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RESUMEN

El estado euglicémico se mantuvo en 13 sujetos que poseian un contenido de glucégeno muscular bajo [glucdgeno bajo,
euglicémicos (LGE), n = 8; glucégeno bajo, euglicémicos con hiperinsulinemia (LGEI), n = 5] y 6 sujetos con contenido de
glucégeno muscular normal (NGE), mientras que el estado de hiperglicemia se mantuvo en 8 sujetos con contenido de
glucégeno muscular bajo (LGH). Todos los participantes pedalearon durante 145 min a 70% del consumo de oxigeno
méximo durante las infusiones. En el grupo LGEI la insulina se infundié a 0,2 mU kg™ min". Durante el ejercicio, la tasa de
intercambio respiratorio (RER) fue menor y la norepinefrina (noradrenalina) fue mayor en el grupo LGE que en el grupo
NGE. La RER al comienzo del ejercicio fue igual en los grupos LGEI y LGH a la del grupo LGE pero no disminuy6 como lo
hizo en LGE. La concentracion de acidos grasos libres (FFA) fueron mayores y las concentraciones plasmaticas de insulina
fueron mas bajas en el grupo LGE que en NGE, LGEI o LGH durante los primeros 45min de ejercicio. La tasa de infusion
de glucosa (R)) y la tasa de oxidacion de glucosa (R,,) fueron mayores en LGH y LGEI que en NGE o LGE, y R, alcanzé a R,
en todos los grupos excepto en LGH en el cual R, fue mayor que R,,. La desaparicion del glucégeno muscular fue mayor en
NGE que en LGE, LGEI, o LGH, pero los ultimos tres grupos no presentaron diferencias entre si. En conclusion, este
estudio demostrd que el bajo contenido de glucdgeno muscular produce una disminucion en la RER, un aumento en FFA,
oxidacion de grasas y en la norepinefrina tanto en reposo como durante el ejercicio, y no afecta R,, cuando la euglicemia se
mantiene solo por la infusién de glucosa. La tasa de oxidacion de glucosa (R,,) s6lo aument6 con la insulina y la
hiperglucemia.
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INTRODUCCION

La disminucion en la oxidacion de carbohidratos (CHO), indicada por una menor tasa de intercambio respiratorio (RER)
después de una dieta con bajo contenido de CHO (8, 10, 13), ha sido descripta en reposo (8, 13) y durante el ejercicio a
diferentes intensidades (8, 10, 13). Ademas, el consumo de una dieta con bajo contenido de CHO o la realizaciéon de ayuno
antes de realizar ejercicios se ha asociado con una disminucion en las concentraciones plasmaticas de insulina (8, 10, 12) y
lactato (10) y un aumento en la concentracion plasmatica de norepinefrina (8, 12), epinefrina (adrenalina) (8, 12), glucagon
(8, 12), hormona de crecimiento (GH; ver la Referencia. 8), cortisol (8), glicerol (8, 13), cetona (8, 12) y acidos grasos libres
(FFA; ver las Referencia 8, 10, 12, 13). Sin embargo, no esta claro si en estos estudios los efectos observados en el
metabolismo de sustratos y las respuestas hormonales se debieron al agotamiento del glucégeno muscular o hepatico o, a
excepcion de aquellos casos en los cuales se infundié glucosa durante el ejercicio (8, 12), se debieron a una "deficiencia



general de CHO", es decir, una escasez de CHO totales disponibles para la oxidacién. En algunos estudios, los sujetos
realizaron un ayuno de toda la noche (10) o se volvieron hipoglucémicos a pesar de la ingesta una comida pequefa antes
de realizar el ejercicio (13). En un esfuerzo por excluir los efectos de una deficiencia general de CHO, en algunos estudios
se infundi6 glucosa durante el ejercicio (8, 12), pero, en un estudio (12), los sujetos que ingirieron una dieta con bajo
contenido de CHO tenian un ayuno de toda la noche mientras que los sujetos del grupo control que consumieron una dieta
normal consumieron una comida con 60% de CHO 3 horas antes del ejercicio; en el otro estudio (8), los sujetos realizaron
un ayuno de toda la noche y la infusion de glucosa solo se inicid una vez que los sujetos habian alcanzado el agotamiento.

Cuando el euglicemia se mantiene por la infusiéon de glucosa durante el ejercicio, la glucosa que desaparece de la
circulacion es remplazada por la glucosa infundida. Esto debe evitar cualquier efecto metabdlico u hormonal como
consecuencia de una inadecuada disponibilidad extra muscular y extra hepatica de CHO. Por lo tanto si los efectos
metabolicos del agotamiento de glucdgeno descriptos en los estudios citados (8, 10, 12, 13) persisten en los sujetos que
poseen un bajo contenido de glucégeno muscular, a pesar del mantenimiento de la euglicemia, esto indicaria que las
respuestas estan relacionadas especificamente a una menor disponibilidad intramuscular o intrahepatica de CHO.

Debido a que la hiperinsulinemia tiene efectos minimos en el consumo de glucosa hepatica en ausencia de hiperglicemia
(4), el efecto predominante de la infusion de insulina durante un ejercicio en el cual se mantiene la euglicemia, es un
aumento en el consumo de glucosa muscular (5). Por lo tanto, si los efectos metabélicos del agotamiento de glucégeno son
contrarrestados por la infusidén de insulina durante los ejercicios en condiciones de euglucemia, los efectos de la
disponibilidad intramuscular e intrahepatica de CHO podrian ser diferenciados y proporcionaran evidencia que los efectos
metabolicos descriptos previamente (8, 10, 12, 13) estan especificamente relacionados con la disponibilidad intramuscular
de CHO.

Finalmente, en los sujetos con un contenido de glucdgeno normal, el mantenimiento de la hiperglicemia produce un
aumento en la oxidacién de glucosa durante ejercicio en comparacién con el mantenimiento de la euglicemia (11). Sin
embargo, a diferencia de la euglicemia, la tasa de oxidacién de glucosa es menor que la tasa de infusién de glucosa cuando
se mantiene la hiperglicemia durante el ejercicio (11). Por consiguiente, planteamos la hipdtesis que el "exceso" de glucosa
que no fue oxidada en los sujetos que tenian un contenido de glucégeno muscular normal durante la hiperglicemia (11)
seria oxidado cuando disminuyera el glucégeno muscular.

Por consiguiente, el primer objetivo de este estudio fue investigar el efecto del contenido de glucégeno muscular bajo, sin
fatiga concomitante, en la utilizacién de sustratos combustibles durante el ejercicio prolongado, de intensidad moderada
manteniendo la euglicemia y manipulando las concentraciones de insulina plasmaticas para proporcionar una fuente
alternativa de CHO intramuscular. Segundo, intentamos determinar si los efectos metabdlicos y hormonales del bajo
contenido de glucégeno muscular podrian ser superados proporcionando un exceso de CHO oxidables mediante la infusién
intravenosa de glucosa.

METODOS

Sujetos

Veintisiete ciclistas de sexo masculino entrenados en resistencia participaron en este estudio, que fue aceptado por el
Comité de Etica e Investigacién de la Facultad de Medicina de la Universidad de Ciudad del Cabo. Se seleccionaron
aquellos ciclistas que entrenaban regularmente =250 km/semana y que habia completado una competencia de ciclismo de
105km en <3,5 h. Las caracteristicas de los sujetos se presentan en la Tabla 1. A medida que se ingirieron los marcadores
radiomarcados y se obtuvieron las biopsias musculares y las muestras de sangre, se explicaron los procedimientos y los
riesgos a los sujetos quienes posteriormente dieron su consentimiento informado por escrito.



