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RESUMEN

Antecedentes: Se estudid el efecto de la ingestion aguda de L-alanil-L-glutamina (AG; Sustamine™ ) sobre los cambios en
el rendimiento y sobre los marcadores de regulacion de fluidos, del sistema inmune, inflamatorio, estrés oxidativo y de
recuperacion en respuesta al ejercicio exhaustivo de resistencia en presencia y ausencia de deshidratacion. Métodos: Diez
varones fisicamente activos (20,8 +0,6 afos; 176,8 £ 7,2 centimetros; 77,4 + 10,5 kg; 12,3%+4,6% grasa corporal)
participaron voluntariamente en este estudio. Durante la primera visita (T1) los sujetos acudieron al laboratorio en un
estado de euhidratacion para la extraccion de sangre y la realizacion del test de ejercicio de intensidad maxima en la linea
de base (BL). En las cuatro pruebas subsiguientes establecidas al azar, los sujetos se deshidrataron hasta ~2,5% de su
masa corporal determinada al inicio. En T2, los sujetos alcanzaron el peso establecido y no fueron rehidratados. En T3 - T5,
los sujetos alcanzaron el peso establecido y luego fueron rehidratados a 1,5% de su masa corporal inicial bebiendo agua
(T3) o dos dosis diferentes (T4 y T5) del suplementoAG (0,05 g.kg" y 0,2 g.kg"' respectivamente). Luego los sujetos
realizaron ejercicio en una bicicleta ergométrica con una carga de trabajo que permitiera alcanzar el 75% de su VO,max.
En los tratamientos T2 a T5 se extrajeron muestras de sangre una vez que se alcanzaba la masa corporal (DHY),
inmediatamente antes del estrés por el ejercicio (RHY), e inmediatamente después de que se realizara el protocolo de
ejercicio (IP). También se obtuvieron muestras de sangre después de 24 horas (24P) de descanso. En las muestras de
sangre se realizo el anélisis de glutamina, potasio, sodio, aldosterona, arginina vasopresina (AVP), proteina C-reactiva
(CRP), interleuquina 6 (IL-6), malondialdehido (MDA), testosterona, cortisol, ACTH, hormona de crecimiento y
creatinquinasa. La evaluacion estadistica del rendimiento, cambios hormonales y bioquimicos se realiz6 a través de un
analisis de la varianza de mediciones repetidas. Resultados: En RHY e IP las concentraciones de glutamina en T5 fueron
significativamente més altas que en T2 - T4. Cuando analizamos los cambios en rendimiento (diferencia entre T2-T5 y T1),
se observaron tiempos hasta el agotamiento significativamente mayores en T4 (130,2 + 340,2 seg.) y T5 (157,4 + 263,1
seg.) en comparacion con T2 (455,6 + 245,0 seg.). Las concentraciones plasmaticas de sodio fueron mayores (p<0,05) en
RHY e IP en T2 que en los otros tratamientos. Las concentraciones de aldosterona en RHY e IP fueron significativamente
menores que las obtenidas en BL y DHY. La AVP estaba significativamente elevada en DHY, RHY e IP en comparacién con
los valores obtenidos en BL. No se observaron diferencias significativas entre los tratamientos en CRP, IL-6, MDA, ni en
ninguna de las otras determinaciones hormonales o bioquimicas. Conclusion: Los resultados demuestran que la
suplementacion con AG proporciond un beneficio ergogénico significativo, aumentando el tiempo hasta el agotamiento
durante un estrés hidrico moderado. Este efecto ergogénico probablemente fue mediado por una mayor captacién de



fluidos y electrolitos.
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INTRODUCCION

Durante la deshidratacion los fluidos se mueven desde el plasma hacia los espacios intracelular e extracelular y luego
eventualmente vuelven a la circulacién [1, 2]. Los cambios de presiéon que involucran fuerzas hidrostaticas, oncoticas y
osmoticas controlan la dindmica de movimiento de los fluidos [1]. Esto tiene implicaciones importantes para la
termorregulacion y el rendimiento deportivo. Se han observado disminuciones significativas en el rendimiento con niveles
de hipohidratacion de sélo 2% [3]. Dado que una sensacion de sed puede no desarrollarse hasta que se ha alcanzado este
nivel de hipohidratacién, esfundamental para los atletas rehidratarse antes de sentir la necesidad de beber.

Algunas bebidas deportivas se comercializan con la idea de que son un modo mas eficaz que el agua sola para promover la
rehidratacion y mantener el rendimiento deportivo. Sin embargo, hay pocas investigaciones disponibles que apoyen la
eficacia de estas bebidas durante el ejercicio de resistencia de duracion relativamente corta (<2 h). El agua seria tan eficaz
como cualquier bebida deportiva durante el ejercicio para mantener el rendimiento y la termorregulacion [4].
Notablemente, adelantos recientes en los suplementos deportivos sugieren que el uso de ciertos osmolitos orgénicos como
la betaina glicina puede proporcionar cierta proteccion al volumen de fluido intracelular[5]; sin embargo, su capacidad
para afectar el rendimiento no estd clara.

Las investigaciones recientes demuestran que ciertos aminoacidos también pueden promover la rehidratacion, reforzando
la absorcion de agua y electrdlitos [6]. Se ha informado que la glutamina aumentaria la absorcion de electrolitos y de agua
en animales y humanos que padecen infecciones intestinales [7-9], pero no en otros casos [10]. Sin embargo, las
diferencias pueden estar relacionadas a aspectos de estabilidad relacionados con la glutamina. Fiirst [11] sugirié que los
derivados de la glutamina como la alanil glutamina pueden ser mas estables que la glutamina sola, sobre todo en pH bajos.
Este podria ser un escenario potencial durante el ejercicio, donde es comtn el aumento en el acido lactico. Lima y colegas
[6] informaron que la alanina y la glutamina juntas son mas estables que la glutamina sola para aumentar la absorcion de
electrolitos y agua, probablemente a través de un aumento en los transportadores de iones dentro del epitelio intestinal.

