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RESUMEN

Antecedentes: Se estudió el efecto de la ingestión aguda de L-alanil-L-glutamina (AG; Sustamine™) sobre los cambios en
el rendimiento y sobre los marcadores de regulación de fluidos, del sistema inmune, inflamatorio, estrés oxidativo y de
recuperación en respuesta al ejercicio exhaustivo de resistencia en presencia y ausencia de deshidratación. Métodos: Diez
varones físicamente activos  (20,8 ±0,6 años;  176,8 ± 7,2  centímetros;  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 euhidratación para la extracción de sangre y la realización del test de ejercicio de intensidad máxima en la línea
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-1  y 0,2 g.kg-1  respectivamente). Luego los sujetos
realizaron ejercicio en una bicicleta ergométrica con una carga de trabajo que permitiera alcanzar el 75% de su VO2max.
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 realizó el análisis de glutamina, potasio, sodio, aldosterona, arginina vasopresina (AVP), proteína C-reactiva
(CRP),  interleuquina  6  (IL-6),  malondialdehido  (MDA),  testosterona,  cortisol,  ACTH,  hormona  de  crecimiento  y
creatinquinasa. La evaluación estadística del rendimiento, cambios hormonales y bioquímicos se realizó a través de un
análisis de la varianza de mediciones repetidas. Resultados: En RHY e IP las concentraciones de glutamina en T5 fueron
significativamente más 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 comparación con T2 (455,6 ± 245,0 seg.). Las concentraciones plasmáticas 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 comparación 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  bioquímicas.  Conclusión:  Los  resultados  demuestran  que  la
suplementación con AG proporcionó un beneficio ergogénico significativo, aumentando el tiempo hasta el agotamiento
durante un estrés hídrico moderado. Este efecto ergogénico probablemente fue mediado por una mayor captación de
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fluidos y electrolitos.
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INTRODUCCION

Durante la deshidratación los fluidos se mueven desde el plasma hacia los espacios intracelular e extracelular y luego
eventualmente vuelven a la circulación [1, 2]. Los cambios de presión que involucran fuerzas hidrostáticas, oncóticas y
osmóticas  controlan  la  dinámica  de  movimiento  de  los  fluidos  [1].  Esto  tiene  implicaciones  importantes  para  la
termorregulación y el rendimiento deportivo. Se han observado disminuciones significativas en el rendimiento con niveles
de hipohidratación de sólo 2% [3]. Dado que una sensación de sed puede no desarrollarse hasta que se ha alcanzado este
nivel de hipohidratación, 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 más eficaz que el agua sola para promover la
rehidratación y mantener el rendimiento deportivo. Sin embargo, hay pocas investigaciones disponibles que apoyen la
eficacia de estas bebidas durante el ejercicio de resistencia de duración relativamente corta (<2 h). El agua sería tan eficaz
como  cualquier  bebida  deportiva  durante  el  ejercicio  para  mantener  el  rendimiento  y  la  termorregulación  [4].
Notablemente, adelantos recientes en los suplementos deportivos sugieren que el uso de ciertos osmolitos orgánicos como
la betaína glicina puede proporcionar cierta protección al volumen de fluido intracelular[5]; sin embargo, su capacidad
para afectar el rendimiento no está clara.

Las investigaciones recientes demuestran que ciertos aminoácidos también pueden promover la rehidratación, reforzando
la absorción de agua y electrólitos [6]. Se ha informado que la glutamina aumentaría la absorción de electrólitos 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. Fürst [11] sugirió que los
derivados de la glutamina como la alanil glutamina pueden ser más estables que la glutamina sola, sobre todo en pH bajos.
Éste podría ser un escenario potencial durante el ejercicio, donde es común el aumento en el ácido láctico. Lima y colegas
[6] informaron que la alanina y la glutamina juntas son más estables que la glutamina sola para aumentar la absorción de
electrólitos 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 combinación alanina/glutamina, son eficaces para la defensa antioxidante
durante las situaciones de enfermedad severa [12-14]. Además, 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 discusión, en este área [17] que justifica investigaciones adicionales. Por lo tanto, el propósito de
este trabajo fue estudiar la eficacia de dos dosis diferentes (0,2 g.kg-1 y 0,05 g.kg-1) del dipéptido L-Alanil-L-Glutamina
sobre el rendimiento, la recuperación y la respuesta de regulación de fluidos durante un protocolo de ejercicios de
resistencia exhaustivo luego de un estrés por deshidratación de 2,5%. Además, se analizó el efecto de este dipéptido L-
Alanil-L-Glutamina sobre los marcadores endocrinos y bioquímicos de inflamación, de estrés oxidativo y de respuesta
inmune durante el ejercicio y durante el estrés por deshidratación.

