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RESUMEN

Propdésito: Hasta el momento se desconoce si es posible provocar la supercompensacion repetida de las reservas
musculares de glucégeno luego de la realizacion de series de ejercicio realizadas en varios dias. Métodos: Hemos
evaluado el efecto de la realizacion de ejercicios repetidos y la manipulacion dietaria sobre el metabolismo del glucégeno y
del triacilglicerol (IMTG) y sobre la capacidad de ejercicio, en seis sujetos bien entrenados quienes completaron un
protocolo de ciclismo intermitente hasta el agotamiento (EX) en tres ocasiones diferentes separadas por 48 h (i.e, dias 1, 3
y 5) en un periodo de 5 dias. Veinticuatro horas antes del dia 1 los sujetos consumieron una dieta con una proporcién
moderada (6 g/kg) de carbohidratos (CHO), para luego consumir una dieta alta en CHO (12 g.kg”.dia") en los siguientes 5
dias. Mediante la técnica de biopsia se obtuvieron muestras musculares en reposo e inmediatamente post EX en los dias 1,
3y 5yalas 3 hdelarecuperacion en los dias 1 y 3. Resultados: En el dia 3 la [glucdgeno] muscular de reposo fue mayor
que la observada en el dia 1, sin embargo esto no ocurrié en el dia 5 (435+57 vs. 713 £60 vs. 409+40 mmol/kg, p<0.001).
En el dia 1, la [IMTG] se redujo en un 28% (p<0.05) post EX, pero los niveles post EX en los dias 3 y 5 fueron similares a
los de reposo. El rendimiento durante el protocolo de ejercicio fue mejor en los dias 3 y 5 en comparacion con el dia 1
(31.9£2.5y 35.4+3.8 vs. 24.1+1.4 k]/kg, p<0.05). La actividad de la glucdgeno sintetasa en reposo e inmediatamente post
EX fue similar entre las pruebas. Ademas, las tasas acumulacion de glucégeno fueron similares durante el periodo de
recuperacion de 3 h en los dias 1 y 3. Conclusiones: Hemos demostrado que los hombres bien entrenados no pueden
supercompenasar de forma repetida la [glucégeno] muscular luego de la realizacién de un protocolo de ejercicio que
provoque la deplecion del glucégeno y de dos dias de una dieta alta en CHO, sugiriendo que los mecanismos responsables
de la acumulacién de glucégeno se ven atenuados como consecuencia de la realizacion en dias sucesivos de ejercicios que
provocan la deplecion de las reservas de glucégeno.

Palabras Clave: sintesis de glucdgeno, triacilglicerol muscular, glucdgeno sintetasa



INTRODUCCION

Hace casi 40 afios atras, los investigadores suecos describieron un régimen extremo que implicaba la realizacién de
ejercicio submaximo hasta el agotamiento, un periodo de ingesta restringida de carbohidratos (CHO) y el subsiguiente
consumo de grandes cantidades de CHO dietarios, lo cual tenia como objetivo incrementar las reservas musculares y
hepéticas de glucégeno (2). Este régimen de dieta y ejercicio elevé dramaticamente, o supercompensd, los niveles
musculares de glucégeno y ayudd a prolongar el tiempo hasta el agotamiento durante la realizaciéon de ejercicios
submaximos, en comparacion con la ingesta de una dieta baja en CHO (1). La relacién positiva entre los niveles pre-
ejercicio de glucégeno muscular (y hepatico) y la mejora en la capacidad de ejercicio llevo a que se diseflaran experimentos
adicionales para determinar cual era el/los método/s dptimo/s para incrementar de manera maxima las reservas de
glucdgeno antes de la realizacion de ejercicios que provocaran la deplecion del glucégeno (14, 18, 29).

Dependiendo del grado de deplecién glucogénica, y suponiendo que se consume una adecuada cantidad de CHO y que el
individuo reduce la cantidad de ejercicio que realiza, la completa restauracién de las reservas musculares de glucégeno
ocurre dentro de las 24 horas posteriores a la realizacion de ejercicios continuos prolongados de intensidad submaxima (1).
Si bien se han descrito intervenciones con dieta y ejercicio para provocar la supercompensacion de las reservas
musculares de glucégeno y sus efectos sobre diversas formas simples de ejercicio (14), estos procedimientos no han
abordado el problema de la competicién deportiva que requiere de la realizaciéon de esfuerzos maximos repetidos: los
deportistas de diversos eventos con frecuencia realizan series de ejercicio subméximo prolongado y/o de ejercicio
intermitente de alta intensidad en dia sucesivos y durante varias semanas (19). En este caso, la restauracion de las
reservas de glucégeno luego de la realizacion de ejercicios hasta el agotamiento es probablemente el factor mas
importante que determinara el tiempo necesario de recuperacion antes de poder continuar o reanudar con actividades
intensas (5). Hasta el momento no se sabe si los individuos entrenados pueden supercompensar sus reservas musculares
de glucégeno luego de la realizacion de ejercicios que provocan la deplecion de las mismas cuando el ejercicio se lleva a
cabo en una répida sucesion (~ 48 h).