Se ha observado que, tanto la glutamina como la combinacién alanina/glutamina, son eficaces para la defensa antioxidante
durante las situaciones de enfermedad severa [12-14]. Ademas, se ha demostrado que la glutamina es un modulador
efectivo de la respuesta inmune frente al ejercicio [15] y posiblemente mejore el rendimiento deportivo [16]. Sin embargo,
hay una considerable discusion, en este area [17] que justifica investigaciones adicionales. Por lo tanto, el proposito de
este trabajo fue estudiar la eficacia de dos dosis diferentes (0,2 g.kg™ y 0,05 g.kg") del dipéptido L-Alanil-L-Glutamina
sobre el rendimiento, la recuperacion y la respuesta de regulacion de fluidos durante un protocolo de ejercicios de
resistencia exhaustivo luego de un estrés por deshidratacion de 2,5%. Ademas, se analizo el efecto de este dipéptido L-
Alanil-L-Glutamina sobre los marcadores endocrinos y bioquimicos de inflamacién, de estrés oxidativo y de respuesta
inmune durante el ejercicio y durante el estrés por deshidratacion.

METODOS

Sujetos

Diez varones de edad universitaria (20,8 + 0,6 afios; 176,8 + 7,2 centimetros; 77,4 + 10,5 kg; 12,3 + 4,6% grasa corporal)
participaron voluntariamente en este estudio. Antes de participar, todos los sujetos fueron informados sobre todos los
procedimientos, riesgos y beneficios, y dieron su consentimiento informado por escrito aprobado por el Comité de Revision
Institucional. Los sujetos interrumpieron el consumo de otros suplementos nutricionales durante por lo menos cuatro
semanas antes del estudio. El andlisis del consumo de suplementos fue realizado a través de un cuestionario de historia de
salud completada durante la etapa de reclutamiento de los sujetos.

Protocolo

Antes de comenzar el estudio, los sujetos acudieron al Laboratorio de Rendimiento Humano (HPL) para la determinacién



de la masa corporal inicial. Estas mediciones se obtuvieron en dias no consecutivos aproximadamente una semana antes
del comienzo de la evaluacién experimental. Durante estas visitas los sujetos fueron pesados en un estado post-absorptivo,
de euhidratacion para establecer el peso corporal inicial. Luego de arribar al laboratorio, los sujetos orinaron de modo de
vaciar completamente la vejiga para efectuar las mediciones de osmolalidad de orina (U,,,) por disminuciéon de punto de
congelacién (Model 3320; Micro-Sample Osmometer, Advanced Instruments, Inc., Norwood, MA) y de la densidad relativa
de la orina (U,) por refractometria (A300CL-E01, Atago, Tokio, Japdn) para documentar la euhidratacion en todos los dias
preliminares; Uy, <1,020 fue definida como euhidratacién [18]. Durante la primera sesion (Tl) los sujetos realizaron una
prueba de esfuerzo progresiva de capacidad aerdbica (VO,max) en una bicicleta ergométrica con freno
electromagnético(Ergo 800, SensorMedics, Inc., Yorba Linda, CA). El test de VO,max fue realizado para establecer las
cargas de trabajo para las pruebas de resistencia subsiguientes. Se determinaron el consumo de oxigeno (VO,), la tasa de
intercambio respiratorio (RER) y la ventilacion por minuto (VE) (ULTIMA, MedGraphics Corporation, St. Paul, MN). Los
analizadores de gases fueron calibrados utilizando gases proporcionados por la Corporaciéon MedGraphics: 1) Gas de
calibracién: 5% CO,, 12% O,,N, de equilibrio; y 2) gas de referencia: 21% O,, N, de equilibrio. La calibracién con los gases
se realizé antes de cada prueba. La frecuencia cardiaca (HR) se midi6 mediante telemetria (Pacer, Polar CIC, Inc., Port
Washington, NY).

En cuatro visitas subsecuentes (T2-T5) al HPL, los sujetos se deshidrataron aprox. 2,5% de masa corporal inicial. En la
ocasion en que no se empled un protocolo de deshidratacion, los sujetos acudieron al HPL en estado de euhidratacién para
que se les realizara la extraccion de la muestra de sangre en el inicio y realizaron el protocolo de ejercicio. Esta
determinacion (T1) aportd los datos de rendimiento iniciales (linea de base) en condiciones Optimas sin estrés de
hidratacion. Todas las comparaciones de rendimiento se hicieron con respecto a este tratamiento. En otro tratamiento (T2)
los sujetos alcanzaron su peso fijado y descansaron en una posicion reclinada durante 45 minutos antes de comenzar la
sesion de ejercicios. En los tres tratamientos subsiguientes los sujetos alcanzaron su peso fijado y luego se
rehidrataronaprox. 1,5% de su masa corporal inicial bebiendo agua (T3) o dos dosis diferentes (T4 y T5) del suplemento
alanina-glutamina (AG) (0,05 g.kg" y 0,2 g.kg", respectivamente). Durante las pruebas de hidratacién (T3 - T5), el
protocolo de ejercicios comenzé después de 45 minutos de la rehidratacion. El orden de los tratamientos fue establecido al
azar.

Protocolo de Deshidratacion

En la tarde antes de las pruebas (17:00 hrs) los sujetos arribaron a HPL para que se les realizara la medicién del peso y U,
para verificar la euhidratacion. Se solicité a los sujetos que no consumieran comida o bebidas hasta el préximo dia cuando
arribaran nuevamente al HPL (07:00 hrs). Esto produjo uncambio medio de la masa corporal de -1,03+1,3%. En la mafiana
de las evaluaciones T2-T5 los sujetos arribaron HPL, luego fueron pesados y posteriormente comenzaron con el protocolo
de deshidratacion activa para lograr la pérdida de peso deseada. El protocolo de deshidratacién activa consistié en
caminar en una cinta rodante con motor a 3,4 millas.h” con una pendiente de 2%. Los sujetos tenian el cuerpo totalmente
cubierto con un traje de entrenamiento (pesados pantalones de entrenamiento largos de lanilla y algodén y top). En
incrementos de 20 minutos se efectué el control del peso corporal con los sujetos desnudos y la determinaciéon de HR y el
indice de esfuerzo percibido. Los sujetos continuaron caminando hasta que (a) perdian 2,5% de su masa corporal, (b)
alcanzaban el criterio de seguridad establecido previamente, (c) mostraban sefiales o sintomas de enfermedad térmica
inducida por el ejercicio, o (d) alcanzaban la fatiga volitiva. La deshidratacién se verificé via U, Uy, y osmolalidad
plasmatica (P,gy). El tiempo total de ejercicio hasta alcanzar la hipohidratacion (-2,5% pérdida de peso) fue 62,5+44,2 min.
No se observaron diferencias significativas entre los tratamientos, en el tiempo necesario para alcanzar la masa corporal
establecida.