METODOS

Sujetos

Diez varones de edad universitaria (20,8 ± 0,6 años; 176,8 ± 7,2 centímetros; 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 Revisión
Institucional. Los sujetos interrumpieron el consumo de otros suplementos nutricionales durante por lo menos cuatro
semanas antes del estudio. El análisis 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 determinación
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de la masa corporal inicial. Estas mediciones se obtuvieron en días no consecutivos aproximadamente una semana antes
del comienzo de la evaluación experimental. Durante estas visitas los sujetos fueron pesados en un estado post-absorptivo,
de euhidratación 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 (UOsm) por disminución de punto de
congelación (Model 3320; Micro-Sample Osmometer, Advanced Instruments, Inc., Norwood, MA) y de la densidad relativa
de la orina (Usg) por refractometría (A300CL-E01, Atago, Tokio, Japón) para documentar la euhidratación en todos los días
preliminares; Usg ≤1,020 fue definida como euhidratación [18]. Durante la primera sesión (Tl) los sujetos realizaron una
prueba  de  esfuerzo  progresiva  de  capacidad  aeróbica  (VO2max)  en  una  bicicleta  ergométrica  con  freno
electromagnético(Ergo 800, SensorMedics, Inc., Yorba Linda, CA). El test de VO2max fue realizado para establecer las
cargas de trabajo para las pruebas de resistencia subsiguientes. Se determinaron el consumo de oxígeno (VO2), la tasa de
intercambio respiratorio (RER) y la ventilación por minuto (VE) (ULTIMA, MedGraphics Corporation, St. Paul, MN). Los
analizadores de gases fueron calibrados utilizando gases proporcionados por la Corporación MedGraphics: 1) Gas de
calibración: 5% CO2, 12% O2,N2 de equilibrio; y 2) gas de referencia: 21% O2, N2 de equilibrio. La calibración con los gases
se realizó antes de cada prueba. La frecuencia cardíaca (HR) se midió mediante telemetría (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
ocasión en que no se empleó un protocolo de deshidratación, los sujetos acudieron al HPL en estado de euhidratación para
que se les realizara la extracción de la muestra de sangre en el  inicio y realizaron el  protocolo de ejercicio.  Esta
determinación  (Tl)  aportó  los  datos  de  rendimiento  iniciales  (línea  de  base)  en  condiciones  óptimas  sin  estrés  de
hidratación. 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 posición reclinada durante 45 minutos antes de comenzar la
sesión  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-1  y  0,2  g.kg-1,  respectivamente).  Durante las  pruebas de hidratación (T3 -  T5),  el
protocolo de ejercicios comenzó después de 45 minutos de la rehidratación. El orden de los tratamientos fue establecido al
azar.

Protocolo de Deshidratación

En la tarde antes de las pruebas (17:00 hrs) los sujetos arribaron a HPL para que se les realizara la medición del peso y Usg

para verificar la euhidratación. Se solicitó a los sujetos que no consumieran comida o bebidas hasta el próximo día cuando
arribaran nuevamente al HPL (07:00 hrs). Esto produjo uncambio medio de la masa corporal de -1,03±1,3%. En la mañana
de las evaluaciones T2-T5 los sujetos arribaron HPL, luego fueron pesados y posteriormente comenzaron con el protocolo
de deshidratación activa para lograr la pérdida de peso deseada. El protocolo de deshidratación activa consistió en
caminar en una cinta rodante con motor a 3,4 millas.h-1 con una pendiente de 2%. Los sujetos tenían el cuerpo totalmente
cubierto con un traje de entrenamiento (pesados pantalones de entrenamiento largos de lanilla y algodón y top). En
incrementos de 20 minutos se efectuó el control del peso corporal con los sujetos desnudos y la determinación de HR y el
índice de esfuerzo percibido. Los sujetos continuaron caminando hasta que (a) perdían 2,5% de su masa corporal, (b)
alcanzaban el criterio de seguridad establecido previamente, (c) mostraban señales o síntomas de enfermedad térmica
inducida por el ejercicio, o (d) alcanzaban la fatiga volitiva. La deshidratación se verificó vía Usg, UOsm y osmolalidad
plasmática (POSM). El tiempo total de ejercicio hasta alcanzar la hipohidratación (-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.

