). * Diferencia estadistica (p=0.05) entre las condiciones de control y de ejercicio.
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Figura 4. Perfiles compuestos (medias de los tres inmunoensayos) de la pulsatilidad de la hGH entre las condiciones de control y de
ejercicio, ilustrando la division de los datos seriales. El perfil fue particionado de esta manera en 4 segmentos (nombrados del I-IV)
para determinar si existio un patron temporal diferencial de liberacion como lo sugiriera la observacion visual de los datos. Los
segmentos fueron seleccionados en base al horario de las comidas, a la hora en que se apagaron las luces, y en base a la hora en que
se observé la divergencia entre las condiciones de ejercicio y control. Los valores medios de la [hnGH] para cada segmento se muestran



en la Figura 5.

Nuestros datos demuestran que el ejercicio agudo de sobrecarga de alta intensidad realizado en las ultimas horas de la
tarde provoca la reduccion de la concentracion méaxima nocturna de hGH, y de las amplitudes del pulso de hGH, aunque la
concentracion media global de hGH no se vieron significativamente reducidas. El ejercicio agudo de sobrecarga de alta
intensidad influencié de manera diferencial el patréon temporal de liberacién nocturna, debido a que la hGH estuvo
reducida durante la primera mitad del periodo de suefio mientras que estuvo incrementada durante la segunda mitad en
comparacion con la condicién de control. Otro hallazgo de particular interés es que el analisis DSL IFA produjo valores de
concentracion de hGH que fueron menores a la mitad de la concentracién media de hGH producida por el analisis Nichols
IRMA, ampliamente utilizado.

No se observaron diferencias en el nimero de picos de hGH entre las condiciones de ejercicio y control. Este hallazgo es
consistente con lo observado en los estudios de Pritzlaff et al. (31) y Kanaley et al. (22), quienes reportaron que la
realizacion de sesiones de ejercicio aerobico no alteraban el numero episodios de liberacion de hGH durante periodos de 6
h y 24 h, respectivamente. Weltaman et al. (42) también reportaron que el nimero de picos era un fenémeno estable
incluso en presencia de una amplificacion significativa de la liberacion de hGH luego de un afio de entrenamiento aerébico
en mujeres posmenopausicas. Considerando el hecho de que la concentracion global media de hGH a través de las 12 h del
periodo de muestreo tampoco fue afectada por el ejercicio, los datos sugieren que la cantidad global de hGH liberada
puede ser estrechamente regulada, aun cuando los datos de la Figura 4 muestran claramente que la intensidad del
régimen de ejercicio afectd los otros parametros del perfil pulsatil.

La concentraciéon media maxima de hGH y la amplitud media del pulso de hGH fueron menores durante la condicion de
ejercicio que durante la condicion de control. Existen varias interpretaciones posibles para este hallazgo, una de las cuales
podria ser el incrementado tono de somatostatina luego del ejercicio, ya se requiere de la hormona liberadora de GH para
la iniciacion del pulso de GH, en tanto que la somatostatina modula la amplitud del pulso de GH (17, 39). Aunque se sabe
que la somatostatina inhibe la liberacion de GH, esta no afecta negativamente la biosintesis de GH. Este es un concepto
importante debido a que puede explicar el "rebote" en la secreciéon de GH luego de la liberacién/remocion de la
somatostatina (14). Los picos nocturnos fueron menores durante la condicion de ejercicio que durante la condicién de
control, entre las 23:00 y las 03:00 horas, pero fueron mayores durante las 03:00 y las 06:00 horas. Por lo tanto, aun
cuando la concentracién media de hGH fue similar entre las condiciones de ejercicio y control, el patréon temporal de
liberacion de hGH fue claramente influenciado por la realizacién de ejercicios durante el dia. Desde una perspectiva
mecénica, sugerimos que la sesion de ejercicio agudo de sobrecarga de alta intensidad resulté en una elevacion del tono de
la somatostatina entre las 23:00 y las 03:00 horas. Durante este periodo de tiempo, la liberacion de hGH estuvo en cierta
medida inhibida. Concurrentemente, la biosintesis de hGH no estuvo inhibida. A las ~ 03:00 horas se produjo la
disminucion del tono de la somatostatina, y las moléculas de hGH sintetizadas y almacenadas durante el periodo en que la
liberacion de hGH estuvo inhibida, estuvieron disponibles y fueron facilmente liberadas. Nuestros datos también
demuestran que es improbable que se haya producido una retroalimentacién inhibitoria de la IGF-I sobre la liberaciéon de
hGH en la pituitaria, ya que las concentraciones séricas de IGF-I no fueron diferentes entre las condiciones de control y
ejercicio. Un conjunto de otras sefiales metabolicas y hormonales, tales como cambios en las concentraciones de GHRH, de
los hexapéptidos o en la liberacion de grelina, pudieron haber mediado en al respuesta observada de la hGH.
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Figura 6. Grdficas de los valores experimentales para la [hGH] entre los andlisis Nichols IRMA vs. DSL IFA (A), NIDDK RIA vs. DSL
IFA (B) y Nichols IRMA vs. NIDDK RIA (C). Todas las correlaciones fueron significativas (p<0.01). Los datos representan todos los
puntos seriales para todos los sujetos (n=1580).