Administracion del Suplemento

Los sujetos se rehidrataron hasta ~1,5% de masa corporal consumiendo el suplemento o el placebo (agua) después del
protocolo de deshidratacién. El suplemento de L-alanil-L-glutamina (0,2 g.kg" o 0,05 g.kg" de masa corporal por litro)
comercializado como "Sustamine" " (Kyowa Hakko EE.UU., Nueva York, NY) se mezclaba con agua y era indistinguible del
placebo en apariencia y sabor.

Prueba de Tiempo hasta el Agotamiento

Después de las fases de deshidratacion y rehidratacidn, los sujetos comenzaron el protocolo de ejercicios. Los sujetos
realizaron los ejercicios en una bicicleta ergométrica con una carga de trabajo que permitié alcanzar el 75% de VO,max. Se
brind¢é estimulo a los sujetos para que dieran su mejor esfuerza durante cada prueba y se los estimuld verbalmente a lo
largo de cada prueba de ejercicio. Fueron medidos en forma continua el VO,, Vi, RER y HR. La HR y presion arterial (BP)
fueron registradas antes del ejercicio y al finalizar el mismo. El tiempo hasta el agotamiento se determiné como el tiempo
que el sujeto ya no podia mantener el trabajo y/o alcanzaba el agotamiento volitivo.



Medicion de los Parametros Sanguineos

Durante el tratamiento T1 se realizd la extraccion de sangre inicial (BL). No se tomd ninguna otra muestra de sangre
durante esa prueba. La muestra de sangre BL se tom6 luego de un periodo de recuperacion del5 min antes del ejercicio.
Todas las muestras de sangre obtenidas en los tratamientos (DHY, RHY e IP) fueron obtenidas con una canula de teflén de
20 gauge colocada en una vena superficial del antebrazo utilizando una llave de 3-vias con un adaptador de cerradura del
luer macho. La cdnula se mantuvo abierta por medio deuna solucién salina isoténica (con 10% de heparina). En los
tratamientos T2-T5 las extracciones de sangre se realizaron una vez que se alcanzaba la masa corporal establecida (DHY),
inmediatamente antes del estrés fisico (RHY) e inmediatamente después el protocolo de ejercicios (IP). Las muestras de
sangre de IP fueron tomadas dentro de los 15 segundos de finalizacion del ejercicio. Los sujetos regresaron al laboratorio
24 hs luego del ejercicio para que se les realizara una extraccion de sangre adicional (24P). Todas las muestras de sangre
BL y 24P fueron tomadas mediante una jeringa plastica mientras los sujetos permanecian sentados. Las muestras de
sangre fueron obtenidas del brazo de una vena antecubital utilizando una aguja descartable de 20 gauge equipada con un
tubo recolector Vacutainer8 (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) con el sujeto sentado. Las muestras de sangre de cada
sujeto se obtuvieron en el mismo momento del dia en cada sesién. Las muestras de sangre fueron colocadas en tubos
libreso tratados con EDTA (Vacutainer, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ). Las muestras de sangre fueron analizadas
por triplicado para el hematocrito a través de la técnica de microcapilaridad y para la hemoglobina mediante el método de
lacianometahemoglobina (Sigma,Diagnostics, St. Louis, MO). La sangre completa restante fue centrifugada durante 15 min
a 1500g a 4°C. El plasma y suero resultante fueron divididos en alicuotas y fueron almacenados a -80°C hasta el andlisis.
Las muestras fueron descongeladas solo una vez.

Analisis Bioquimico y de las Hormonas

Las concentraciones de testosterona (TEST), cortisol (CORT) y hormona de crecimiento (GH) en el suero fueron
determinadas mediante enzimoinmunoanalisis(EIA) y ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) (Diagnostic
Systems Laboratory, Webster, TX). Las concentraciones séricas de aldosterona (ALD) e IL-6 fueron determinadas mediante
un test de EIA (ALPCO Diagnostics, Salem, NH). Las concentraciones plasmaticas de arginina vasopresina (AVP) fueron
determinados mediante un test de EIA (Cayman Chemical Co, Ann Arbor, MI). Las concentraciones plasmaticas de la
hormonaadrenocorticotrofina(ACTH, ALPCO Diagndstics, Salem, NH), proteina C-reactiva (CRP, Diagnostic Systems
Laboratory, Webster, TX) y malondialdehido (MDA, Cell Biolabs Inc.,San Diego, CA) fueron analizadas por duplicado a
través de ELISA. La determinacion de los valores de inmunoreactividad sérica fue realizada con un espectrofotometro
SpectraMax340 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Las concentraciones de creatinquinasa en el suero (CK) fueron
determinadas espectrofotometricamente a 340 nm (Pointe Scientific, Inc, Canton, MI). Las concentraciones plasmaticas de
glutamina, glucosa y lactato (La) fueron determinadas por duplicado con un analizador automatizado (Analox GM7
analizador enzimdtico de metabolitos, Analox Instruments EE.UU., Lunenburg, MA). Las concentraciones plasmaticas de
sodio y potasio fueron establecidas mediante electrodos ion-selectivos (EasyElectrolyte, Medica, Bedford, MA). Para
eliminar la variacion entre ensayo, todas las muestras fueron analizadas en la misma tanda de andlisis. La variacion intra-
ensayo para todos los ensayos fue <10%. Los cambios en el volumen de plasma luego del entrenamiento fueron calculados
mediante la formula de Dill & Costill [19].

Analisis Estadistico

Se evalud y comprobo6 el cumplimiento de los supuestos de distribucion normal, homogeneidad de varianza e
independencia de la muestra para todos los datos. El analisis estadistico de rendimiento, cambios hormonales y
bioquimicos fue realizado usando un anélisis de de la varianza de mediciones repetidas (ANOVA). En aquellos casos donde
se encontrara un valor de F significativo se aplico el test post hoc de LSD para comparaciones pareadas. Antes de realizar
el ANOVA, los cambios en el volumen de plasma, comparaciones de rendimiento y drea debajo de la curva (AUC) calculada
a través de la técnica trapezoidal estandar, fueron analizados mediante un ANOVA de una sola via. La significancia se fij6
en un nivel de alfa de p <0,05. Todos los datos se informan como Media + SD.