Administración del Suplemento

Los sujetos se rehidrataron hasta ~1,5% de masa corporal consumiendo el suplemento o el placebo (agua) después del
protocolo de deshidratación. El suplemento de L-alanil-L-glutamina (0,2 g.kg-1 o 0,05 g.kg-1 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 deshidratación y rehidratación, los sujetos comenzaron el protocolo de ejercicios. Los sujetos
realizaron los ejercicios en una bicicleta ergométrica con una carga de trabajo que permitió alcanzar el 75% de VO2max. Se
brindó estímulo a los sujetos para que dieran su mejor esfuerza durante cada prueba y se los estimuló verbalmente a lo
largo de cada prueba de ejercicio. Fueron medidos en forma continua el VO2, VE, RER y HR. La HR y presión arterial (BP)
fueron registradas antes del ejercicio y al finalizar el mismo. El tiempo hasta el agotamiento se determinó como el tiempo
que el sujeto ya no podía mantener el trabajo y/o alcanzaba el agotamiento volitivo.
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Medición de los Parámetros Sanguíneos

Durante el tratamiento T1 se realizó la extracción de sangre inicial (BL). No se tomó ninguna otra muestra de sangre
durante esa prueba. La muestra de sangre BL se tomó luego de un período de recuperación de15 min antes del ejercicio.
Todas las muestras de sangre obtenidas en los tratamientos (DHY, RHY e IP) fueron obtenidas con una cánula de teflón de
20 gauge colocada en una vena superficial del antebrazo utilizando una llave de 3-vías con un adaptador de cerradura del
luer macho. La cánula se mantuvo abierta por medio deuna solución salina isotónica (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 físico (RHY) e inmediatamente después el protocolo de ejercicios (IP). Las muestras de
sangre de IP fueron tomadas dentro de los 15 segundos de finalización del ejercicio. Los sujetos regresaron al laboratorio
24 hs luego del ejercicio para que se les realizara una extracción de sangre adicional (24P). Todas las muestras de sangre
BL y 24P fueron tomadas mediante una jeringa plástica mientras los sujetos permanecían 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 día en cada sesión. 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 alícuotas y fueron almacenados a -80°C hasta el análisis.
Las muestras fueron descongeladas solo una vez.

Análisis Bioquímico y de las Hormonas

Las  concentraciones  de  testosterona  (TEST),  cortisol  (CORT)  y  hormona  de  crecimiento  (GH)  en  el  suero  fueron
determinadas mediante enzimoinmunoanálisis(EIA) y ensayo de inmunoabsorción 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 plasmáticas de arginina vasopresina (AVP) fueron
determinados mediante un test de EIA (Cayman Chemical Co, Ann Arbor, MI). Las concentraciones plasmáticas de la
hormonaadrenocorticotrofina(ACTH,  ALPCO  Diagnóstics,  Salem,  NH),  proteína  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 determinación de los valores de inmunoreactividad sérica fue realizada con un espectrofotómetro
SpectraMax340  (Molecular Devices,  Sunnyvale,  CA).  Las concentraciones de creatinquinasa en el  suero (CK) fueron
determinadas espectrofotómetricamente a 340 nm (Pointe Scientific, Inc, Cantón, MI). Las concentraciones plasmáticas de
glutamina,  glucosa y  lactato  (La)  fueron determinadas por  duplicado con un analizador  automatizado (Analox  GM7
analizador enzimático de metabolitos, Analox Instruments EE.UU., Lunenburg, MA). Las concentraciones plasmáticas de
sodio  y  potasio  fueron establecidas mediante electrodos ion-selectivos  (EasyElectrolyte,  Medica,  Bedford,  MA).  Para
eliminar la variación entre ensayo, todas las muestras fueron analizadas en la misma tanda de análisis. La variación intra-
ensayo para todos los ensayos fue <10%. Los cambios en el volumen de plasma luego del entrenamiento fueron calculados
mediante la fórmula de Dill & Costill [19].

Análisis Estadístico

Se  evaluó  y  comprobó  el  cumplimiento  de  los  supuestos  de  distribución  normal,  homogeneidad  de  varianza  e
independencia  de  la  muestra  para  todos  los  datos.  El  análisis  estadístico  de  rendimiento,  cambios  hormonales  y
bioquímicos fue realizado usando un análisis de de la varianza de mediciones repetidas (ANOVA). En aquellos casos donde
se encontrara un valor de F significativo se aplicó 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 área debajo de la curva (AUC) calculada
a través de la técnica trapezoidal estándar, fueron analizados mediante un ANOVA de una sola vía. La significancia se fijó
en un nivel de alfa de p <0,05. Todos los datos se informan como Media ± SD.

RESULTADOS

Los valores de Usg (1,026 ± 0,004), UOsm (813 ± 299 mOsm) y POSM (297,0 ± 4,6 mOsm) fueron
similares para todos los tratamientos en DHY. Estos resultados reflejaron el ayuno durante la noche
y la deshidratación inducida por el ejercicio realizado antes de cada prueba. Las concentraciones
plasmáticas de glutamina fueron significativamente más altas para todos los grupos en RHY e IP en
comparación con BL (p = 0,002 y p = 0,000, respectivamente) y DHY (p = 0,001 y p = 0,000,
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respectivamente) (Figura 1). La concentración de glutamina en el tratamiento T5 fue
significativamente más alta en RHY e IP que la de los tratamientos T2-T4. El análisis del área bajo de
la curva (AUC) mostró una concentración de glutamina significativamente mayor para el tratamiento
T5 en todos los puntos de tiempo en comparación con los otros tratamientos experimentales (Figura
2).