NGE LGE LGEI LGH
n =] 3 5 3
Edad (anos) 26+3 2442 22+4 20+3
Pesa (kg) 76 £2 7543 701 7343
FFM (kg) 71+4 714 61+1 62472
Grasa Corporal (%) 14+1 13+1 13+1 15+1
Taza de Trabajo Maxima (W) | 382+£23 363+19 34449 364+13
WOzma (L/min) 4,40+0,30| 4,57+0,15| 4,46+0,15 | 4,45+0,1

Tabla 1. Caracteristicas de los sujetos. Los valores se expresan en forma de Media * error estandar (SE); n= numero de sujetos.
LGE= Grupo con contenido de glucégeno muscular bajo y euglicémicos; NGE=Grupo con contenido de glucégeno muscular normal, y
euglicémicos; LGEI= Grupo con contenido de glucégeno muscular bajo, euglicémicos e hiperinsulinemicos; LGH= Grupo con
contenido de glucégeno muscular bajo e hiperglicémicos; FFM= Masa magra; VO,,,= Consumo de oxigeno mdximo. No se observaron
diferencias significativas entre los grupos.

La dosis de radiacion total recibida por cada sujeto fue aprox. 0,11 mSv. En la exposicion a la radioactividad, una dosis de
radiacién de 1 mSv/afio se considera segura para el publico y para el &mbito profesional la dosis segura es de 20 mSv/afio
(comunicacion personal, Dr. M. Shackelton, Depto. de Fisica Médica, Hospital Grodte Schuur, Ciudad del Cabo,
Sudafrica).

Mediciones Realizadas antes de Efectuar la Modificacion del Contenido de Glucégeno

El primer dia de la prueba, los sujetos consumieron un desayuno liviano (~1,200 kJ, 30g de CHO) 3 horas antes de llegar
al laboratorio a las 9:15 AM. Posteriormente los sujetos fueron pesados y se les estimo el porcentaje de grasa corporal a
partir de la suma de las mediciones de pliegues corporales de biceps, triceps, subescapular y suprailiaco, usando formulas
estandar (7).

Determinacion del Consumo de Oxigeno Maximo

El consumo de oxigeno méximo (VO,,.,) de cada sujeto se determiné durante un test de ejercicio incremental hasta el
agotamiento. El ejercicio realizado en una bicicleta ergométrica con freno electrénico (Lode, Groningen, Paises Bajos)
comenzo con una tasa de trabajo equivalente a 3,3 W/kg masa corporal y primero se incrementé 50W después de 150s y
luego 25W cada 150s hasta que la frecuencia de pedaleo cayera por debajo de 50 revoluciones/min (rpm). El consumo de
oxigeno (VO,) se midié con un sistema computarizado en linea (Oxycon Alfa, Jaeger-Mijnhart, Paises Bajos), y se registro la
producciéon de potencia méaxima y el VO,,,,. Esta informacién fue utilizada para ajustar la tasa de trabajo en las fases
siguientes de la prueba para que cada sujeto realizara ejercicio a una intensidad equivalente a 70% de VO,,,,. Dado que las
respuestas metabdlicas y hormonales estarian relacionadas a la tasa de trabajo relativa y no a la absoluta (16), la tasa de
trabajo fue ajustada durante la prueba (en caso de ser necesario) para mantener el ejercicio en esta intensidad.

Manejo del Contenido de Glucogeno Muscular

Después de realizar el test del VO,,.,, los sujetos descansaron durante 20 min y luego pedalearon durante otros 90 min a
70% de VO,,,, con intervalos de 5 min a 90% de VO,,,,, cada 20 min para agotar el glucégeno muscular. Después de este
procedimiento, los sujetos fueron asignados al azar a uno de los siguientes cuatro grupos: Contenido de glucdgeno bajo y
euglicémicos (LGE; n = 8); Contenido de glucégeno normal y euglicémicos (NGE; n = 6); Contenido de glucégeno bajo,
euglicémicos e hiperinsulinémicos (LGEI; n = 5); contenido de glucdgeno bajo e hiperglicemicos (LGH; n=8).

Los sujetos de los grupos con contenido de glucégeno bajo (LGE, LGEI, y LGH) consumieron una dieta con bajo contenido
de CHO durante 48 h después del régimen de agotamiento. Se les proporcioné una lista opciones de alimentos que les
proporcionarian una ingesta de energia diaria de aprox. 6800 kJ (16% de CHO). Los sujetos del grupo NGE siguieron una
dieta sin restricciones. Se instruyd a los participantes para que realizaran sélo entrenamiento liviano el segundo dia (~1 h
de ciclismo de baja intensidad). En los grupos anteriores se estableci6 la dieta con bajo contenido de CHO junto con
entrenamiento liviano durante este periodo para limitar la nueva sintesis de glucégeno muscular, mientras se permitia la
recuperacion de los efectos agotadores de la prueba de agotamiento de glucégeno. En contraste, en el ultimo grupo la
dieta normal combinada con entrenamiento liviano permitié la recuperacion del contenido normal de glucégeno muscular.

Protocolo Experimental después de la Modificacion del Contenido de Glucogeno Muscular



Mediciones en Reposo

Nuevamente se solicitd a los sujetos que consumieran un desayuno liviano (~1200 kJ, 30g de CHO) 3 horas antes de
arribar al laboratorio, a las 9:15 AM, en el tercer dia de evaluacion. Poco después que los sujetos arribaran al laboratorio,
se les colocd en la vena del antebrazo derecho una canula de teflon de calibre 18 (Jelco; Johnson y Johnson, Halfway
House, Suddfrica) y la misma fue conectada a una llave de paso de tres vias (Uniflex; Mallinckrodt Medical, HennefSieg,
Alemania). En esta etapa no se tomaron muestras de sangre por si acaso la puncién venosa produjera un aumento en las
concentraciones de catecolaminas circulantes. Para la determinacion del VO, y la produccion de diéxido carbono (VCO,) en
reposo, los sujetos permanecieron sentados y relajados y posteriormente se les solicité una muestra de orina para la
determinacion de cetonas urinarias. Veinte minutos después de la colocacion de la canula se obtuvo una muestra de 20ml
de sangre para medir las concentraciones plasmaticas de glucosa, lactato, insulina, glucagon, epinefrina, norepinefrina y
las concentraciones séricas de FFA y GH. Alicuotas de la muestra de sangre se colocaron en tubos que contenian oxalato
de potasio y fluoruro de sodio (glucosa, lactato), heparina de litio (insulina, epinefrina, norepinefrina) y EDTA y 100 pl de
Aprotinina (Midran; Novo Nordisk, Johannesburgo, Suddfrica) (glucagén) y en tubos separadores de suero (Beckton-
Dickinson) para determinar FFA y GH.

Los tubos fueron colocados inmediatamente en hielo y después de 20 min, fueron centrifugados a 500g a 4°C durante 20
min. Luego el sobrenadante (plasma o suero) fue transferido a tubos de plastico que fueron sellados y mantenidos a -20°C
para luego realizar las determinaciones de glucosa, lactato, insulina y glucagén o fueron colocados a -80°C para las
determinaciones posteriores de epinefrina, norepinefrina, GH y FFA.

Desaparicion del Glucégeno Muscular en las Piernas

Se extrajeron muestras del musculo vastus lateralis antes de comenzar e inmediatamente después de finalizar el ejercicio
por medio de una técnica de biopsia descrita previamente (1). Las muestras fueron colocadas inmediatamente en nitrégeno
liquido para la posterior determinacién de la concentracion de glucégeno muscular por medio de métodos convencionales
(24).