RESULTADOS

Los valores de U, (1,026 = 0,004), Uy, (813 = 299 mOsm) y Pygy (297,0 + 4,6 mOsm) fueron
similares para todos los tratamientos en DHY. Estos resultados reflejaron el ayuno durante la noche
y la deshidratacion inducida por el ejercicio realizado antes de cada prueba. Las concentraciones
plasmaticas de glutamina fueron significativamente més altas para todos los grupos en RHY e IP en
comparacion con BL (p = 0,002 y p = 0,000, respectivamente) y DHY (p = 0,001 y p = 0,000,



respectivamente) (Figura 1). La concentraciéon de glutamina en el tratamiento T5 fue
significativamente mas alta en RHY e IP que la de los tratamientos T2-T4. El anélisis del drea bajo de
la curva (AUC) mostré una concentracion de glutamina significativamente mayor para el tratamiento
T5 en todos los puntos de tiempo en comparacion con los otros tratamientos experimentales (Figura
2).
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Figura 1. Concentraciones plasmdticas de glutamina. Se observé un efecto principal significativo de los tratamientos entre los
tratamientos T2 y T5. # = efecto significativo para el tiempo entre BL y DHY; a = presenta diferencias significativas con T2, T3 y T4.
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Figura 2. AUC de la Glutamina. * = Presenta diferencias significativas con T2.

El tiempo hasta el agotamiento se redujo de modo mas significativo durante T2 que en cualquier otro tratamiento
experimental (ver Figura 3). Al examinar los cambios en el rendimiento (A) (la diferencia entre cada tratamiento
experimental y T1), el tiempo hasta el agotamiento fue significativamente mayor durante T4 (130,2 = 340,2 seg.) y T5
(157,4 + 263,1 seg.) en comparacién con T2 (455,6 + 245,0 seg., p = 0,05y p = 0,01, respectivamente) (Figura 4). No se
observaron otras diferencias entre los tratamientos. En la Tabla 1 se muestran los cambios cardiovasculares durante el
ejercicio. No se observaron diferencias significativas entre los tratamientos ni en la HR en reposo ni en la HR post-
ejercicio. Ademas, no se observaron diferencias de la presiéon sanguinea (BP) en reposo entre los tratamientos, sin
embargo, la BP sistoélica post-ejercicio fue significativamente menor en T2 y T3 en comparacion con Tl. No se observo
ninguna otra diferencia en la respuesta de BP sistélica o diasto6lica entre los tratamientos. No se observaron cambios en
RER ocurrido entre los tratamientos.
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Figura 3. Tiempo hasta el agotamiento. * Presenta diferencias significativas con otros tratamientos.
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Figura 4. Variacion (A) en el tiempo hasta el agotamiento. * = Presenta diferencias significativas con AT2.

Variable T1 T2 T3 T4 T5
Frecuencia cardiaca en
reposa (lat-min-*)
Frecuencia cardiaca

75,7 + 14,6 |78,6 £ 15,4| 72,5 £ 13,8 | 76,7 £ 17,6 | 76,9 15,3

180,2 + 13,8 187,83 +9,6|179,7 £ 18,0 183,0 £ 12,5 184,2 = 13,0

(latmin-*) IF
SBP en reposo (mmHg) 1170+£5,0 |1124£48| 111,5£5,5 | 1148 £ 5,2 113,00+ 7,7
SBP (mmHg) IP 167,3 £6,0 131,3 £8,1%|136,4 £ 20,3% 150,23 £ 23,0|152,5 £ 19,6
DBP en repaso (mmHa) 77,3+ 3.6 74,7 £ 4,8 75,4 + 3.8 79,0 £ 2,7 77,2+£5,9
DEP (mmHg) IFP g4 7.0 86,0 £ 3,5 34,0 £ 9.4 38,3+ 11,6 | 84,8 £11.,9
RER 1,12 +£0,09 1,10+ 0,07 1,12 £0,07 1,08 £0,10 1,07 +£0,08

Tabla 1. Cambios cardiovasculares durante el protocolo de ejercicios. IP = inmediatamente después; SBP = presion sanguinea
sistolica; DBP = presion sanguinea diastolica. * = se observan diferencias significativas con T1. Todos los datos se presentan en forma
de Media=DS.

Se observaron efectos principales significativos en las respuestas al protocolo de ejercicio tanto en el La- (p = 0,000) como
en la GLU (p = 0,000) (Tabla 2). También se observaron aumentos significativos enIP en estas dos variables en
comparacion con todos los otros puntos de tiempo. Sin embargo no se observé ninguna diferencia significativa entre los



tratamientos. En la osmolalidad del plasma también se observd un efecto principal del tiempo (p = 0,011). Pygy en IP
(300,4%£16,7 mOsm) fue significativamente mayor comparado conBL (295,0£3,9 mOsm, p=0,010) y RHY (293,9+4,9
mOsm, p=0,002) pero, no con DHY (297,0 £ 4,5 mOsm, p=0,100). No se observo ninguna otra diferencia significativa.
Ademas, tampoco se observaron diferencias en P, entre los tratamientos. Un efecto principal significativo del tiempo (p =
0,001) también se observo en las concentraciones plasmaticas de potasio. El potasio del plasma era significativamente
mayor en IP en comparacién con BL (p = 000), DHY (p = 0,000) y RHY (p = 0,017). No se observaron otras diferencias y
tampoco se observaron efectos entre los tratamientos. En el caso de la concentracion plasmatica de sodio también se
observé un efecto principal significativo en el tiempo (p = 0,000). Las concentraciones plasmaticas de sodio en IP y DHY
fueron significativamente mayores que las observadas en BL (p=0,000 y p=0,000, respectivamente) y RHY (p=0,000 y
p=0,000, respectivamente). Si se analizan en funcién del tiempo,las concentraciones plasmaticas de sodio fueron
significativamente mayores en T2 que en todas las otras condiciones experimentales. Las concentraciones plasmaticas de
sodio también fueron significativamente mayores en T2 que en todos los otros tratamientos experimentales en RHY (p =
0,000) e IP (p=0,000). El andlisis del AUC también demostré una concentracion de sodio significativamente mayor en T2
que en los otros tratamientos.