Si bien se le ha prestado mucha atencioén a los determinantes de la acumulacion de glucdégeno post ejercicio (18), menos se
sabe acerca del metabolismo del triacilglicerol (IMTG) muscular durante la recuperacion. Kiens y Richter (20) reportaron
que durante el periodo de recuperacion post-gjercicio, la sintesis de glucégeno muscular tiene una prioridad metabdlica
tan alta que el IMTG es degradado a una mayor tasa para suministrar el combustible de lipidos necesario para el
metabolismo oxidativo. Sin embargo, otros han reportado que el IMTG tiene un papel insignificante en el metabolismo
durante el periodo de recuperacion posterior a la realizacién de ejercicios hasta el agotamiento (21). Recientemente, van
Loon et al. (31) mostraron que la reposicion de IMTG luego de la realizacion de ejercicios prolongados de intensidad
submaxima estaba reducida si los sujetos consumian una dieta caracteristica rica en CHO en el periodo post-ejercicio.
Ademas, estos investigadores especularon que dicho fendmeno podria resultar en una capacidad subdptima de rendimiento
durante los periodos en que se repiten las pruebas de ejercicio de resistencia prolongado. De acuerdo con esto, en el
presente estudio, hemos determinado los efectos de la realizacién de series repetidas de ejercicio hasta el agotamiento
seguidas de una dieta alta en CHO sobre el metabolismo muscular del glucégeno y de los IMTG en sujetos bien entrenados.
Nuestra hipdtesis fue que si los atletas competitivos eran capaces de supercompensar de manera repetida sus reservas
musculares de glucégeno e IMTG luego de la realizacion de ejercicios hasta el agotamiento y con el consumo de una dieta
alta en CHO, estos podrian mantener su capacidad de ejercicio en las sesiones subsiguientes. Debido a que la carrera ha
sido asociada con una inhibicién de la acumulacién de glucdégeno debido a los miotraumas causados por la misma (16),
hemos elegido estudiar el equilibrio del glucdgeno muscular en ciclistas bien entrenados en lugar de utilizar corredores, ya
que Costill et al. (6) han reportado previamente una desmejora en la resintesis del glucégeno luego de la realizacion de
ejercicios excéntricos.

METODOS

Sujetos

Nueve ciclistas/triatletas bien entrenados que realizaban ciclismo >15 horas/semana fueron voluntarios para participar en
el presente estudio. De los nueve sujetos originales que comenzaron el estudio, dos sufrieron lesiones/enfermedades
después de llevar a cabo alguna de las pruebas experimentales, mientras que otro de los sujetos abandond el estudio
después de la primera prueba. De esta manera, un total de seis sujetos completaron todo el protocolo de evaluacion. La
edad, masa corporal (BM), consumo de oxigeno pico (VO, pico) y produccién pico de potencia (PPO) de los sujetos fue de
28.3+1.8 afios, 72.5+3.1 kg, 63.4+1.6 mL.kg".min", y 361+11 W (los datos son presentados como valores medios+EE). A



cada sujeto se le explicaron los procedimientos y los posibles riesgos de la participacion en el estudio y cada uno dio su
consentimiento por escrito antes de comenzar su participacién. El estudio fue aprobado por el Comité de Etica para la
Investigacion con Humanos de la Universidad RMIT.

Perspectiva del Estudio

Los sujetos completaron cuatro pruebas prolongadas de ciclismo hasta el agotamiento (EX) luego de consumir una dieta
apropiada y de realizar ejercicio de control. La primera prueba EX fue utilizada para familiarizar a los sujetos con los
protocolos de evaluacion de laboratorio, y para realizar los procedimientos no invasivos. Una semana después de la prueba
de familiarizacion, los sujetos comenzaron el periodo de intervencién de 5 dias que implicé la realizacion de tres pruebas
EX, estando separada cada prueba por un periodo de 48 horas. Antes e inmediatamente después de completar cada una de
estas tres pruebas de ejercicio, se recolectaron muestras musculares utilizando la técnica de biopsia. Los sujetos fueron
alimentados con comidas que contenian un alto porcentaje de CHO y fueron monitoreados en las siguientes 3 horas del
periodo de recuperacion. Durante este periodo, se recolectaron muestras sanguineas a intervalos regulares y al final del
periodo de recuperacion de 3 h se recolectaron biopsias musculares (pero no en el dia 5, debido a consideraciones de los
sujetos). En los dias en que los sujetos no realizaron las pruebas de EX, estos realizaron un entrenamiento liviano (descrito
a continuacion).

Evaluaciones Principales

Los sujetos realizaron un test progresivo maximo de ciclismo en un ergémetro Lode (Groningen, Holanda) para la
determinacion de la PPO y del VO, pico. El protocolo del test progresivo maximo comenzé con una carga equivalente a 3.3
W/kg de BM, y la carga se increment6 en 50 W cada 150 s, y luego en 25 W cada 150 s hasta que los sujetos alcanzaran el
agotamiento (13). Durante la realizacion del test maximo los sujetos respiraron a través de una boquilla conectada a un
sistema metabolico (MedGraphics CardiO,, St Paul, MN). Los gases espirados pasaron por un flujdometro, un analizador de
0, y uno de CO, que fueron calibrados antes de cada test utilizando una jeringa de gases de concentracion conocida (4.00%
CO,y 16.00% 0O,) de 3L Hans-Rudolph. El flujémetro y los analizadores de gases fueron conectados a una computadora que
calculaba la ventilacion minuto, el consumo de oxigeno (VO,), la produccién de CO, (VCO,) y el indice de intercambio
respiratorio (RER) a partir de ecuaciones convencionales. El test finalizaba en el punto en que se alcanzaba el agotamiento
volitivo, definido como la incapacidad para mantener una cadencia > 700 rpm. El VO, pico se definié como el valor mas
alto de VO, obtenido en cualquier periodo de 60 s. La PPO fue calculada adicionando el trabajo realizado con la carga final
al trabajo completado con la ultima carga que se completara exitosamente (13). Los valores individuales de PPO fueron
utilizados para determinar las intensidades apropiadas de ejercicio a utilizar en las pruebas experimentales que se
describen a continuacion.