Infusion de Glucosa e Insulina

Una canula de teflén calibre 20 se colocd en una vena del antebrazo izquierdo para la infusién de glucosa (todos los
grupos) e insulina (grupo LGEI) durante los 145 min del ejercicio realizado en bicicleta ergométrica a 70% del VO,,.,.. La
concentracion de glucosa plasmética se mantuvo en ~4,5 mmol/1 (sujetos euglicémicos) o ~9 mmol/1 (sujetos
hiperglucémicos) infundiendo una solucién estéril de glucosa 25% masa/volumen utilizando las técnicas de pinzamiento
euglicémicos (LGE, NGE), euglicémicos, hiperinsulinémicos (LGEI) hiperglicémicos (LGH) (6), modificadas por medio del
agregando de tasas conocidas de aumento en la oxidacién de glucosa sanguinea durante el transcurso del ejercicio a 70%
de VO,,., obtenidas en investigaciones previas en este laboratorio (1). En el grupo LGEI, la insulina (Actrapid; Novo
Nordisk) fue infundida en solucién salina normal en una velocidad determinada por un estudio piloto de 0,2 mU3 kg3
min”. Todas las infusiones fueron controladas usando bombas de infusién a jeringas autométicas calibradas (Laboratorios
Travenol, Hooksett, NJ). Las muestras de sangre se obtuvieron en intervalos de 5 min y se determiné la concentracion de
glucosa en sangre con un medidor de glucosa de bolsillo (Accutrend; Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemania) para
ajustar la velocidad de infusion de glucosa, con el fin de mantener la concentracion de glucosa sanguinea seleccionada. La
exactitud del medidor de glucosa se verifico por comparacion con un analizador de glucosa Beckman (Glucose Analizer2;
Beckman Instruments, Fullerton, CA). Al final del ejercicio, se recolectd una segunda muestra de orina para determinar si
la infusién de glucosa habia producido glucosuria.

Determinaciones de la Oxidacion de Sustratos y de las Concentraciones de Hormonas durante el Ejercicio

Las tasas de oxidacién de glucosa fueron determinadas mediante un radioisétopo de glucosa [U-"*C]. Doscientos kilo-
becquerels de glucosa [U-'*C] 7400 kBg/mmol (Amersham International, Buckinghamshire, REINO UNIDO) se agregaron a
1,8 litros de un placebo acuoso con sabor artificial. Los estudios piloto demostraron que la actividad especifica plasmatica
de glucosa [U-"*C], la actividad especifica de '*CO, y las tasas calculadas de oxidacién de glucosa (descriptas en el apartado
de Actividad especifica de glucosa y lactato plasmaticos) eran similares independientemente de si el marcador habia sido
ingerido o infundido. El marcador fue ingerido siguiendo un protocolo fijo para posteriormente incluir un estudio en el cual
la glucosa habia sido ingerida durante el ejercicio. Mientras los sujetos realizaban la entrada en calor (~5 min) antes del
test de ejercicios de 145-min, los sujetos bebieron un bolo de la bebida de 400-ml de que contenia 111 kBq/1 del
radioisétopo glucosa [U-"*C]. Cada 10 min después del comienzo del test de ejercicio, ingirieron 100 ml adicionales, lo que
hace un total de 600 ml/h.

Después de 5 min de ejercicio a 70% de VO,,., y en intervalos de 20-min durante el ejercicio, se tomaron muestras de
sangre de ~20 ml y las mismas fueron procesadas siguiendo los procedimientos descriptos para las posteriores mediciones



de actividad especifica plasmatica de glucosa [U-""C] y para las mediciones de glucosa, insulina, glucagén, epinefrina,
norepinefrina, FFA y GH.

Determinacién de VO,, VCO, y **CO, durante el Ejercicio

En el mismo momento en que se obtenian las muestras de sangre, se realiz6 la determinacién de VO, y VCO, usando un
sistema informatizado en linea (Oxycon Alfa, Jaeger-Mijnhart, Paises Bajos) y los gases expirados fueron recolectados para
la posterior determinacién de la actividad especifica de "*CO,. La mezcla para capturar el diéxido de carbono ha sido
descripta previamente (1) y consiste en 1 ml de hidréxido de hiamina en metanol (Packard), 1 ml de etanol y dos gotas del
indicador fenolftaleina al 1%. El aire expirado se hizo burbujear en la mezcla de captura hasta que la solucion se tornara
clara, punto en el cual se habia absorvidol mmol de diéxido de carbono. Luego se agregd la mezcla de liquido de centelleo
(10 ml de Ready Gel Beckman) y se determiné la radioactividad de '“CO, en un contador de centelleo (Packard Tri-Carb
1500, Downer’s Grove, IL). Todas las cuentas "“C fueron corregidas automaticamente para eliminar la extincién y la
radioactividad de fondo.

Analisis de Laboratorio
Tasa de Oxidacion Total de CHO y de Grasas

Las tasas de oxidacion de CHO y de grasas fueron calculadas a partir de los valores de VO, y VCO, (1/min) utilizando las
siguientes formulas

CHO (g/min) =4,55 VCO, - 3,21 VO,

Grasa (g/min) = 1,67 VO, - 1,67 VCO,

La oxidacion total de CHO y grasas se calculo a partir de la curva tasa versus tiempo del test de 145 min de ejercicio.
Concentraciones Plasmaticas de Glucosa y de Lactato

Las concentraciones plasmaéticas de glucosa fueron determinadas mediante el método de glucosa oxidasa utilizando un
analizador de glucosa (Glucose analyzer 2; Beckman). Las concentraciones de lactato fueron determinadas en las mismas
muestras de plasma mediante determinacion enzimatica (Lactate PAP, bioMérieux, Lyon, Francia) por espectrofotometria
(Beckman, modelo 35)

Actividad Especifica de Glucosa y Lactato Plasmaticos

Una alicuota de 1 ml de cada una de las muestras de plasma usadas para la determinacion de glucosa fueron
desproteinizadas por la adicién de 70 ul de HCIO, (3,5 M), qué también sirvié para eliminar el ['*C]bicarbonato como **CO,.
Luego las muestras fueron centrifugadas a 4°C y el sobrenadante libre de proteinas fue extraido y colocado en frio. A
continuacion el precipitado fue lavado por resuspencion en 0,76 ml de 0,13 M HC104, fue centrifugado nuevamente y el
sobrenadante obtenido se agreg6 al otro sobrenadante recolectado. Luego se repitié nuevamente el Gltimo paso. El pH de
los sobrenadantes juntos se llevd a 7,0 y 8,0 mediante la adicion de 132 ul de K,CO; 3M en buffer tris (hidroximetil)
aminometano (Tris)-HCI, 0,01M. La muestra se guardd en hielo durante 10 min y luego fue nuevamente centrifugada para
extraer el precipitado. Luego el sobrenadante fue pasado a través de una columna de intercambio aniénico (Extra-sep RC
SAX; Chromatography Research Supplies, Addison, IL). El volumen vacio que contenia un poco de glucosa fue recolectado
y la glucosa restante fue eluida con agua destilada (3x1 ml). Luego se eluyd el lactato con 2 x 1 ml de CaCl, 1M (pH 2). Se
procesaron y se corrieron cinco muestras control simultdneamente con las muestras de determinacion cada vez que se
realizd el analisis y las mismas se utilizaron para confirmar la separacion completa de glucosa de los aniones que contenian
carbono.