Momentos de
Variable medicion en ef T2 T3 T4 TS
tiempo
Lactato {mmal-L™) DHY 1,9 +0,6 1,9 +10,6 2,0 0,6 1,7 0,6
RHY 1,8 £0,5 2,104 2,0 0,5 2,1 0,4
IF= 11.1 £ 2.3 11,9 £ 2,2 3.9 £4,2 11,7 £ 2.2
Glucosa (mmaol-L™*) BL 5.8 +£1,2 5.8 +1,2 5.8 +£1,2 5.8 +1.2
DHY 6,5+ 1,3 6,4 +1,1 6,4+ 1,4 5,7+1,2
RHY 59 1,7 6,2 +1,1 &4 £ 0,8 5.6 +1,2
IF* 5,9+ 1,6 8,6 1,5 2.4 +1,9 74+ 2.8
Osmolalidad BL 295 £ 4 295 £ 4 295 £ 4 295 £ 4
(mOsm)
DHY 2898 £ 5 288 £ 5 296 £ 4 2898 £ &
RHY 298 £ 6 293 £ 5 292 £ 4 294 £ 4
Pz 08 £ 5 299 £ 4 302+ 5 303+ 7
Potasio (mmaol-LY) BL 4,1 +0,4 4,1 +£0.4 4,1 +0,4 4,1 + 0,4
DHY 4.2 £0,9 4.0 +£0,3 4.1 £0,3 4.0+£0,3
RHY 4,1 +£0,2 4,3+ 0,3 4,3 £ 0,6 4,1 +0,4
Ip= 4,5 +0,7 4,5 + 0,5 4,4 +0,4 4,5+ 0,5
Sodio (mmal-L*) BEL 1384 £1,1 1394 £ 1,1 1384 £1,1 1384 £1,1
DHY= 141,7 £+ 1,1 141,3 £ 1.6 141,1 £ 2,5 141,2 £ 1.4
RHY 141,5 £ 1.,5@ 1396 +£1.,9 138,77 £1,9 138, 7 £ 1,6
Pz 144,0 £ 2,2@ 140.6 £ 1.8 1407 £ 2.0 1402 £ 1.3

Tabla 2. Respuestas del lactato, glucosa, osmolalidad y electrolitos del plasma frente al ejercicio. * = Efecto principal significativo en
comparacion con todos los otros puntos de tiempo. # = Efecto principal significativo comparado con BL y RHY. @ = presenta
diferencias significativas con T3-T5. BL = linea de base; DHY = deshidratacion; RHY = rehidratacion; IP = inmediatamente post-
ejercicio.

La respuesta de ALD en los tratamientos experimentales se presenta en Figura 5. Se observé un efecto principal
significativo del tiempo (p=0,013). Las concentraciones de ALD en RHY e IP fueron significativamente menores que en BL
y DHY (Figura 5). No se observé ninguna otra diferencia significativa y tampoco se observé otra interaccién significativa.
Las respuestas de AVP en el plasma se observan en la Figura 6. También se observé un efecto principal significativo del
tiempo (p = 0,000). AVP era significativamente mayor en DHY (p = 0,000), RHY (p = 0,000) e IP (p = 0,000) en
comparacion con los valores encontrados en BL. Ademas, las concentraciones de AVP en DHY fueron significativamente
mas altas (p = 0,05) que en IP en todos los tratamientos. No se observo ninguna diferencia significativa entre los
tratamientos y ninguna interaccion significativa entre tiempo y tratamiento.
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Figura 5. Valores de la respuesta de la aldosterona sérica. # = se observo un efecto principal significativo del tiempo entre BL y
DHY.
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Figura 6. Arginina Vasopresina. # = se observo un efecto principal significativo del tiempo en BL versus DHY, RHY e IP. * = Se
observo un efecto principal significativo entre DHY e IP.
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No se observaron diferencias significativas entre los tratamientos en las respuestas de CRP, IL-6 yMDA frente al ejercicio y
al estrés por deshidratacion (Figura 7, 8 y 9, respectivamente). Se observo un efecto principal significativo en el tiempo
tanto para CRP (p = 0,000) como para MDA (p = 0,000). Las concentraciones determinadas en la linea de base (BL) de
estas dos variables fueron significativamente més bajas que en todos los otros puntos de tiempo. Se observé un efecto
principal significativo de las pruebas para MDA entre T3 y T5 vs. T2 (p = 0,004 y p = 0,008, respectivamente) y T4 (p =
0,05y p = 0,011, respectivamente). La evaluacion de la respuesta de la IL-6 reveld un efecto principal significativo en el
tiempo (p=0,000). Las concentraciones de IL-6 fueron significativamente mas altas en IP que en BL (p=0,000), DHY (p =
0,000), e 24P (p=0,000). Ademas las concentraciones de IL-6 en RHY eran significativamente mas altas que en BL (p =
0,000) y en 24P (p = 0,006). El analisis del area bajo de la curva (AUC) para CRP, IL-6 y MDA no reveld ninguna diferencia
significativa entre los tratamientos.