Control Dietario y del Ejercicio

En el dia previo a la realizacion de la prueba de familiarizacion (FAM) y de la primera prueba experimental (dia 1), se le
suministr6 a cada sujeto una dieta con una proporciéon moderada de CHO la cual tenia un contenido energético total de
0.25 MJ/kg de BM que proveia de 6 g de CHO/kg de BM/dia. Luego de la primera prueba experimental, y a lo largo de los
restantes 5 dias del periodo de intervencion, los sujetos consumieron una dieta alta en CHO que cubria sus necesidades
energéticas y que proveia de 12 g de CHO/kg de BM/dia. Inmediatamente después de las pruebas de EX, en los dias 1y 3
(que se describen a continuacidn), los sujetos fueron alimentados con 4 g de CHO/kg de BM mediante alimentos ricos en
CHO y fluidos de indice glucémico moderado a alto consumidos dentro de los 30 minutos. El resto de la ingesta dietaria
(i.e., 8 g de CHO/kg de BM) necesaria para alcanzar el equilibrio energético fue consumido a lo largo del dia. Todas las
dietas fueron disefiadas por un nutricionista, y el control dietario incluy6 la individualizacion de los planes alimentarios
para cada sujeto en relacion a la BM y a las preferencias alimentarias de los sujetos. Todos los alimentos y las bebidas
fueron suministradas a los sujetos y fueron pre empaquetados para minimizar la cantidad de preparacion requerida. A cada
sujeto se les proporciond una lista de alimentos para que registraran la ingesta diaria de los alimentos suministrados,
cualquier proporcién de alimentos que no consumieran, y cualquier ingesta adicional de fluidos. El dia previo a las pruebas
experimentales, los sujetos realizaron 60-120 min de ciclismo continuo de intensidad baja a moderada (~ 70 % del VO,
pico). La duracién de esta sesion de entrenamiento dependié del volumen actual de entrenamiento de cada sujeto y vario
entre los individuos. Sin embargo, la duracion de estas sesiones de entrenamiento fue controlada rigurosamente y se
mantuvo constante para cada sujeto a lo largo del periodo experimental.

Pruebas Experimentales

Los sujetos completaron tres series de EX en el laboratorio a la misma hora del dia, y luego de 10 a 12 horas de ayuno
nocturno. Al arribar al laboratorio, los sujetos se mantuvieron en reposo durante 5 min luego de lo cual se les insert6 un
Catéter de Teflon calibre 20 (Terumo, Tokyo, Japon) en la vena del antebrazo y se extrajeron muestras sanguineas de
reposo (~ 5 mL). El catéter fue enjuagado con ~1 mL solucion salina estéril (Astra Zeneca, North Ryde, Australia) para



mantener el catéter abierto y esterilizado, un procedimiento que fue completado luego de cada subsiguiente extraccion de
sangre. Se administr6 anestesia local (2-3 mL de Xylocaina al 1% (lignocaina)) al tejido cutédneo, subcutaneo y a la fascia
del vasto lateral, luego de lo cual se realizd una incisién con un escalpelo, y se extrajeron las biopsias de reposo utilizando
una modificacién de la aguja Bergstrom de succién de 6 mm. Se extrajeron aproximadamente 100-125 mg de tejido
muscular, los cuales fueron inmediatamente congelados en N, liquido y conservados a -80 °C hasta el momento de los
analisis. En ese mismo momento, se prepararon dos sitios separados de la misma extremidad (~ 5 cm distal) para que las
subsiguientes biopsias fueran realizadas inmediatamente después de la finalizacion del ejercicio y luego de las 3 h de
recuperacion.

Los sujetos se subieron al cicloergémetro y comenzaron con una entrada en calor de 5 min al 50% de la PPO antes de
comenzar con al prueba de EX descrita previamente (23). En forma resumida, los sujetos completaron 2 min de ciclismo de
alta intensidad al 90% de la PPO (~ 95% del VO, pico) seguidos de 2 min al 50% de la PPO (~ 50% del VO, pico). Este
protocolo de trabajo-recuperacion fue mantenido hasta que los sujetos no fueran capaces de completar los 2 min de
ciclismo al 90% de la PPO, determinado como la incapacidad de mantener una cadencia de 60 rpm durante 15 s. En ese
momento la carga fue disminuida hasta el 80% de la PPO (~ 85% del VO, pico) empleando la misma recuperacién. Cuando
los sujetos no fueron capaces de completar 2 min de ciclismo de alta intensidad, la carga de trabajo fue reducida hasta el
70% de la PPO (~ 75% del VO, pico) y por ultimo hasta el 60% de la PPO (~ 65% del VO, pico) manteniendo la misma
proporcién de trabajo: recuperacion. El ejercicio finalizaba cuando el sujeto no podia completar 2 min de ciclismo al 60%
de la PPO. Dicho protocolo de ejercicio fue seleccionado debido a que provoca la deplecion completa de las reservas de
glucégeno tanto de las fibras Tipo I como de las Tipo II. Durante las pruebas de EX, los sujetos no recibieron
retroalimentacion respecto del nimero de repeticiones que habian realizado con cada potencia ni acerca del tiempo de
ejercicio. Durante estas pruebas, se permiti6 el consumo de agua ad limitum y se colocé un ventilador eléctrico (velocidad
del viento, 7 m/s) para incrementar la circulacion de aire y permitir el enfriamiento por evaporacion. En el punto en que los
sujetos alcanzaban el agotamiento y con los mismos permaneciendo en el cicloergémetro, se realizé la segunda biopsia
muscular (< 15 segundos) las cuales fueron rapidamente congeladas. En este mismo momento también se extrajo una
nueva muestra de sangre de 5 mL. Luego de esto los sujetos dejaron el cicloergémetro y descansaron en posicion supina
mientras consumian una comida estandarizada que contenia 4 g de CHO/kg de BM. Esta comida fue consumida dentro de
los ~ 30 min posteriores a la finalizacion del ejercicio. Durante todo el periodo de recuperacion de 3 h se extrajeron
muestras sanguineas (~ 5 mL) a intervalos regulares. Luego del periodo de recuperacion de 3 h, se procedié a realizar la
tercera biopsia y la extraccion de las muestras finales de sangre El mismo protocolo experimental fue repetido en los dias 3
y 5, con la excepcion de que en el dia 5 no se practicaron las biopsias que se habian realizado los dias previos al finalizar el
periodo de recuperacion de 3 h. Las condiciones de laboratorio se mantuvieron constantes durante todas las evaluaciones
(21-22 °C, 40-50% de humedad relativa).