Para reducir la proporcion agua-mezcla de liquido de centelleo durante el conteo de radioactividad, las fracciones eluidas
(~7 ml) fueron evaporadas casi hasta estar secas (~0,3 ml) a 60°C durante ~20 h. Luego se agregd 1 mililitro de agua
destilada al residuo y esto fue mezclado con 15 ml de la mezcla de liquido de centelleo Gel Lista para determinaciones de
radioactividad de "“C tal como se describi6 previamente. Dado que la alicuota de 1 ml de plasma utilizada para el conteo de
radiacién provenia de la misma muestra de plasma utilizada para la determinacién de concentraciéon de glucosa, la
actividad especifica en desintegraciones por minuto por milimol de glucosa podria calcularse después de que la pequeiia
(~4%) pérdida de radioactividad durante la preparacion de la muestra fuera determinada en las muestras de plasma
control. Después del conteo de centelleo, se encontré que las desintegraciones por minuto de lactato eran demasiado bajas
para ser confiables para calcular la actividad especifica. Por lo tanto estos datos no se utilizaron para calcular la oxidacién
de lactato. La tasa de oxidacion de glucosa (R,,) se calcul6 a partir de la siguiente férmula:



R,, = [(**CO, X 6)/SAy,] X VCO, x 1,35

Donde, "“CO, x 6 es el valor de las desintegraciones por minuto por milimol multiplicado por 6 (6 4&tomos/moléculas de
carbono en glucosa[**C]), SA,,. es la actividad especifica plasmatica de glucosa ['*C] en desintegraciones por minuto por
milimol y 1,35 es el nimero de gramos de glucosa oxidados para producir 1 litro de diéxido de carbono. Las unidades de
VCO, son litros por minuto. La oxidacién de glucosa total se calculd como el drea debajo de la curva de la tasa de oxidacion
de glucosa en funcion del tiempo.

Determinacion de las Concentraciones Plasmaticas de Insulina y Glucagon y de las Concentraciones Séricas de
GH

Las concentraciones de insulina, glucagén y GH fueron determinadas mediante técnicas de radioinmunoanélisis (Coat-A-
Count Insulin and Double Antibody Glucagon, Diagnostic Products, Los Angeles, CA; y radioinmunoandlisis para GH
humana, Pharmacia, Uppsala, Suecia).

Concentraciones Plasmaticas de Catecolaminas

Las concentraciones de catecolaminas fueron determinadas por medio de cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) con
detector electroquimico. A una alicuota de 1,5 ml de plasma en un tubo de polipropileno se le agregoé un estandar interno
(10 pg/ml dihidrobenzilamina en HC1, 0,1 N), 0,4 ml de buffer Tris-HC1 2M (pH 8,7) y 10 mg de 6xido de aluminio lavado
en acido. La mezcla se agitd durante 15 min y luego el sobrenadante fue descartado y el 6xido de aluminio precipitado se
lavé tres veces con 1 ml de buffer Tris-HCI 0,02 M (pH 8,1). A continuacidn, el liquido fue aspirado cuidadosamente y se le
agrego 0,1 ml 1% vol/vol de 4cido acético glacial y las muestras fueron agitadas y luego centrifugadas a 2000 rpm durante
15 min. El sobrenadante de color claro fue transferido a tubos limpios y fue colocado a -20°C por un lapso no mayor a 2
dias antes de realizar la cromatografia. El sobrenadante final se inyect6 en la columna de HPLC (Resolve C18-Novapak 3,9
x150 mm, tamario de particula 5 ul, temperatura ambiente, Bomba Waters 510, Inyector Waters 712 Wisp) en un volumen
de 15 pl. La fase mdvil estaba compuesta por acetato de sodio 50 mM, &cido citrico 20 mM, 1-octano-sulfonato de sodio
3,75 mM, di-n-butilamina 1mM y NaEDTA 0,135 mM en metanol 95%, pH 4,3. La velocidad de flujo fue 1,0 ml/min (presion
<14,000 kPa), el potencial de trabajo fue +0,6 V contra el electrodo de referencia Ag/AgCl, la escala de sensibilidad
maxima de 0,5 nA y constante de tiempo fijada en 2s (filtro activo encendido). El volumen de la celda era 2,5 pl. La
integracién fue realizada mediante un integrador del tipo Spectra-Physics SP4400 Chrom Jet Recording Integrator
utilizando los siguientes parametros: atenuacion, 64,; velocidad de la carta, 0,5 cm/min; ancho méximo, 6;umbral maximo,
2000.

Concentraciones Séricas de FFA

Las concentraciones séricas de FFA se determinaron mediante una técnica enzimatica de colorimetria (Half micro test;
Boehringer Mannheim; ver la Referencia 29).

Muestras de Orina

Las muestras de orina recolectadas antes y al final del ejercicio fueron analizadas para la presencia de cetonas y glucosa
utilizando pruebas de orina con tira reactiva (Keto-Diabur-Test 5000; Boehringer Mannheim, Lewes, Sussex Oriental, UK).

Analisis Estadisticos

Todos los resultados se presentan en forma de Media + SE. La significancia estadistica (P <0,05) de las diferencias entre
los grupos se evalué mediante un analisis de la varianza con medidas repetidas de dos vias a lo largo del tiempo, seguido
por el test de Tukey para n desiguales. Para los datos individuales se utilizo el test t de muestras desapareadas. Para
algunas de las mediciones hormonales, se aplicé el test de correlacion de Spearman en las mediciones del area debajo de
la curva.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se presentan las caracteristicas de los sujetos. No se observaron diferencias significativas entre los grupos en
ninguno de los parametros observados.

Pre-ejercicio



Las concentraciones de glucégeno muscular pre-ejercicio fueron significativamente mas altas en NGE que en LGE, LGEI, o
LGH (P <0,05; Tabla 2). Al comparar los sujetos con contenido de glucégeno muscular bajo con los sujetos con contenido
de glucégeno muscular normal, las concentraciones séricas de FFA y de norepinefrina plasmaticas en reposo antes del
gjercicio fueron mas altas (1,05£0,16 vs. 0,38+0,08 mmol/1 y 4,71£0,43 vs. 2,92+0,37 nmol/1, respectivamente) y la tasa
de intercambio respiratorio (RER) fue mas baja (0,76+0,03 vs. 0,88+0,03; P <0,05; Figura 1). En contraste, no se
observaron diferencias significativas en las concentraciones en reposo de glucosa plasmatica (4,48+0,12 vs. 5,22+0,41
mmol/1, glucégeno muscular bajo versus glucégeno muscular normal, respectivamente), lactato (1,31+0,10 vs. 1,52+0,16
mmol/1), insulina (4,29+0,63 vs. 5,03+0,37 uU/ml), glucagon (92+4 vs.105+8 pg/ml), epinefrina (0,16+0,06 vs. 0,06+0,01
nmol/1), ni en GH (14+4 vs. 23+12 mU/1) entre los grupos de sujetos con contenido de glucégeno muscular bajo y los
grupos de contenido de glucégeno muscular normal. Las muestras de orina Pre y Post ejercicio arrojaron resultados

negativos para cetonas y glucosa en el examen con tiras reactivas.

MNGE LGE LGEI LGH
Fez () FaE12* 12646 ga+18t 72 £7%
CHO:: (a) 387+£32% 257+42 347+£507T 361+23%
Contenidao de glucdéageno muscular
Pre-ejercicio (mmaol/kg de peso 134£5% 20+8 A3+11 g0+5
himedao
Contenido de glucégeno muscular
Post-gjercicio {mmol/kg de peso 45+11 31+6 3547 39+6
himedo)

Tabla 2. Oxidacion total de carbohidratos y de grasas durante el ejercicio de ciclismo de 145 min y contenido de glucégeno muscular
Pre y Post ejercicio en los grupos de sujetos NGE, LGE, LGEI y LGH. Los valores se expresan en forma de Media + SE. CHO,,, =
Oxidacion total de carbohidratos calculada a partir de los datos de intercambio de gases; F,,= oxidacion total de grasas calculada a
partir de los datos de intercambio de gases. *Se observaron diferencias significativas entre NGE y LGE (P<0,05); tse observaron
diferencias significativas entre LGE y LGEI (P<0,05); t se observaron diferencias significativas entre LGE y LGH (P<0,05).
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Figura 1. Concentraciones plasmdticas de norepinefrina (noradrenalina), concentraciones séricas de dcidos grasos libres ([FFA]) y
tasa de intercambio respiratorio (RER) en reposo en los sujetos con contenido de glucégeno muscular bajo (L) y en sujetos con
contenido de glucégeno muscular normal (N). *Se observaron diferencias significativas (P<0,05).