Nicholas A Ratamess, Jay R Hoffman, Jie Kang, Linda M Yamamoto, Stefanie L R—ishh Neil Kelly, Adam M Gonzalez, Michael Stec, Smu Anderson, Brooke L Bailey, Lindsay L Horn y Brian R Kupchak. (2010) 8
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Figura 7. Respuesta de la Proteina C Reactiva. * = se observo un efecto principal significativo del tiempo BL.
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Figura 8. Respuesta de IL-6. # = efecto principal significativo para el tiempo entre BL, DHY y 24P; * efecto principal significativo del
tiempo entre BL y 24P.
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Figura 9. Respuesta del MDA. # = efecto principal significativo del tiempo entre DHY, RHY, IP, y 24P; Se observo un efecto principal
significativo del tratamiento entre T3 y T5 versus T2 y T4.
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No se observaron diferencias significativas en el inicio (BL) en la respuesta de la testosterona frente al ejercicio y al estrés
por deshidratacién en ningun tratamiento experimental (Figura 10). Se observoé un efecto principal significativo del tiempo
en la respuesta tanto de la ACTH (p = 0,000) como en cortisol (p = 0,000) frente al protocolo de ejercicio y de
deshidratacion (Figura 11 y 12, respectivamente). Cuando se efectiia la comparacion entre tratamientos, se observaron
aumentos significativos en las concentraciones de cortisol y de ACTH en IP y 24P en comparacion con lo determinado en
BL, DHY y RHY. No se observaronotras diferencias significativas y tampoco se observaron efectos entre los tratamientos.
Se observd un efecto principal significativo en el tiempo (p = 0,000) en la respuesta de la hormona de crecimiento. Al
comparar entre tratamientos, las concentraciones de la hormona de crecimiento eran significativamente mas altas en IP
que en todos los otros puntos de tiempo (Figura 13). No se observaron otras diferencias. El andlisis del area debajo de la
curva (AUC) para testosterona, ACTH, cortisol y hormona de crecimiento no arrojé ninguna diferencia significativa entre
los tratamientos. No se observaron diferencias significativas en las concentraciones de creatinquinasa con respecto a las
obtenidas en la linea de base (43,9 + 18,7 IU) durante ningun tratamiento.
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Figura 10. Respuestas de la testosterona.
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Figura 11. Respuesta de la ACTH. # = se observa un efecto pn’ncipal signiﬁcativo para el tiempo entre BL, DHY y RHY.
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Figura 12. Respuesta del Cortisol. # = se observa un efecto principal significativo para el tiempo entre BL, DHY y RHY.
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Figura 13. Respuesta de la Hormona de Crecimiento. # = se observa un efecto principal significativo para el tiempo entre BL, DHY
RHY y 24P.

Los volimenes plasmaticos disminuyeron -5,45 + 11,38% en DHY en todos los tratamientos experimentales, en RHY
disminuyeron (-6,78+11,27%) en todos los tratamientos experimentales y continuaron disminuyendo en IP (-21,44 =+
10,54%). Sin embargo, las diferencias entre los tratamientos no fueron significativas. Las variables sobre parametros
sanguineos no fueron corregidas segun los cambios en el volumen plasmatico, debido a la importancia de exposicion molar
a nivel del receptor de los tejidos.

DISCUSION

Los resultados de este estudio demostraron que cuando los sujetos tenian una hipohidrataciéon de 2,5% de su masa
corporal y realizaban ejercicios hasta el agotamiento, se producian disminuciones de rendimiento significativas. Sin
embargo, cuando los sujetos ingerian el suplemento AG durante el periodo de rehidratacién (T4 y T5), la magnitud de la
disminucién del rendimiento era significativamente menor en comparacion con la condicién de deshidratacién (T2). El
agua sola (T3) no parecié reducir significativamente la disminucién en el rendimiento. A pesar de losaumentos
significativos en el rendimiento en T4 y T5, las concentraciones de glutamina estabanelevadas de manera significativa sélo
en el tratamiento T5 tanto en RHY como en IP, en comparacion con los otros tratamientos. Como era de esperar, la dosis
mas alta de AG provocd un mayor aumento en las concentraciones plasmaticas de glutamina. La evolucion en el tiempo de
la apariciéon de la glutamina en el plasma es similar a la informada por Klassen y colegas [20]. En dicho estudio, un
consumo por via oral de 20 g (similar a la dosis alta [T5] utilizada en este estudio) produjo un aumento maximo que se
observéd a los 4948 min (rango 30-120 min) luego de la ingesta de la dosis, lo que equivalia a las extracciones desangre
efectuadas en RHY e IP. Aunque los patrones de dosis de 0,1 g.kg.BM" pueden aumentar la concentracién plasmatica de
glutamina aproximadamente en un 50% [21], la capacidad para aumentar las concentraciones plasmaticas de glutamina
con dosis menores que 0,1 g.kg.BM™" no esta clara. Sobre la base de los resultados presentes una dosis de 0,05 g.kg.BM"
de AG no produjo un aumento significativo en las concentraciones plasmaticas de glutamina.

A pesar de la ausencia de cualquier aumento significativo en las concentraciones plasmaticas de glutamina en T4, se
observaron aumentos significativos en el rendimiento en T4 y T5. Es posible que en aquellos casos donde las
concentraciones plasmaticas son normales, una muestra de un pequefio bolus sea suficiente para compensar las
perturbaciones moderadas en la hidratacion. El dipéptido de AG tiene un papel importante en la captacion de fluidos y
electrolitos en el intestino. AG aumentaria la captacion de electrélitos y fluidos por parte del intestino por medio del
aumento en el transporte idnico a través de una via de sefializacién mejorada en las células de la mucosa intestinal [6, 22].
Mas aun, también se ha demostrado que la suplementacion con AG aumenta el consumo de glutamina por parte de los



musculos [23]. Aunque es especulativo, es probable que un mayor consumo de glutamina por parte del muisculo esquelético
también provoque un mayor consumo de sodio, lo que estaria apoyado por las menores concentraciones de sodio en T4-T5
en comparacion con T2. El mayor consumo de sodio por parte del musculo esquelético podria haber contribuido a una
reduccion en la fatiga, a través del mantenimiento de la fuerza y de la eficiencia de la contractilidad muscular [24].
Ademads, aunque las concentraciones plasmaticas de glucosa no fueron diferentes entre los tratamientos, la alanina es un
sustrato de la gluconeogénesis y podria haber contribuido al retraso de la fatiga, a través del ahorro del glucégeno
muscular [25, 26].

Las respuestas de ALD fueron significativamente menores en RHY e IP para todos los tratamientos, y no se observaron
diferencias entre los tratamientos. Si bien se ha informado que la ALD responde de manera graduada frente a los niveles
de hipohidratacion [27, 28], la magnitud de la hipohidratacién en este estudio,probablemente no fue suficiente para
estimular una mayor produccion de ALD y la rehidratacion probablemente provocé una disminucion significativa de ALD a
lo largo de los tratamientos en RHY e IP. Estos resultados coinciden con la observacion de que las concentraciones de ALD
disminuiran cuando se provea agua o bebidas con electrolitos durante el ejercicio [29]. La similitud en la respuesta de ALD
encontrada en este estudio también puede ser atribuida a cambios similares en el volumen plasmético observados entre los
tratamientos [29]. Ademas, la ALD también es estimulada por cambios en la presion sanguinea (BP) [30]. En este estudio,
la BP era significativamente menor en IP en los tratamientos T2 y T3 en comparacion con Tl. Esto probablemente refleja
una mayor fatiga local ocasionada por la perturbacién de la hidratacion, lo que contribuyé con un menor tiempo hasta el
agotamiento comparado con T4 y T5 (se encontré una diferencia de 20 mmHg aproximadamente [p> 0,05] en la BP
sistolica post-ejercicio en T2, T3 en comparacion con T4 y T5). Las respuestas de ALD significativamente menores
observadas en RHY e IP en todos los tratamientos, probablemente reflejan la falta de un unico estimulo fuerte (e. g. nivel
de hipohidratacion) y representan los numerosos factores fisioldgicos que influyen en la secreciéon de ALD.