Procedimientos Analiticos

Se removié una pequeia porcién de la muestra de musculo congelado (40-50 mg) y se intentd limpiar esta porcién de
cualquier resto visible de sangre, tejido conectivo y grasa. Esta muestra fue congelada en seco y pulverizada. Luego de
esto se extrajo una alicuota (~ 3 mg) de musculo congelado en seco y con 250 uL de &cido clorhidrico 2M, que se incubé a
100°C durante 2 h luego de lo cual se procedi6 a la neutralizaciéon con 750 uL de hidréxido de sodio 0.667 M para la
subsiguiente determinacién de las concentraciéon de glucégeno por medio de analisis enzimaticos con deteccién
fluorométrica (24). La concentracién de glucégeno fue expresada en milimoles de glucégeno por kilogramo de peso seco.
El coeficiente de variacion intraensayo (CV) para este anélisis en nuestro laboratorio es del 6%.

Una segunda alicuota (5-7 mg) de musculo congelado en seco fue extraida para la determinacion de la concentracion
intramuscular de triacilglicerol (IMTG). En forma resumida, el IMTG fue extraido en cloroformo y la fase de cloroformo fue
evaporada (10). Luego de la reconstitucion, se removieron los restos de fosfolipidos con la adicién de acido silicico. Los
IMTG fueron saponificados y el glicerol libre fue determinado fluorométricamente (26). La concentracion de IMTG fue
expresada en milimoles por kilogramo de peso seco. El CV intraensayo para este analisis en nuestro laboratorio es del 9%.

Una segunda porciéon de musculo congelado (10 mg) fue extraido y homogeneizado (dilucién 1:50) en una solucién de
glicerol al 50%, con amortiguador de fosfato 20 mM (pH 7.4), 5 mM de 2-mercaptoetanol, 0.5 mM de EDTA y albumina
bovina sérica al 0.02% para la determinaciéon de la actividad de la glucdgeno sintetasa, tal como se describiera
previamente (15). La actividad de la glucdgeno sintetasa fue medida en ausencia (forma activa) y en presencia de 10 mM
(actividad total) de glucosa 6 fosfato. Se ha reportado la actividad de la glucdégeno sintetasa como una fraccion de la
actividad de la enzima (activa/total).

Un mililitro de sangre total fue inmediatamente analizado para determinar la concentracién de glucosa y lactato utilizando
un analizador de glucosa/lactato automatizado (YSI 2300 STAT PLUS, Yellow Springs, OH). Cinco mililitros de sangre total
fueron colocados en un tubo que contenia fluoruro de EDTA, los cuales fueron mezclados y centrifugados en una centrifuga
a 4000 rpm durante 8 min a 0°C. El plasma fue conservado a -802C para los posteriores anéalisis de la concentraciéon



plasmatica de insulina mediante la utilizaciéon de radioinmunoensayo (Coat-A-Count, Insulin RIA, Diagnostics Products
Corporation, Los Angeles, CA) y de FFA mediante le método enzimatico calorimétrico (Wako, NEFA C code 279-75409,
Tokyo, Japan). La concentracion plasmatica de glicerol fue determinada colocando 250 uL de plasma en un tubo que
contenia 250 pL de acido perclérico 3M helado, lo cual fue mezclado vigorosamente en un mezclador de vortex y
centrifugado; 400 pL del sobrenadante fueron agregados a un tubo que contenia 100 uL de hidréxido de potasio (KOH) 6M,
mezclados y centrifugados. El sobrenadante resultante fue analizado para determinar la concentraciéon plasmatica de
glicerol utilizando el andlisis enzimatico espctrofotométrico (26).

Rendimiento en la Prueba de Ciclismo

El rendimiento en la prueba de ciclismo fue determinado a partir del trabajo total realizado durante cada prueba y
expresado en relacion a la BM de cada sujeto (i.e., k]J/kg).

Analisis Estadisticos

Los metabolitos sanguineos y las hormonas, y las concentraciones de glucdgeno e IMTG fueron analizadas utilizando el
anélisis de varianza ANOVA de una via para mediciones repetidas. Cuando se detectaba una diferencia significativa, se
realizaban anélisis post hoc utilizando el test de Student-Newman-Keuls. Los andlisis de las concentraciones de glucosa,
insulina y FFA entre las pruebas fueron llevados a cabo utilizando la prueba t de Student para datos apareados y también
comparando las dreas bajo las curvas de concentracién versus tiempo. Los datos de las tasas de resintesis de glucégeno e
IMTG y de las concentraciones de metabolismo sanguineo entre las pruebas en puntos individuales del tiempo fueron
analizados utilizando la prueba t de Student para datos apareados.

RESULTADOS

Todos los sujetos cumplieron con los requerimientos dietarios y de ejercicio en todo el periodo del estudio.
Concentracion de Glucdgeno y Triacilglicerol Muscular