El patron temporal de liberacion de hGH en el presente estudio es sorprendentemente similar al reportado por Kern et al.
(23), luego de la realizacion de ejercicios aerdbicos de baja y moderada intensidad. Las concentraciones de hGH en el
estudio de Kern fueron mayores para la condicién de control que para ambas condiciones de ejercicio, para el primer
periodo de suefo, mientras que las concentraciones de hGH en la condicion de control fueron menores que durante ambas
condiciones de ejercicio durante el segundo periodo de suefo. En contraste a los hallazgos del estudio de Kern, otros dos
estudio, uno que utilizé un protocolo de ejercicios aeroébicos (22) y otro que utiliz6 un protocolo de ejercicios de sobrecarga
(29), no hallaron ningtin impacto provocado por el ejercicio realizado durante las horas del dia sobre la liberacién nocturna
de hGH. Es importante sefialar que tanto nuestro protocolo como el protocolo utilizado por Kern fueron de mayor duracion
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y por lo tanto resultaron en un mayor volumen de ejercicio en comparacion con el volumen resultante de los protocolos de
ejercicio utilizados en los estudios de Kanaley et al. (22) y McMurray et al. (29). Conjuntamente, los datos actualmente
disponibles acerca del impacto del ejercicio llevado a cabo en horas del dia sobre la liberacion nocturna de hGH respaldan
las siguientes conclusiones: 1) el ejercicio realizado durante el dia con la duracion y la intensidad suficiente, puede
influenciar la liberacion temporal nocturna de hGH, y 2) esta influencia es similar, tanto con la realizaciéon de ejercicio
aerdbico como con la realizacién de ejercicios de sobrecarga.

Una interpretacion algo ingenua de la disminucion observada en la amplitud del pulso de hGH durante la primera mitad
del suefio, aunque algo sorprendente, podria ser que el ejercicio de sobrecarga tiene un efecto negativo sobre la influencia
somatotrofica de la hGH. Las concentraciones séricas periféricas proporcionan poca informacioén acerca de la absorcion de
hGH en los diferentes biocompartimentos o acerca de las respuestas de los tejidos blanco. Es improbable que los
inmunoensayos utilizados en este estudio no tuvieran la capacidad de detectar todas las formas moleculares de la hGH. Se
ha demostrado que las formas con mayor peso molecular tienen mayores indices de bioactividad/inmunoreactividad como
lo muestran las mediciones realizadas in vivo con el bioandlisis tibial en ratas (28). Por lo tanto, es posible que se liberen
formas de la hGH que tengan una actividad bioldgica superior, pero que no sean detectadas por los inmunoensayos
convencionales. Sin tener en cuenta los factores subyacentes responsables de la alteracion de las concentraciones
nocturnas de hGH luego de la realizacion de ejercicios de sobrecarga, esta influencia probablemente refleja las respuestas
compensatorias a los déficits energéticos y a los dafios localizados en los tejidos, causados por los periodos de actividad
fisica. Nosotros solo podemos especular acerca del efecto, que en ultima instancia, provoca el ejercicio sobre el cambio
temporal en la facilitacion de la actividad metabdlica y somatogénica de la hormona. Se necesitan trabajos adicionales para
determinar si las concentraciones séricas de hGH inducidas por un alto volumen de ejercicio en las horas precedentes a la
finalizacion del dia se mantienen en las horas tardias de la mafiana siguiente. Aunque se ha demostrado que el
entrenamiento aerdbico crénico amplifica la liberacion pulsatil de hGH (42), no hay datos disponibles que indiquen si
aquellas personas que realizan entrenamientos regulares de la fuerza también exhiben una amplificacidon incrementada de
la liberacion de hGH.