Nuestros resultados también indicaron que AVP estaba significativamente elevada con respecto a BL en todos los puntos
de tiempo y también, que las concentraciones de AVP en IP eran significativamente mayores que las de DHY. Sin embargo,
el suplemento con AG no logré alterar la respuesta de AVP frente a este protocolo de deshidratacion moderada y de
ejercicios. La respuesta al protocolo de ejercicios fue similar a la obtenida en estudios anteriores, en lo que se analizé una
intensidad de ejercicio similar [28]. Los cambios en las concentraciones de AVP dependen de la intensidad del ejercicio, de
cambios en Py, v en el volumen de sangre [31, 32]; por lo tanto no nos sorprende no haber encontrado ninguna diferencia
significativa entre los tratamientos en la respuesta de AVP considerando que no se observaron diferencias entre los
tratamientos en Py, 0 cambios en el volumen plasmatico. La deshidrataciéon moderada y el protocolo de ejercicios no
lograron provocar ninguna diferencia en la respuesta de regulacién de fluidos entre los diferentes tratamientos. Estudios
previos que analizaron el efecto de niveles de hipohidratacion han evaluado de manera caracteristica déficits de agua
corporal de mayor magnitud (-5%) y mayores que las utilizadas en el presente estudio [28, 29].

Frecuentemente, CRP se utiliza como marcador de inflamacién y dafio muscular [33-35]. Estudios previos han demostrado
que CRP aumenta en respuesta a la actividad fisica prolongada, como es el caso de triatlones [35] y maratones [33], pero
no durante los ejercicios de duraciéon mas corta [34,36]. Es probable que la duracion relativamente corta del tiempo hasta
el agotamiento, a pesar del agregado de estrés por deshidratacién moderada, no provoque una respuesta inflamatoria
significativa. Muchos estudios usan la CK como un marcador de dafio muscular y han sugerido que una fase aguda rapida
de respuesta inflamatoria (reflejada por un aumento en CRP dentro de las 24 hs post-ejercicio durante el ejercicio
excéntrico en individuos desentrenados) puede iniciar el dolor muscular de aparicion retardada y la necrosis tisular
adicional, que se produce 24 hs post-ejercicio, se refleja en el aumento en CK [37]. Aunque las concentraciones de CRP
observadas en este estudio eran significativamente mayores con respecto a los niveles de la linea de base, no se
observaron diferencias entre DHY, RHY, IP y 24P lo que sugiere que cualquier cambio podria haber sido producido por
variaciones en el volumen plasmatico y no por una respuesta inflamatoria. Esto se sustenta por la respuesta de CK en cada
tratamiento (ningin cambio con respecto a las concentraciones obtenidas al inicio en la linea de base). Notablemente, el
suplemento de AG fue incapaz de proporcionar alguin indicio de una atenuacién de la respuesta inflamatoria o de dafio
muscular frente al protocolo de ejercicio. Esto probablemente se deba a la limitada respuesta inflamatoria y a la falta de un
indicador claro de dafio muscular medido a través de CK.

Se observo un aumento significativo en las concentraciones séricas de IL-6 en IP en comparacion con las determinadas en
BL, DHY y 24P y en RHY en comparacion con BL y 24P. Esta respuesta coincide con lo encontrado en estudios anteriores
que demostraron aumentos significativos luego de ejercicios de resistencia [33, 35, 38] y excéntricos [34] prolongados.
IL-6 se produce en el tejido esquelético activo [39] y en el sistema nervioso central [40]. El ejercicio es un potente
estimulador de la produccion de IL-6, y se han informado aumentos mayores a 100 veces [41]. Se piensa que los aumentos
en IL-6 modulan la produccion de CRP en el higado [42] y operan de manera sinérgica para aumentar la respuesta
inflamatoria frente al ejercicio. El resultado potencial de esta respuesta inflamatoria es el riesgo de dafio tisular
significativo y de una menor capacidad de recuperacion.

Diferentes investigaciones han analizado la capacidad de la intervencion nutricional para atenuar la respuesta inflamatoria



post-ejercicio [43, 44]. La ingestion de carbohidratos [44] y una combinacién de vitamina E y acidos grasos omega 3 [43]
ha sido exitosa para atenuar la respuesta de IL-6 frente al ejercicio. Por el contrario, se ha demostrado que la
suplementacién con glutamina aumenta la produccion de IL-6 plasmatica [38], mientras que se ha demostrado que el
dipépido de AG no tiene efecto sobre la produccion de citoquinas en individuos saludables [45]. Hiscock y colegas [38]
sugirieron que el mayor consumo de glutamina por parte del musculo esquelético aumentaria o mantendria la produccion
de IL-6. Esta hipotesis puede ser mas consistente con el rol antiinflamatorio que se ha sugerido para la IL-6 durante el
ejercicio [46]. Se han informado consistentemente aumentos en las concentraciones de IL-6 sin el dafio muscular
correspondiente [46], y esto se confirma con los resultados del estudio presente. La diferencia entre este estudio y los
resultados de Hiscock et al, [38] puede estar relacionada con la duracion del ejercicio y la experiencia de entrenamiento de
los sujetos. En el presente estudio la duracion del ejercicio iba de 5 a 47 minutos aprox. 60 minutos después del protocolo
de deshidratacion activo, en sujetos entrenados recreacionalmente, mientras que los sujetos en el estudio de Hiscock no
estaban entrenados y se les solicit6 realizar una prueba contrarreloj de 2-hr utilizando la misma intensidad de ejercicio que
utilizamos en este estudio. Sin embargo, esos sujetos estaban euhidratados y se les permitié beber cuanto desearan. Es
improbable que la dosificacion haya afectado estos resultados, por que la dosis de glutamina utilizada en el estudio de
Hiscock (3,5 g) era similar a la del tratamiento con la dosis mas baja (T4).