La Figura 1 muestra las concentraciones de glucdégeno en reposo y post-ejercicio mientras que la Figura 2 muestra las
concentraciones de triacilglicerol, antes y después del EX. En el dia 1 después de 1 dia de dieta moderada en CHO (6 g/kg),
la concentracion muscular de glucégeno fue de 435+57 mmol/kg de peso seco (dw). La prueba de EX resultd en una
marcada deplecion del glucégeno muscular hasta 96+50 mmol/kg dw (p<0.001). Luego del dia 2 con una dieta alta en
CHO (12 g/kg), la concentracién muscular de glucégeno en reposo en el dia 3 se supercompensd hasta alcanzar valores de
713+60 mmol/kg dw (p<0.01). La prueba de EX resulté en una reduccion del glucégeno muscular hasta 111+84 mmol/kg
dw (p<0.001) de manera tal que la utilizacion neta de glucégeno fue mayor en el dia 3 en comparacion con el dia 1
(601+83 vs. 339+83 mmol/kg dw, p<0.05). A pesar de los dos dias adicionales con una dieta alta en CHO (12 g/kg), la
concentracion muscular de glucéogeno en reposo en el dia 5 fue similar a la registrada en el dia 1 (luego de una dieta
moderada en CHO), y menor que la registrada en el dia 3 (409+40 vs. 713+60 mmol/kg dw, p<0.001). De acuerdo con
esto, la tasa de resintesis de glucégeno fue mayor durante el tiempo correspondiente al periodo entre las pruebas 1y 3 en
comparacion con el correspondiente periodo entre las pruebas 3 y 5 (14.56+1.11 vs. 9.61+£0.6 mmol/kg dw/h, p<0.05).
Consecuentemente, la utilizaciéon de glucégeno durante el ejercicio también fue menor en el dia 5 que en el dia 3 (350115
vs. 601+83 mmol/kg dw, p<0.001). La tasa de deplecion de glucdgeno inducida por el ejercicio en el dia 5 fue menor que la
del dia 3 (138.8+20.2 vs. 213.6+20.2, mmol/kg dw/h, p<0.05). Como se podria haber esperado a partir del grado de
deplecién similar de glucdégeno y de una idéntica ingesta de CHO, no hubo diferencias significativas en las tasas de
resintesis de glucégeno muscular durante el periodo de recuperacion de 3 horas en los dias 1 0 3 (36.2+ 6.9 y 41.3£5.4
mmol/kg dw/h, respectivamente).
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Figura 1. Concentraciones musculares de glucdgeno (A) e IMTG (B) antes (pre), inmediatamente después de la realizacion de
ejercicio intenso prolongado hasta el agotamiento (post) y después del periodo de recuperacion de 3 horas (3 h). *La concentracion de
glucégeno pre-ejercicio fue significativamente diferente con respecto al dia 1, p<0.001; 1 la utilizacion de glucégeno fue
significativamente diferente de la registrada en el dia 1, p<0.001.

En el dia 1, la concentracién de IMTG en reposo fue de 25+2 mmol/kg dw, y se redujo en un 28% (p<0.05) luego de la
prueba de EX (Figura 1B). Luego de dos dias de dieta alta en CHO, la concentracion de IMTG fue de 29+3 mmol/kg dw, en
el dia 3 y de 28+2 mmol/kg dw en el dia 5. Estos valores de reposo no fueron diferentes a los registrados en el dia 1. El
contenido de IMTG en los dias 3 y 5 no fue diferente de los valores de reposo. No se observaron cambios en la
concentracion de IMTG durante el periodo de recuperacion de 3 h en los dias 1 o 3 (datos no mostrados).

Actividad de la Glucogeno Sintetasa

La actividad fraccional de la glucdgeno sintetasa fue similar en reposo (0.57+0.06, 0.53+0.08, y 0.54+0.06) e
inmediatamente post-ejercicio (0.76+0.06, 0.69+0.06, y 0.76+0.01) en los dias 1, 3 y 5 respectivamente. Luego del periodo
de recuperacion de 3 h, la actividad de la glucdgeno sintetasa fue significativamente mayor en comparacion con la del
reposo tanto en el dia 1 como en el dia 3 (0.57£0.06 vs. 0.83+0.08, p<0.05; y 0.53+£0.08 vs. 0.90£0.04, p<0.001,
respectivamente)

Concentracion de Hormonas y Metabolitos Sanguineos

La Figura 2 muestra las concentraciones de glucosa sanguinea (A), insulina plasmatica (B) y FFA plasmaticos (C) en
reposo, inmediatamente post ejercicio y a intervalos regulares durante el periodo de recuperacion de 3 horas en las tres
pruebas experimentales. La concentracion de glucosa sanguinea en reposo en el dia 1 fue de ~ 5 mmol/L, y los sujetos
mantuvieron el estado euglucémico durante todo el ejercicio. Con la ingesta de CHO luego del ejercicio (4 g de CHO/kg de
BM), la concentracién sanguinea de glucosa se incremento de manera tal que entre los 30 y 120 min su concentracion fue
mayor que la registrada en reposo o inmediatamente después del ejercicio (p<0.05). Como se habia esperado con idénticos
protocolos de ingesta de CHO post ejercicio, no se observaron diferencias en las concentraciones sanguineas de glucosa
(&rea bajo la curva) entre los dias 1 y 3 (no se extrajeron muestras sanguineas durante la recuperacion en el dia 5).
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Figura 2. Concentraciones de glucosa sanguinea (A), insulina plasmdtica (B) y FFA plasmadticos (C) durante el periodo de
recuperacion de 3 h. Los valores post-ejercicio fueron significativamente diferente con respecto a los del reposo, * p<0.05, ** p<0.01,
T p<0.001.

Las concentraciones plasmaticas de insulina en las tres pruebas experimentales no fueron diferentes (Figura 2B). Ademas,
la concentracion plasmatica de insulina no fue diferente de los valores medidos inmediatamente post-ejercicio. Sin
embargo, la ingesta de CHO post-ejercicio resulté en un aumento estable en la concentracién plasmatica de insulina
durante los primeros 60 min de la recuperacion, y a partir de alli se mantuvo elevada (a ~ 0.30 nU/mL) en las siguientes 2
h de la recuperacion. No se hallaron diferencias en las concentraciones plasmaticas de insulina (area bajo la curva) entre
los dias 1 y 3.