Otro hallazgo interesante del presente estudio fue la disparidad entre los inmunoensayos para detectar concentraciones de
hGH. Dicha variabilidad ha sido atribuida a varios factores, incluyendo la especificidad de los anticuerpos, la pureza del
preparado de referencia, y la heterogeneidad molecular de la hormona que esta siendo medida (5, 6, 10, 15, 25, 32). El
preparado de referencia utilizado en los tres inmunoensayos en nuestro estudio fue de origen pituitario y, en teoria, es el
que mejor representa la mezcla de las formas de hGH circulantes, en comparacién con una tnica forma altamente
purificada. Aun cuando los resultados de los tres inmunoensayos estuvieron altamente correlacionados, el analisis Nichols
IRMA produjo los mayores valores de concentraciéon de hGH y de amplitud pulsatil. Debido a que el analisis DSL IFA solo
mide las formas de hGH "bioldgicamente activas", no es posible saber con precision que otras moléculas adicionales puede
estar midiendo el andlisis Nichols IRMA. El analisis Nichols IRMA ha demostrado ser capaz de detectar formas de hGH de
alto peso molecular (21, 26). Parece razonable sugerir que, en promedio, el 50% de la GH liberada en la circulacion de
nuestros sujetos durante la noche estaba ligada a proteinas y fue detectado por el andlisis Nichols IRMA, pero no el
antisuero en los analisis DSL IFA y NIDDK RIA. Es posible que las diferentes isoformas de la hGH sean liberadas al mismo
tiempo y que sean detectadas por un tipo de analisis, pero no por otro. Esto pudo haber contribuido a la relacion curvilinea
entre los analisis para los datos de concentraciones mayores.

Es importante considerar el impacto de la BP en la IFA. La IFA utiliza hGHBP recombinante para ligarse al sitio 1. Por lo
tanto, se podria inferir que una molécula de hGH que ha formado un complejo con la GH BP no seria detectada con este
sistema de anélisis, debido a que el sitio 1 no se encontraria accesible. Ademas, un complejo hGH-BP podria estar
configurado de manera tal que el sitio 2 no estuviera expuesto al anticuerpo monoclonal (MAb7B11). Esto podria ser una
distincién importante del analisis DSL IFA, dado que Strashurger reporté que los niveles endégenos de GH BP, en
concentraciones fisioldgicas, no interfieren con los resultados de hGH derivados del andlisis DSL IFA (38). Se ha reportado
que la alta afinidad de la GH BP inhibe la unién de la GH a los receptores y la bioactividad in vitro a través de la
competicion por el ligando (4). Si esto es cierto la GH en complejo con el BP es muy grande como para traspasar el
endotelio capilar y unirse a los receptores celulares, entonces la falta de deteccién de la hGH acomplejada con el andlisis
IFA provee de respaldo adicional a la "selectividad funcional" del analisis IFA. El andlisis no detecta las moléculas de GH
que hayan formado complejos con BP, ni tampoco las moléculas de GH en complejo con receptores BP dimerizados.

Otra posible explicacion para las diferencias observadas entre los analisis IRMA e IFA podria ser que el anélisis IRMA pude
detectar fragmentos o formas fraccionadas que no pueden ser detectadas por el analisis IFA. Recientemente se ha
reportado que el fragmento de GH 44-191 es detectable en niveles substanciales en el suero humano (34). Debido a que
esta forma carece de la terminacion NH2, es probable que no pueda ser detectada por el analisis IFA, pero dependiendo de
los epitopos blanco, podria ser detectada mediante el anélisis IRMA.

La heterogeneidad en las formas circulantes de la hGH es conocida y ha sido estudiada durante muchos afios. No se sabe
como esta heterogeneidad molecular se ajusta a los patrones de secrecidon de la GH durante periodos extendidos de



tiempo. Sin embargo, nuestros hallazgos muestran de forma concluyente que al menos algunas de las moléculas liberadas
durante los periodos de secrecidn son capaces de dimerizar los receptores de la hGH. En este sentido, estas moléculas son
"biolégicamente activas". En base a las altas correlaciones entre los inmunoensayos y a la similar deteccion del nimero de
picos e intervalos entre los picos, parece ser que los inmunoensayos muestran representaciones cualitativas similares de la
respuesta de la GH. Las diferencias cuantitativas entre los inmunoensayos tienen que ser todavia explicadas por completo,
pero probablemente se deban a la existencia de diferentes isoformas moleculares. Seran de gran utilidad estudios futuros
disefiados para separar las diferentes formas de la hGH durante diferentes etapas del pulso de GH luego de la realizacion
de ejercicios.
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