Test de Ejercicio

Los valores de VO, durante el ejercicio se presentan en la Tabla 3. El VO, no fue significativamente diferente entre los
grupos y no cambi6 significativamente durante la duracion del test, cuando el trabajo se mantuvo a 70% de VO,,,,.



Tiempo (min)
5 25 a5 | 5] | E5 | 105 125 145
VO: (L/ min)
MNGE 3,21x0.10 3.2110,14 3.20x0,.11 3,14x0,11 3,10£0.10 | 3,1420.13 3,19x0,12 3.22x0,14
LGE 2.2920.16 2,20x0,.16 2.22x0.17 2,210,132 2,1820.17 | 2,18x0.15 3,153x0.16 2,22 20,21
LGEI | 3,12 20,05 | 2.15%0.,10 | 2,05 20,08 | 2,11 20,11 | 2,12x0.06 | 3,08 20,059 | 3,17x0.10 2,2120,10
LGH 2,87x0.16 2.86x0,16 2.597x0,.12 2,53x20,10 2,2410.10 | 2,5420,.10 2,540,111 3,04x0,11
CHO.x {(a/min)
MGEE| 2,1020,32% | 2,9520,21% | 3,13+0,25% | 2,78 £0,2%%| 2,61 £0,26%| 2,6020,25% | 2,48 +0,23% | 2,4420,21%
LGE®| 2,53 0,28 | 2,25 0,27 | 2,10x0,28 1,7720,27 | 1,92 0,26 | 1,8420,23 | 1,22 20,29 1,220,231
LGEI | 2,37 0,45 | 2,25 0,37 | 2,14x0,35 2,400, 36 2,67+£0,41 | 2,43 20,46 |2,75 £ 0,341 3,10%0,34T
LGH 2462016 2,40+0,15 | 2,51 £0,14 | 2,5520,18% | 2,6220,17% | 2,62+0,16% | 2,6220,14% | 2,65%0,15%
Fox (a/min)
NGEE| 0,4440,12% | 0,48 £0,08%| 0,42 £0,05%| 0,53£0,12% | 0,57£0,11% | 0,55 £0,08*| 0,6620,10% | 0,65 £0,07*
LGE®| 0.6% 20,04 | 0,80 £0,05 | 0,81 £0.06 | 0,92 20,04 | O0.B6 £0,07 | 0,85 20,05 | 0,85 £0,07 | 0,99 20,05
LGEI | 0,67x0,17 0,73x0,15 0.73x0.14 0,650,132 0,5540.14 | 0,6240,15 | 0,550,101 | 0,44 0,101
LGH | 0,51 £0,05%| 0,53 +0,06%| 0,54 £0,04%| 0,51 £0,06%| 0,48 £0,06%| 0,50 £0,06% | 0,49 +0,05% | 0,53 +0,05%

Tabla 3. Datos correspondientes al intercambio gaseoso en estado estable y tasa de oxidacion de carbohidratos y grasas durante el
ejercicio de ciclismo de145 min en los grupos NGE, LGE, LGEI y LGH. Los valores se expresan en forma de Media + SE. CHO,, = Tasa
de oxidacion de carbohidratos; F,.= Tasa de oxidacién de grasas. *Se observaron diferencias significativas entre los grupos NGE y
LGE (P<0,05); 1Se observaron diferencias significativas entre los grupos LGE y LGEI (P<0,05); £ Se observaron diferencias
significativas entre los grupos LGE y LGH (P<0,05); § se observaron cambios significativos a lo largo del tiempo.

La tasa de intercambio respiratorio (RER) (Figura 2), la oxidacion total de grasas durante el ejercicio de 145 min, la
oxidacion total de CHO (Tabla 2), las tasas de oxidacién de CHO durante el ejercicio y las tasas de oxidacién de grasas
fueron similares en LGEI, LGH y NGE, pero en el grupo LGE (P <0,05), RER, la oxidacién total de CHO y la tasa de
oxidacion de CHO (Tabla 3) fueron significativamente menores y la oxidacion total de grasas (Tabla 2) y tasa de oxidacion
de grasas (Tabla 3) fueron significativamente superiores. En los grupos LGEI y LGH, en el comienzo del ejercicio la RER
(Figura 2) fue igual que en el grupo LGE pero no cambi6 significativamente durante el transcurso del ejercicio y asi, al
final del ejercicio, fue mayor que en LGE y no presentd diferencias significativas con NGE. En LGE y NGE, la tasa de
oxidacién de CHO disminuy¢ significativamente a lo largo del ejercicio y la tasa de oxidacién de grasas aumentd (P <0,05),
esto no se observo en los grupos LGEI o LGH. La concentraciéon de FFA (Figura 3A) fue significativamente mayor en LGE
que NGE y LGH durante los primeros 45 min del gjercicio (P<0,05) y aument6 significativamente durante el transcurso del
ejercicio en los dos grupos anteriores. En el grupo LGEI, FFA disminuy6 significativamente durante el ejercicio (P<0,05) y
fue significativamente (P<0,05) menor que en LGE. Durante los primeros 25 min de ejercicio el valor de FFA fue
significativamente mas alto en LGH que en NGE pero después de esto disminuyd y no fue significativamente diferente de
los valores del grupo NGE.
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Figura 2. Tasa de intercambio respiratorio (RER) en los sujetos con contenido de glucégeno muscular bajo y euglicemia (LGE),
contenido de glucégeno muscular normal y euglicemia (NGE), contenido de glucogeno muscular bajo, euglicemia e hiperinsulinemia
(LGEI) y contenido de glucégeno muscular bajo e hiperinsulinemia (LGH). ¥ Se observaron diferencias significativas entre LGE y LGH
(P<0,05); 6 se observaron diferencias significativas entre LGE y LGEI (P<0,05); *Se observaron diferencias significativas entre LGE y
NGE; # se observé una disminucion significativa con el tiempo (P<0,05).
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Figura 3. Concentracion sérica de [FFA] (A), insulina plasmatica (B) y concentraciones plasmadticas de norepinefrina (C) en los
sujetos de los grupos LGE, LGEI, LGH y NGE. *Se observaron diferencias significativas entre LGE y NGE (P <0,05); ¥ se observaron
diferencias significativas entre LGE y LGH (P<0,05); 6Se observaron diferencias significativas entre LGE y LGEI (P <0,05); #se
observaron cambios significativos a lo largo del tiempo (P <0,05).

Las concentraciones medias de glucosa plasmaética (Figura 4A) después de 5 min de ejercicio fueron 4,9+0,1, 5,0£0,1, 5,2
+0,1, y 9,0£0,1 mmol/1 para LGE, NGE, LGEI y LGH, respectivamente, con un coeficiente de variaciéon dentro de los
grupos de 3, 6, 6, y 3% respectivamente. No se encontré glucosa en orina en ningtn participante al final del test. Las
concentraciones plasmaticas de lactato después de 5 min de ejercicio fueron 2,37+0,44, 2,78+0,78, 2,19+0,25y 1,70+0,26
mmol/1 y disminuyeron durante el transcurso del ejercicio a 2,23+0,48, 1,34+0,31, 1,76+0,34, y 1,56%+0,29 mmol/1, en
LGE, NGE, LGEI, y LGH, respectivamente. So6lo la disminuciéon observada en el grupo NGE fue estadisticamente
significativa (P<0,05).
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Figura 4. Concentraciones plasmaticas de glucosa (A) y glucagon (B) en los grupos LGE, LGEI, LGH y NGE. ¥ Significativamente
superior en LGH que en LGE, LGEI, y NGE. No se observé ningun cambio significativo con el tiempo.