Las concentraciones de FFA plasmaticos en reposo fueron de ~ 0.30 mmol/L y no fueron diferentes entre las pruebas
experimentales (Figura 2C). El ejercicio prolongado en el dia 1 resulté en un incremento en el nivel de FFA plasmaticos
cuatro veces mayor al de reposo (p<0.001). Las concentraciones plasmaticas de FFA luego del ejercicio en el dia 3
(1.9£0.2 mmol/L) y en el dia 5 (1.9£0.1 mmol/L) fueron mayores que las registradas en el dia 1 (p<0.05). Las
concentraciones plasmaticas de FFA se mantuvieron elevadas durante 30 min luego del ejercicio en el dia 1 (p<0.001) y 15
min en el dia 3 (p<0.001) y en los siguientes 150 min retornaron a los valores de reposo (Figura 2C).

La concentracién plasmatica de glicerol en el dia 1 fue de 0.27+0.08 mmol/L y se incrementé a 0.58+0.06 mmol/L hacia el
final del ejercicio (p<0.001). Hacia el final del periodo de recuperacion de 3 h, la concentracion plasmatica de glicerol
retorné a los valores de reposo. No se hallaron diferencias en las concentraciones de glicerol de reposo o las registradas
inmediatamente post-ejercicio entre los dias 1, 3 y 5 o al final del periodo de recuperacion de 3 h entre los dias 1 y 3 (datos



no mostrados).
Rendimiento durante el Ejercicio

La Figura 3 muestra el rendimiento durante las pruebas de ejercicio en cada una de las cuatro pruebas. No se hallaron
diferencias en el rendimiento durante el ejercicio entre las prueba de familiarizacién y la prueba del dia 1 (23.6£2.4 vs.
24.1+1.4 kJ/kg, respectivamente). Luego de 2 dias de dieta alta en CHO, el rendimiento durante el ejercicio en las prueba
llevadas a cabo en los dias 3 y 5 fue mayor que durante la prueba del dia 1 (22.4+4.3), el numero de repeticiones de
trabajo de alta intensidad al 90% de la PPO (~ 95% del VO, pico) fue mayor tanto en el dia 3 (29.3+1.5, p<0.01) como en el
dia 5 (26.3%£3.3, p<0.05). No se hallaron diferencias en el tiempo hasta el agotamiento entre la prueba de familiarizacion y
la realizada en el dia 1 (88.9+16.6 vs. 111.0+6.4 min). Sin embargo, el tiempo hasta el agotamiento en la prueba realizada
en el dia 1 fue menor que el registrado tanto durante la prueba del dia 3 como durante la prueba del dia 5 (111.0+6.4 vs.
163.5+10.3 y 174.7+16.8 min, p<0.05)
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Figura 3. Rendimiento en el ejercicio durante las pruebas experimentales expresado como trabajo total (kJ/kg). * Significativamente
diferente del dia 1 y de la prueba de familiarizacion, p<0.05.

DISCUSION

La importancia de las reservas enddgenas de CHO para el rendimiento en ejercicios submaximos prolongados (>90 min) ha
sido reconocida desde los estudios clasicos llevados a cabo por los investigadores escandinavos hace casi un cuarto de
siglo (1). En ese momento, también se demostrd que la alimentacién con CHO luego de una Unica serie de ejercicio que
provocaba la deplecion del glucégeno muscular resultaba en un incremento substancial en la concentraciéon muscular de
glucdégeno, un fenémeno conocido como supercompensacion de glucégeno. Debido a estas investigaciones pioneras, se han
evaluado diversos regimenes de dieta y ejercicio en un intento por provocar la supercompensacion de los niveles
musculares (y hepaticos) de glucégeno y de mejorar el rendimiento durante el ejercicio subsiguiente (14, 18). Una
caracteristica comun de todos los estudios con carga de glucdgeno llevados a cabo hasta la fecha es que la capacidad de
ejercicio fue evaluada en una unica tarea de ejercicio. Por lo tanto, en el presente se desconoce si los individuos
entrenados pueden supercompensar sus reservas musculares de glucégeno luego de la realizacion de series de ejercicio
que provocan la deplecion del glucégeno cuando estas se llevan a cabo en rapida sucesion (48 h). Debido a que el
entrenamiento de resistencia en humanos incrementa marcadamente la capacidad de acumular glucégeno muscular (11),
particularmente en las primeras 6 horas posteriores a la realizacion de ejercicios que provocan la deplecion del glucégeno,
nosotros hipotetizamos que los sujetos altamente entrenados serian capaces de supercompensar sus reservas de glucégeno
luego de la realizacion repetida de ejercicios y mediante la intervencién dietaria. De esta manera, el primer hallazgo
novedoso de la presente investigacion fue que bajo las condiciones del actual experimento, los atletas competitivos que
realizan varias sesiones de ciclismo prolongado hasta el agotamiento para depletar las reservas musculares de glucégeno y
que luego consumen una dieta alta en carbohidratos, no pueden supercompensar sus reservas musculares de glucégeno
por segunda vez (2 dias después de la supercompensacion inicial).

Los estudios previos en los cuales se ha utilizado ejercicio prolongado e intenso (pero no hasta el agotamiento) en dias



sucesivos han mostrado una marcada reduccion tanto en el contenido de glucégeno en reposo como en su utilizaciéon
subsiguiente (5, 22). En efecto, Kirwan et al. (22) reportaron que el contenido muscular de glucégeno se redujo en un ~
35% luego de 9 dias de carreras diarias de alta intensidad. Hay que sefialar que esta progresiva deplecion de glucdgeno
ocurri6 a pesar de los intentos llevados a cabo para igualar la ingesta de CHO con el gasto energético diario de los sujetos.
Esta observacion sugiere que los sujetos realizaron una inadecuada ingesta dietaria de CHO o que los mecanismos
responsables de la resintesis de glucdgeno muscular estuvieron atenuados como consecuencia de las carreras depletantes
de glucégeno llevadas a cabo en dias sucesivos.