Las concentraciones de MDA fueron significativamente mayores que las encontradas en la linea de base en todos los
tratamientos. Esto no es sorprendente ya que el ejercicio es un potente estimulador de la formacién de las especies
reactivas del oxigeno [47]. Los resultados de este estudio también son consistentes con investigaciones previas que
demostraron un elevado estrés oxidativo luego de un protocolo con deshidrataciéon moderada y ejercicio hasta el
agotamiento [48]. Sin embargo, en contraste con lo observado por Paik y colegas [48] la rehidratacion con agua, o agua y
suplemento, fue incapaz de reducir la respuesta de MDA frente al protocolo de ejercicios. Es probable que las diferencias
entre estos dos estudios reflejen los métodos utilizados para lograr la deshidratacion. Paik et al., [48] utilizaron medios
pasivos en condiciones de calor (exposicion al sauna) para alcanzar una hipohidrataciéon de 3% , mientras que en el
presente estudio se utilizé un protocolo de deshidratacion tanto pasivo como activo (ejercicio) para lograr una pérdida de
peso corporal de 2,5%. Si bien es especulativo, es posible que las diferencias entre los métodos usados para la
deshidratacion puedan haber producido diferentes niveles de estrés oxidativo. El tiempo transcurrido para alcanzar la
pérdida de peso corporal, aunque haya sido transcurrido realizando un ejercicio de baja intensidad, podria provocar
aumentos significativos en las concentraciones de MDA, que no hayan sido alteradas por el agua o el agua y AG.

La respuesta anabdlica y catabdlica al protocolo de estudio, fue similar entre los tratamientos, lo que sugiere que el
suplemento fue incapaz de proporcionar algin beneficio significativo en referencia a la mejora en la recuperacion del
ejercicio y estrés por hipohidratacién. También es posible que estas mediciones hormonales no hayan sido lo
suficientemente sensibles para evaluar la recuperacion de una deshidratacion moderada y protocolo de ejercicios de
resistencia [49]. La concentracion de testosterona (TEST) no aumentd significativamente con respecto a los niveles de la
linea de base, luego del ejercicio a pesar de la reduccién que se produjo en el volumen plasmatico. Esto no es sorprendente
ya que los sujetos experimentaronsdlo un moderado estrés por hipohidratacién y que el tiempo hasta el agotamiento era de
13-18 minutos. El ejercicio de duracion relativamente corta (es decir 10-20 minutos) no parece aumentar la concentracion
de testosterona (TEST) [50, 51], incluso con una perturbacion moderada en la hidratacién en los individuos con buena
aptitud fisica [52].

La respuesta del cortisol (CORT) fue consistente con la obtenida en estudios previos que demostraron que los niveles de
hidratacién no tienen influencia en la concentraciéon de CORT [52, 53]. El aumento post-ejercicio en los niveles de CORT
también fue consistente con el estrés metabodlico asociado con niveles de ejercicio e hipohidrataciéon moderados [53, 54].
Sin embargo los resultados de este estudio, no lograron demostrar que las respuestas de CORT pueden distinguir entre los
niveles de hipohidratacion, lo que contrasta con las observaciones hechas por Judelson et al., [55] y Maresh et al. [54]. Sin
embargo, la capacidad de la hipohidratacién de modificar la respuesta catabdlica frente al ejercicio, parece ser mas
pertinente cuando la hipohidratacién alcanza o es superior al 5%, o cuando el ejercicio se realiza en intensidades de
ejercicio mas altas [54, 55]. Estos resultados también sugieren que el eje pituitario-suprarrenal responde de manera
similar a este ejercicio y a la perturbacion de hipohidratacion, ya que ACTH respondié de manera similar al CORT, sin
ninguna influencia de la suplementacién con AG.

Se ha demostrado que los patrones de secrecion de GH son bastante sensibles a los cambios en el equilibrio acido-base de
musculo [56]. Aunque no se observd ninguna diferencia en la respuesta del La entre los tratamientos, la respuesta de GH
frente al ejercicio y al estrés por hipohidrataciéon parece ser normal. Estos resultados también concuerdan con los de
Judelson et al., [55] pero, no coinciden con los de Peyreigne y colegas [57]. En este tltimo estudio, se sugirié que un estrés
por hidratacién podia mitigar la respuesta de GH frente al ejercicio. Notablemente, se observd una respuesta de GH 18% y
20% mayor, (p> 0,05) en T3 y T4 versus T2, respectivamente, mientras que se observé una diferencia de 42% entre T5 y
T2 (p>0,05). Aunque estas respuestas no eran significativamente diferentes, sugieren una tendencia interesante que
proporciona cierto apoyo a los resultados previos [57]. No esté claro si la ingestion de dosis altas de glutamina tuvo algin
rol en esta respuesta. Las investigaciones previas han sugerido que las concentraciones de glutamina pueden elevar la



respuesta de GH en reposo [58, 59], pero no durante el ejercicio [58]. Pareceria que el estimulo méas preciso para el rol de
la glutamina en la estimulacién de la liberacién de GH se produce durante la enfermedad critica prolongada cuando las
concentraciones plasmaéticas de glutamina estédn por debajo de los niveles normales [60]. Por lo tanto, la gran variabilidad
en la respuesta de GH observada en este estudio, puede ser atribuida a las concentraciones de glutamina normales en
reposo, sin embargo los mayores aumentos en GH ocurrieron durante el tratamiento (T5) donde las concentraciones de
glutamina eran significativamente més altas que en T2 - T4.

En conclusidn, los resultados de este estudio demuestran que la suplementacién con AG proporciona un beneficio
ergogénico significativo ya que aumenta el tiempo hasta el agotamiento durante un estrés hidrico moderado. Este efecto
ergogénico probablemente fue mediado por una mayor incorporacién de fluidos y electrdlitos. Los suplementacion con AG,
independientemente de la dosis, no tiene influencia sobre las respuestas inmune, inflamatoria o de estrés oxidativo. Los
resultados también indicaron que el suplemento de AG no tuvo influencias sobre el eje pituitario-suprarrenal-testicular
durante este ejercicio y durante la perturbacién por hipohidratacion moderada
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