La tasa de infusion de glucosa necesaria para mantener las concentraciones de glucosa sanguinea en aproximadamente 5
mmol/1 (LGE, NGE, y LGEI) o aprox. 9 mmol (LGH; Figura 5A) fue significativamente mayor en LGH que en LGEI y, en
estos dos grupos, fue significativamente mas alta que en LGE y NGE (P<0,05). La tasa de infusién de glucosa no presento
diferencias entre los ultimos dos grupos. En todos los grupos, la tasa de infusion de glucosa aumenté progresivamente a lo
largo del ejercicio, con un marcado aumento en LGE entre los 80 y 100 min de ejercicio. La cantidad total de glucosa
infundida durante los 145 min de ejercicio (Figura 6) fue mas alta en LGH que en LGEI (1,484+125 vs. 956+121 mmol;
P<0,05) y fue mas alta en estos dos grupos que en NGE o LGE (403+107 y 34269 mmol, respectivamente).
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Figura 5. Tasa de infusion de glucosa (A) y tasa de oxidacion de glucosa (B) en los grupos LGE, LGEI, LGH y NGE. ¥
Significativamente mayor en LGH que en LGEI; © Significativamente mayor en LGEI que en LGE y en NGE; *Significativamente
mayor en LGH que en LGE y NGE; #Se observo un aumento significativo a lo largo del tiempo (P <0,05)

Las tasas de oxidacion de glucosa (Figura 5B) aumentaron progresivamente durante el transcurso del ejercicio en todos los
grupos, y las tasas maximas en LGH y LGEI fueron 8,3+0,11 y 8,4+0,7 mmol/min (1,51+0,13 y 1,51+0,19 g/min),
respectivamente, en comparaciéon con 5,6+0,9 y 4,5+0,8 mmol/min (1,03+0,16 y 0,82+0,15 g/min) en NGE y LGE,
respectivamente (P<0,05). La oxidacion total de glucosa (Figura 6) no fue significativamente diferente entre LGE y NGE
(389+44 vs. 51361 mmol; 70£8 vs. 92+11 g), pero ambos grupos presentaron valores menores que los de los grupos
LGH y LGEI (840+74 y 785+83 mmol; 151+15y 141+15 g, respectivamente; P<0,05). En LGE, LGEI y NGE, la oxidacién
total de glucosa igualé a la cantidad total de glucosa infundida (Figura 6) y mostré un aumento correspondiente durante el
transcurso del ejercicio (Figura 5, A y B). Sin embargo, en LGH, se oxid6 s6lo 66% de la cantidad total de glucosa
infundida. La contribucién de la glucosa con la oxidacion total de CHO se incrementd significativamente {P<0,05) durante
el test en todos los grupos a 51+10, 43+7, 56%8, y 58+5% en LGE, NGE, LGEI y LGH, respectivamente (P<0,05 para NGE
versus LGH y LGEI).

La contribucion de la oxidacién de la glucosa con la energia total también fue significativamente (P<0,05) superior en LGH
y LGEI que en NGE o LGE, alcanzando valores maximos de 41+4, 37+3, 26+3 y 21+2%, respectivamente.



1300 -

L]

1600 -

1400 4 7 Infusién

1240 . Oxidacion

|
—

1000

mimad

aaa

600 -

400

200

NGE LGE LGEI
Grupos

Figura 6. Comparacion de la cantidad total de glucosa infundida durante los 145 min de ejercicio y oxidacion total de glucosa durante
el mismo periodo. *La infusion de glucosa fue significativamente mayor en LGH que en LGEI (P<0,05), © La infusion y oxidacion de
glucosa fueron significativamente mas altas en LGEI que en NGE y LGE (P<0,05); ¥ La oxidacion de glucosa en LGH fue
significativamente diferente de la infusion, no fue significativamente diferente de la oxidacion en LGEI y fue significativamente mayor
que en NGE y en LGE (P<0,05).

Las concentraciones de glucégeno muscular (Tabla 1) al comienzo del ejercicio fueron significativamente mayores en NGE
que LGE, LGEI o LGH. La desaparicion del glucégeno muscular (Figura 7) fue mayor (P<0,05) en NGE que en LGE, LGEI o
LGH (90%11 vs. 49+9, 28+14, y 41+4 mmol/kg de peso hiimedo, respectivamente), pero los ultimos tres grupos no
presentaron diferencias significativas. No se observd ninguna diferencia significativa en las concentraciones de glucégeno
muscular entre los grupos al final del ejercicio (Tabla 1).
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Figura 7. Agotamiento del glucogeno muscular en los sujetos de los grupos LGE, LGEI, LGH y NGE. *Valor significativamente mayor
(P<0,05) en NGE que en LGE, LGEI y LGH.

Las concentraciones de insulina plasmatica (Figura 3B) fueron significativamente (P<0,05) superiores en LGEI que en
NGE, LGH o LGE a lo largo del ejercicio y en NGE fueron significativamente mas altas (P<0,05) que en LGE hasta 45 min.
Se observd un aumento significativo (P<0,05) en las concentraciones de insulina plasmatica en el trascurso del ejercicio en
LGEI y una disminucién significativa (P<0,05) en LGE y NGE. En contraste, no se observaron diferencias significativas
entre los grupos en las concentraciones plasmaticas de glucagén (Figura 4B) el cual no presenté variaciones significativas
durante el ejercicio.

Las concentraciones plasmaticas de norepinefrina (Figura 3C) aumentaron significativamente en el grupo LGE hasta los
125 min de ejercicio y en NGE hasta los 65 min de ejercicio y a partir de alli no se observaron cambios significativos,
mientras que en los grupos LGEI y LGH, la norepinefrina aumentd a lo largo del ejercicio (P<0,05). Las concentraciones
plasmaéticas de norepinefrina fueron significativamente (P<0,05) superiores en LGE que en NGE a lo largo del ejercicio y
en LGEI y LGH tomaron valores intermedios entre LGE y NGE pero no fueron significativamente diferentes de los valores
de LGE y NGE. Las concentraciones plasmaticas de epinefrina en LGE, NGE, LGEI y LGH a los 5 min de ejercicio fueron
0,06+0,001, 0,07+0,01, 0,68+0,07, y 0,06+0,01 nmol/1, respectivamente (P<0,05 para LGEI versus LGE, LGH, y NGE) y
no variaron significativamente desde el inicio a lo largo del ejercicio en LGE, LGH, y NGE. En LGEI, durante todo el
ejercicio la epinefrina se mantuvo mas alta que en LGE o NGE (P<0,05) pero no cambi6 significativamente con el tiempo.
Las concentraciones séricas medias de GH fueron 58+16, 40+23, 67+12, y 11,72+4,27 pg/ml en LGE, NGE, LGEI, y LGH,
respectivamente, pero no se observd ninguna diferencia significativa en el area debajo de la curva y las concentraciones no
cambiaron significativamente con el tiempo.

DISCUSION

Los resultados mas significativos de este estudio fueron que la tasa de oxidacién de glucosa no estuvo influenciada por el
nivel de glucégeno muscular, es decir, no fue diferente entre los grupos NGE y LGE que disminuyeron el contenido de
glucégeno muscular en el comienzo de ejercicio produciendo un cambio hacia la oxidacién de lipidos y que tanto la infusiéon
de insulina como la hiperglicemia neutralizaron los efectos metabdlicos del bajo contenido de glucdgeno (Figura 8).
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Figura 8. Efectos metabolicos globales de 1) agotamiento del glucégeno durante la euglicemia (LGE contra NGE), 2) concentraciones
plasmaticas de glucosa si el contenido de glucégeno muscular es bajo (LGE contra LGH) al comienzo de ejercicio, y 3) la infusion de
insulina en el agotamiento del glucégeno (LGE contra LGEI contra NGE). Grasas, oxidacion de grasas como % del gasto de energia

total; glucosa, oxidacion de glucosa como % del gasto de energia total; glucégeno + lactato, oxidacion de carbohidratos diferentes a la

glucosa (glucégeno y productos con 3 carbonos) como % del gasto de energia total.