Aunque no puede ser completamente descartado, nosotros creemos que nuestra dieta alta en CHO pudo haber
proporcionado la suficiente cantidad de sustrato para la resintesis de glucégeno: los sujetos consumieron 12 g de CHO/kg
de BM en cuatro dias sucesivos: dicha cantidad es un 20-35% mayor a la utilizada en los protocolos de carga de glucégeno
mas caracteristicos (14). De acuerdo con esto, el fallo de las reservas musculares de glucégeno para alcanzar los valores
de supercompensacion en el dia 5 en comparacion con el dia 3 del protocolo experimental sugiere una desmejora en uno o
mas de los mecanismos responsables de la acumulacién de glucégeno, posiblemente como consecuencia directa del efecto
acumulativo del ejercicio submaximo hasta el agotamiento. Ademas, debido a que las tasas de resintesis de glucdégeno
muscular en las primeras 3 h posteriores al ejercicio fueron similares a las reportadas por otros investigadores (11, 17, 30),
este efecto pudo estar confinado a la fase lenta o dependiente de la insulina, de la resintesis de glucégeno (27). Una
limitacion potencial del presente estudio es la falta de informacion respecto de la acumulacion de glucégeno en el higado.
Sin embargo, aunque no se realizaron mediciones directas del glucégeno hepético, parece seguro asumir que las reservas
de glucdgeno eran adecuadas: las concentraciones de glucosa sanguinea en reposo en las mafanas de las pruebas de
rendimiento fueron de ~ 5 mmol/L y los sujetos mantuvieron el estado euglucémico durante todo el periodo de ejercicio.

Se ha propuesto que la activacion de la glucégeno sintetasa es responsable de la supercompensacion de glucégeno que
ocurre luego de la realizacion de ejercicios que provocan la deplecién del mismo (4). Sin embargo, los resultados del
presente estudio, al igual que los de otras investigaciones (9, 28) no respaldan el concepto de que la actividad de la
glucégeno sintetasa es el paso tasa limitante de la resintesis de glucdgeno, a menos que la actividad de la glucégeno
sintetasa este por debajo del rango observado en ayunas (8). En el presente estudio, la actividad de la glucdgeno sintetasa
fue similar en reposo e inmediatamente post-ejercicio. Los valores observados en el presente estudio concuerdan con los
valores reportados previamente por otros investigadores (3). Aunque es probable que la glucogeno sintetasa desempeie un
importante papel en el rapido incremento inicial del glucégeno muscular, solo desempefa un papel permisivo en el
fenomeno de supercompensacion. Esto queda demostrado por el hallazgo de que la concentracién de glucdégeno continta
incrementandose y alcanza el nivel de supercompensacion a pesar de la reduccion en la actividad de la glucdgeno sintetasa
(25).

Es dificil especular acerca de un mecanismo preciso que pueda explicar el fallo de las reservas musculares de glucdgeno
en alcanzar el valor de supercompensacion al 5to dia en comparacion con el 3er dia del protocolo experimental. Nosotros
elegimos deliberadamente que nuestros sujetos bien entrenados realizaran entrenamientos en los dias intermedios a las
pruebas de ejercicio hasta el agotamiento (60-120 min de ciclismo continuo de intensidad baja a moderada), ya que es una
practica comun entre los atletas competitivos (19). Como se sefalo, la duracion de estas sesiones de entrenamiento varid
entre los sujetos y dependié del volumen actual de sus entrenamientos. Sin embargo, la duracién de estas sesiones de
entrenamiento fue rigurosamente controlada y fue constante para cada sujeto durante todo el periodo experimental.
Mientras que el entrenamiento a una intensidad que requiere de una substancial oxidaciéon de CHO podria obviamente ser
contraproducente para la resintesis de glucdgeno, este no parecio ser el caso, ya que las reservas de glucégeno alcanzaron
el nivel de supercompensacion en el dia 3. De acuerdo con esto, estas sesiones de entrenamiento para la recuperacién no
pudieron haber sido la razén de la falta de supercompensacion de glucégeno en el dia 5.

Como se podria haber esperado, la capacidad de ejercicio se incrementd en el dia 3 en comparacion con el dia 1 dada la
supercompensacion de las reservas del glucdgeno muscular (Figura 1A). Sin embargo, en el dia 5, luego de dos dias de
dieta alta en CHO; las reservas musculares de glucdgeno fueron similares a las del dia 1 luego de una ingesta de una dieta
moderada en CHO. Dada la falta de supercompensacion en el dia 5 en comparaciéon con el dia 3, y la concomitante
reduccion en la utilizaciéon de glucégeno, es dificil explicar la capacidad de ejercicio similar durante estas dos pruebas.
Nosotros no determinamos los valores del RER durante las pruebas intermitentes hasta el agotamiento, debido a que los
sujetos nunca alcanzarian las condiciones de estado estable necesarias para hacer mediciones validas. Sin embargo, las
concentraciones sanguineas de glucosa fueron similares en cada dia, sugiriendo que los cambios en el consumo de glucosa
fueron minimos. De acuerdo con esto, una explicacién probable para el mantenimiento de la capacidad de ejercicio (en el
dia 5) podria ser el substancial incremento en la contribucién de la oxidacion de los lipidos a los requerimientos
energeéticos totales. Otra posible razon para la preservacion de la capacidad de ejercicio en el dia 5 es que haya habido un
efecto de entrenamiento durante el periodo de intervencién. Sin embargo, esto parece improbable ya que nuestros sujetos
eran todos atletas competitivos que tenian una larga historia de entrenamiento de resistencia. Ademas, no se observaron
diferencias en el rendimiento entre la prueba de familiarizacién y la prueba de ejercicio del dia 1. Si se hubiera producido
cualquier adaptacion, dichos cambios habrian sido pequeiios y no tendrian un efecto directo sobre las mediciones del



metabolismo del glucégeno realizadas en este estudio. Por ultimo, es posible que la supercompensacion del glucégeno no
sea necesaria en deportistas entrenados durante dias sucesivos de competencia: dicha premisa surge de los rendimientos
similares observados en los dias 3 y 5 a pesar de la falta de acumulacion de glucégeno en el dia 5.