Como se observo en otros estudios (8, 13), la RER fue menor y las concentraciones séricas de FFA y de norepinefrina
plasmaticas fueron mas altas en reposo en los sujetos con contenido de glucdgeno muscular bajo (Figura 1). Si bien
previamente se ha informado el efecto de las concentraciones en reposo del bajo contenido de glucégeno muscular sobre
RER (13) y FFA (8) en estos estudios (8, 13), las concentraciones de glucosa plasmatica en reposo fueron menores en los
sujetos con un contenido de glucdgeno muscular bajo; por lo tanto, no podemos afirmar con certeza que fue la baja
concentracion de glucdgeno y no la baja concentracion de glucosa sanguinea lo que provocd los aumentos en RER y FFA.
Sin embargo, en el presente estudio las concentraciones de glucosa plasmaéticas en reposo eran normales y no fueron
diferentes entre los grupos, probablemente porque los sujetos habian ingerido aprox. 64 g de CHO diariamente, 30 g de los
cuales se consumian en una mezcla de alimentos cada mafiana y 3 horas antes del test. Por lo tanto la menor RER y el
aumento en FFA pueden ser atribuidos a un menor contenido de glucégeno muscular o hepatico o a ambos. El contenido
de glucégeno hepatico deberia ser bajo puesto que se ha demostrado que disminuye 22-55 mmol/kg de peso humedo
después de seguir durante 3 dias una dieta con bajo contenido de CHO (22). Si 29% (15) de los CHO ingeridos en la comida
de la mafnana fuera incorporado por los tejidos esplacnicos, con una masa hepatica de 1,8 kg, el contenido de glucégeno
hepéatico permaneceria muy bajo en 49-82 mmol/kg peso humedo después de la comida. Ademads, con la infusién de glucosa
solo se produce una recuperacion moderada del glucdgeno hepatico, incluso en aquellos sujetos en reposo (23). Esto fue
demostrado en el estudio de Nilsson y Hultman (23) en el cual la infusion de glucosa a una tasa media de 5,8 mmol/min en
sujetos en reposo durante 4 h resultaba en un aumento en el contenido de glucdgeno hepéatico de sélo 76 mmol/kg de peso
htmedo, aunque las concentraciones de glucosa plasmaéticas seguian siendo >10 mmol/1 y aumentaron hasta un valor
maximo de =20 mmol/1 después de 90 min. Por lo tanto es improbable que se produjera la recuperacion del glucégeno
hepético durante los tests. Sin embargo, en los sujetos con bajo contenido de glucégeno muscular la baja RER se recuperd
en los grupos LGEI y LGH hasta valores similares a los del grupo NGE como resultado de la infusién de insulina y de
glucosa, respectivamente (Figura 2). Dado que la insulina en ausencia de hiperglicemia (grupo LGEI) aumenta el consumo
de glucosa muscular (37) pero no el de glucosa hepatica (4), al mayor valor de RER en LGEI y LGH que en LGE seria
probablemente el resultado de un aumento en la oxidacion de glucosa (Figura 5B) como consecuencia de un aumento en el
consumo de glucosa muscular (5, 37).

El aumento significativo en la tasa de oxidacién de glucosa durante el transcurso del ejercicio en todos los grupos, pero



particularmente la similitud en el aumento entre los grupos LGE y NGE (Figura 5B), concuerda con lo observado en dos
estudios recientes en los que no se observé ninguna diferencia en el consumo de glucosa entre los sujetos con contenido de
glucégeno bajo o normal (10) y ninguna diferencia en la oxidacién de glucosa entre los sujetos con contenido de glucégeno
alto o normal (1). Esto indica que no es la disminucién gradual en el contenido de glucégeno muscular lo que provoca el
aumento progresivo en la oxidacion de glucosa durante el ejercicio.

Cuando se considera la duracidon completa del ejercicio, la RER media no fue significativamente diferente entre los grupos
NGE y LGH. Sin embargo se observaron diferencias, entre estos grupos en la fuente de CHO utilizada. En LGH, la
contribucién de la glucosa a la oxidacién total de CHO se incrementd rdpidamente, alcanzando un valor de 58+5% a los
105 min, pero en el grupo NGE alcanzé sélo 31+4% en ese momento. El Gltimo aumenté a 43+7% durante los ultimos 45
min de ejercicio. Dado que el contenido de glucdgeno no tiene influencia en la tasa de oxidacién de glucosa, tal como se
discuti6 previamente, la mayor tasa de oxidacion de glucosa en LGH puede ser atribuida a la elevada concentracion de
glucosa prevaleciente o a la hiperinsulinemia concomitante o a ambos factores.

La mayor desaparicién de glucégeno muscular en NGE que en LGE, LGEI o en LGH (Figura 7) coincide con lo observado
en varios estudios que han encontrado que los mayores niveles de glucégeno muscular en el comienzo del ejercicio
producen una tasa mas alta de utilizacion de glucégeno muscular durante el ejercicio (1, 10). Aunque no se observaron
diferencias significativas en la utilizacién de glucégeno muscular entre ninguno de los grupos con contenido de glucégeno
muscular bajo (LGE, LGEI, y LGH), con la infusién de insulina, existiria una tendencia hacia un efecto de ahorro de
glucogeno (LGEI).

Un posible mecanismo de control para las interacciones de sustratos combustibles observadas en este estudio es el "ciclo
glucosa-4cidos grasos” (26) que propone que un aumento en la oxidacién de FFA produce una inhibicién de la piruvato
deshidrogenasa y por lo tanto inhibe la oxidacién de CHO. Sin embargo, cuando se infundieron FFA (31) en cuartos
traseros de ratas aislados y perfundidos con una concentracion saturante para el consumo y oxidacion de FFA en esta
preparacion, a diferencia de lo observado en el estudio actual, el consumo de FFA durante la estimulaciéon no fue diferente
entre los musculos que tenian bajo contenido de glucdgeno y los que tenian un alto contenido de glucégeno, pero el
consumo de glucosa fue mayor en el misculo con agotamiento de glucégeno. Asi, en la preparaciéon de musculos aislados
perfundidos en la cual no hay control nervioso y hormonal, no se estimula el consumo de FFA, pero el consumo de glucosa
aumenta en el musculo con glucdgeno agotado. Por lo tanto, por descarte, el aumento en la oxidacion de lipidos en el
estudio actual se debi6 probablemente a la estimulacion de lip6lisis como resultado de los factores de control nervioso u
hormonal fuera del musculo que aumentaron la disponibilidad de FFA para el mismo. De manera similar, dado que el
consumo de glucosa esta incrementado en musculos aislados, con agotamiento de glucégeno, la ausencia de un aumento
en la oxidacion de glucosa en el estudio actual indica inhibicién nerviosa u hormonal del consumo de glucosa. Por
consiguiente, bajo condiciones fisioldgicas normales, la oxidacion de glucosa no aumenta con el agotamiento del
glucogeno, pero se produce un cambio hacia la oxidacion de lipidos debido a los factores nerviosos u hormonales. Sin
embargo las concentraciones de insulina elevadas, impiden que se produzca esto. Teleolégicamente, éste puede ser un
mecanismo para compensar una menor disponibilidad intramuscular de CHO sin predisponer a la hipoglucemia.

La diferencia significativa en las concentraciones plasmaticas de insulina (Figura 3B) entre LGE y NGE durante el gjercicio
(pero no en reposo) sugiere que, cuando se mantiene la euglicemia, las concentraciones plasmaticas de insulina son
influenciadas por el contenido de glucégeno muscular. Dado que los efectos mas importantes de la infusién de insulina en
LGEI en comparaciéon con LGE fueron un aumento en la oxidacidon de glucosa (Figura 5B) y una disminuciéon en FFA
(Figura 3A), el consumo de glucosa muscular en LGE estuvo limitado probablemente por las menores concentraciones de
insulina (37) y las mayores concentraciones de norepinefrina (3) (Figura 3, Ay C). Esto probablemente también ocurri6 en
el grupo NGE después de la primera hora de ejercicio cuando las concentraciones de glucégeno muscular del grupo NGE
se acercaban a las del grupo LGE (1).

Si bien el aumento en la insulina en LGEI (Figura 3B) disminuyd ligeramente la respuesta de la norepinefrina al
agotamiento de glucdgeno (Figura 3C), la norepinefrina en el grupo LGEI no fue significativamente diferente a la
observada en el grupo LGE. Sin embargo, fue significativamente diferente entre los sujetos con contenido de glucégeno
bajo y normal (LGE y NGE). Dado que se mantuvo la diferencia en la norepinefrina, sélo se observo una leve atenuacioén
con la infusién de insulina en los sujetos con contenido de glucégeno muscular bajo, esto junto con la insulina, tal como se
discuti6 en el parrafo precedente, son los controladores mas probables de los cambios metabdlicos debidos al agotamiento
de glucogeno muscular observado en este y otros estudios (13). Sin embargo, las concentraciones mas bajas de insulina en
LGE también podrian ser explicadas por la inhibicién de la liberacién de insulina por la norepinefrina (28). Las
catecolaminas también se oponen a los efectos de la insulina sobre el metabolismo de lipidos y consumo de glucosa (3), lo
que produciria un aumento en FFA y en la oxidacion de lipidos y una tasa de oxidacion de glucosa sanguinea menor a lo
esperado en los sujetos con contenido de glucégeno muscular bajo, considerando la disponibilidad de glucosa y la baja
disponibilidad de glucégeno enddgeno. Sin embargo, en los sujetos del grupo LGE no se observé una menor tasa de
oxidacién de glucosa sanguinea.



La similitud en RER (Figura 2), FFA séricos y concentraciones plasmaticas de norepinefrina (Figura 3, Ay C) y
concentraciones de insulina y glucagoén (Figura. 3B y 4B) durante el ejercicio en los grupos LGH y NGE sugieren que estos
parametros estan controlados de manera reciproca, tanto por las concentraciones plasmaticas de glucosa durante el
ejercicio como por el contenido de glucégeno muscular al comienzo del ejercicio.

Una observacion interesante es que la menor RER y las mayores concentraciones de FFA y norepinefrina (Figuras. 2, 3A, y
3C) durante el ejercicio en los sujetos con contenido de glucégeno muscular bajo (LGE) en este estudio, son similares a lo
observado en pacientes con deficiencia de fosforilasa muscular (enfermedad de McArdle; ver la Referencia. 18), que
padecen una alteracion en la utilizacion del glucégeno muscular. Los pacientes con la enfermedad de McArdle tienen una
variacion de frecuencia cardiaca (AQ) mayor a la normal por un cambio en VO, (AQ/AVO,) durante ejercicio que ha sido
vinculado con una deficiencia de combustible oxidable (19), dado que AQ/AVO, disminuye cuando el defecto enzimatico se
soluciona a través de la infusién de glucosa (19).

La retroalimentacion nerviosa de los quimiorreceptores para la contraccion de los musculos participa en el control
cardiovascular (21), y de manera similar, estudios sobre la enfermedad de McArdle vinculan fuertemente los defectos
metabolicos y cardiovasculares de esta enfermedad con la retroalimentacion nerviosa de los quimiorreceptores para la
contraccion de los musculos (18, 25, 35). Asi, debido a las similitudes llamativas en las diferencias metabodlicas y
hormonales entre los sujetos de LGE y los pacientes con la enfermedad de McArdle (9, 35) y sus controles respectivos, en
el estudio actual hay indicaciones sélidas de sefializacidn metabdélica directa similar de que un bajo nivel de glucégeno
muscular, produce un aumento en las concentraciones de norepinefrina y de FFA y oxidacién de lipidos y una disminucion
en las concentraciones de insulina. Sin embargo, esta respuesta puede ser modificada si se incrementa el consumo de
glucosa en el musculo por un aumento en las concentraciones plasmaticas de glucosa o de insulina, o0 ambos. Nosotros
postulamos que la via de sefializacion més probable seria a través de los aferentes musculares de grupo III y IV, dado que
se ha observado que en los gatos (33), la estimulacion de los mismos influye en las concentraciones de varias hormonas
reguladoras, entre las que se incluyen la insulina.

Debido a que 1) los aferentes musculares estan conectados con la regién de locomocion del hipotdlamo a través del nicleo
reticular gigantocelular (27), 2) el comportamiento de la glucosa sanguinea y las concentraciones de la glucosa plasmatica
y de la hormona reguladora de la glucosa pueden estar controlados por el hipotadlamo (36), y 3) hay interconexiones entre
los diferentes nucleos hipotaldmicos y entre los nucleos hipotalamicos y el sistema nervioso simpatico y la hipdfisis (36), la
integracion de los resultados de los estudios actuales y previos (17, 25, 32, 34, 36) puede explicar el control metabdlico
coordinado por medio de un comando central, reflejos neuromusculares y retroalimentacion metabélica humoral.

El estimulante real (o inhibidor) de los aferentes musculares no se conoce. Es improbable que el mismo glucégeno actie
como molécula de sefializacién, porque los pacientes con la enfermedad de McArdle tienen adecuadas reservas de
glucégeno muscular pero no pueden utilizarlo, mientras que los sujetos del grupo LGE tenian concentraciones de
glucégeno muscular bajas. Después del ejercicio, la glucosa 1-fosfato, glucosa-1,6-bifosfato (G-1,6- P,), glucosa 6-fosfato,
fructosa 6-fosfato y glicerol 3-fosfato estan todos en menor concentracién y el fumarato y IMP estdn en mayor
concentracion en los musculos con agotamiento de glucdgeno que en los musculos con contenido de glucégeno normal
(30). Sin embargo, de los anteriores, sélo G-1,6-P, se encuentra en baja concentracién tanto en los musculos con
agotamiento de glucégeno antes del ejercicio (30) como también en el muisculo de los pacientes con la enfermedad de
McArdle (38). Si esta molécula tiene un efecto en los aferentes musculares del grupo III y 1V, las diferencias entre los
grupos LGE y NGE en los valores de RER, norepinefrina, y FFA tanto en reposo como durante el ejercicio en este estudio,
se explicarian del mismo modo que las respuestas informadas en la enfermedad de McArdle. Previamente se ha sefalado
que la G-1,6-P, seria una molécula importante en el control metabdlico y se ha demostrado en ratas, que aumenta en el
musculo con la infusién de insulina (14) y que disminuye con el entrenamiento (20), una adaptacién que coincide con un
cambio hacia la oxidacion de lipidos después del entrenamiento (2).

En conclusion, en este estudio, 1) el agotamiento del glucégeno muscular antes del ejercicio produjo un aumento en la
oxidaciéon de grasas tanto en reposo como durante el ejercicio, pero no tuvo efecto en la tasa de oxidacion de glucosa
cuando se mantuvo la euglicemia por medio de la infusién de glucosa, 2) la infusidn de insulina en los sujetos con
contenido de glucégeno muscular bajo aumenté la oxidacién de glucosa y disminuyé las concentraciones de FFA y la
oxidacion de grasas, 3) la oxidacién de glucosa no fue mayor en los sujetos con contenido de glucégeno muscular bajo en
comparacion con los sujetos con contenido de glucdgeno muscular normal cuando se mantuvo la euglicemia sin
hiperinsulinemia, y 4) en los sujetos con contenido de glucégeno muscular bajo, el cambio hacia el metabolismo de lipidos
tanto en reposo como durante el ejercicio, puede estar mediado a través de una via de aferentes musculares por medio de
la norepinefrina o la insulina.
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