En contraste con numerosos estudios acerca de la acumulacion de glucégeno post-ejercicio (18), hay muchos menos datos
disponibles sobre la reposicion de IMTG post-ejercicio (7, 20, 31). En una reciente investigacion, van Loon et al. (31)
reportaron que en sujetos bien entrenados, el contenido de IMTG declinaba significativamente durante la realizacion de 3
h de ejercicio submaximo y que su acumulacion se vio desmejorada cuando los sujetos consumieron una dieta baja en
grasas y alta en CHO en comparacion con el consumo de una dieta normal en grasas. En contraste, Kiens y Richter (20)
reportaron que los niveles de IMTG se mantuvieron inalterados luego de completar una serie de ejercicio prolongado hasta
el agotamiento que provoco la deplecion de glucégeno, en individuos bien entrenados. Sin embargo, en aquel estudio se
observd una rapida y marcada reducciéon post-ejercicio (~ 20%) en el contenido de IMTG: tal observacién fue
particularmente sorprendente dada la gran ingesta de CHO y la concomitante elevacion de la concentracion plasmatica de
insulina, condiciones que se esperarian inhiban la hidrélisis de los IMTG. En el presente estudio, observamos una
reduccion significativa (~ 30%) en la concentracion de IMTG durante el ejercicio hasta el agotamiento realizado el dia 1,
pero fuimos incapaces de detectar cualquier reduccion significativa en los niveles de IMTG luego del ejercicio hasta el
agotamiento realizado en los dias 3 y 5. Se deberia sefialar que la serie de ejercicio hasta el agotamiento realizada en el dia
1 fue llevada a cabo luego de que los sujetos consumieran una dieta con una cantidad moderada de CHO (6 g/kg de BM),
mientras que los sujetos comenzaron el ejercicio en los dias 3 y 5 luego de consumir una dieta alta en CHO (12 g/kg de
BM) y baja en grasas. A diferencia de la resintesis de glucégeno muscular, no se observaron cambios en la concentracion
de IMTG durante el periodo de recuperacion de 3 h en los dias 1 y 3 (no se obtuvieron biopsias en el periodo de
recuperacion del dia 5). Estos hallazgos concuerdan con los de Kimber et al. (21), quienes reportaron que el contenido de
IMTG nos se reducia durante la recuperacion posterior a la realizacion de ejercicios hasta el agotamiento en sujetos bien
entrenados en presencia de concentraciones elevadas de glucosa e insulina. Nuestros datos respecto del uso, o la falta de
uso, de los IMTG durante y después del ejercicio, aumentan la controversia respecto de la utilizacién de este sustrato.

Aunque seria tentador especular que la falta de un incremento mesurable en la utilizacién de los IMTG durante el ejercicio
se debid a los menores valores pre-ejercicio (i.e., desmejora en la reposicion) luego de 2 dias de dieta alta en CHO (31),
este no fue el caso. Los niveles de IMTG de reposo fueron similares en los 3 dias (~ 30 mmol/kg dw), mientras que los
niveles post-ejercicio en los dias 3 y 5 no fueron diferentes de los valores pre-ejercicio. La falta de cambios detectables en
los niveles de IMTG durante o después del ejercicio con frecuencia se ha atribuido a las limitaciones metodolégicas
asociadas con la técnica de biopsia, la cual no discrimina entre IMTG y la grasa contenida entre fibras musculares
adyacentes. Sin embargo, utilizando sujetos bien entrenados, con caracteristicas fisiolégicas y de entrenamiento similares
a aquellos que participaron en la presente investigacion, Watt et al. (32) reportaron un CV del 12% para los IMTG medidos
en biopsias apareadas del mismo sujeto. De acuerdo con esto, nosotros reconocemos que se requiere una reduccion del
12% o mayor en los IMTG para que los cambios sean considerados significativos. Otra potencial explicacion para la falta de
cambios en los niveles de IMTG es que las reservas de IMTG pueden esterificarse durante la realizacién de ejercicios de
baja intensidad (~ 45% del VO, pico) cuando los niveles de FFA se encuentran elevados (12). Debido a que en el presente
estudio los niveles de FFA al final de la prueba de EX en los dias 3 y 5 se incrementaron hasta ~ 2.0 mmol/L, no podemos
excluir la posibilidad de que se haya producido un ciclo de IMTG/FFA durante nuestro protocolo de ejercicio intermitente
de intensidad alta y baja. Dicho escenario podria potencialmente enmascarar la hidrdlisis de los IMTG.

En conclusidn, los resultados del presente estudio demuestran que los sujetos bien entrenados fallan en supercompensar
de forma repetida sus reservas musculares de glucégeno luego de la realizacion de series repetidas de ejercicio hasta el
agotamiento y de 2 dias de dieta alta en CHO durante los cuales se realizé un entrenamiento normal. Este efecto estuvo
confinado en gran parte a la fase lente de la resintesis de glucdgeno, ya que las tasas de resintesis del glucégeno durante
las etapas iniciales (3 h) de la recuperacion post-ejercicio fueron similares a las reportadas previamente. De acuerdo con
esto, nuestros datos no respaldan el concepto de que la actividad de la glucdgeno sintetasa es el paso tasa limitante de la
resintesis del glucégeno. En cambio, los mecanismos responsables de la resintesis del glucégeno parecen estar atenuados
como consecuencia de la realizacion de ejercicios que provocan la depleciéon de glucdégeno en dias sucesivos. No hallamos
evidencia de una desmejora en la reposicion de IMTG luego de la realizacién de ciclismo prolongado e intenso seguido por
una dieta alta en CHO. Por tltimo, el rendimiento similar durante las pruebas llevadas a cabo en los dias 3 y 5, a pesar de
la falta de acumulacion de glucégeno en el dia 5, sugiere que la supercompensacioén de glucogeno puede no ser necesaria
en deportistas entrenados durante dias sucesivos de competencia.
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