Figura 1. Concentraciones plasmáticas de glutamina. Se observó 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.

Figura 2. AUC de la Glutamina. * = Presenta diferencias significativas con T2.

El tiempo hasta el  agotamiento se redujo de modo más significativo durante T2 que en cualquier otro tratamiento
experimental  (ver  Figura  3).  Al  examinar  los  cambios  en  el  rendimiento  (Δ)  (la  diferencia  entre  cada  tratamiento
experimental y Tl), el tiempo hasta el agotamiento fue significativamente mayor durante T4 (130,2 ± 340,2 seg.) y T5
(157,4 ± 263,1 seg.) en comparación con T2 (455,6 ± 245,0 seg., p = 0,05 y 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.  Además,  no se observaron diferencias de la  presión sanguínea (BP) en reposo entre los tratamientos,  sin
embargo, la BP sistólica post-ejercicio fue significativamente menor en T2 y T3 en comparación con Tl. No se observó
ninguna otra diferencia en la respuesta de BP sistólica o diastólica 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.

Figura 4. Variación (Δ) en el tiempo hasta el agotamiento. * = Presenta diferencias significativas con ΔT2.

Tabla 1. Cambios cardiovasculares durante el protocolo de ejercicios. IP = inmediatamente después; SBP = presión sanguínea
sistólica; DBP = presión sanguínea diastólica. * = 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
comparación con todos los otros puntos de tiempo. Sin embargo no se observó ninguna diferencia significativa entre los
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tratamientos. En la osmolalidad del plasma también se observó un efecto principal del tiempo (p = 0,011). POSM 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 observó ninguna otra diferencia significativa.
Además, tampoco se observaron diferencias en POSM entre los tratamientos. Un efecto principal significativo del tiempo (p =
0,001) también se observó en las concentraciones plasmáticas de potasio. El potasio del plasma era significativamente
mayor en IP en comparación 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 concentración plasmática de sodio también se
observó un efecto principal significativo en el tiempo (p = 0,000). Las concentraciones plasmáticas 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  función  del  tiempo,las  concentraciones  plasmáticas  de  sodio  fueron
significativamente mayores en T2 que en todas las otras condiciones experimentales. Las concentraciones plasmáticas 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 análisis del AUC también demostró una concentración de sodio significativamente mayor en T2
que en los otros tratamientos.

Tabla 2. Respuestas del lactato, glucosa, osmolalidad y electrolitos del plasma frente al ejercicio. * = Efecto principal significativo en
comparación con todos los otros puntos de tiempo. # = Efecto principal significativo comparado con BL y RHY. @ = presenta

diferencias significativas con T3-T5. BL = línea de base; DHY = deshidratación; RHY = rehidratación; IP = inmediatamente post-
ejercicio.

La respuesta  de  ALD en los  tratamientos  experimentales  se  presenta  en Figura  5.  Se  observó  un efecto  principal
significativo del tiempo (p=0,013). Las concentraciónes de ALD en RHY e IP fueron significativamente menores que en BL
y DHY (Figura 5). No se observó ninguna otra diferencia significativa y tampoco se observó otra interacción significativa.
Las respuestas de AVP en el plasma se observan en la Figura 6. También se observó 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
comparación con los valores encontrados en BL. Además, las concentraciones de AVP en DHY fueron significativamente
más altas (p = 0,05) que en IP en todos los tratamientos.  No se observó ninguna diferencia significativa entre los
tratamientos y ninguna interacción significativa entre tiempo y tratamiento.
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Figura 5. Valores de la respuesta de la aldosterona sérica. # = se observó un efecto principal significativo del tiempo entre BL y
DHY.

Figura 6. Arginina Vasopresina. # = se observó un efecto principal significativo del tiempo en BL versus DHY, RHY e IP. * = Se
observó un efecto principal significativo entre DHY e IP.

No se observaron diferencias significativas entre los tratamientos en las respuestas de CRP, IL-6 yMDA frente al ejercicio y
al estrés por deshidratación (Figura 7, 8 y 9, respectivamente). Se observó un efecto principal significativo en el tiempo
tanto para CRP (p = 0,000) como para MDA (p = 0,000). Las concentraciones determinadas en la línea de base (BL) de
estas dos variables fueron significativamente más bajas que en todos los otros puntos de tiempo. Se observó 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 =
0,05 y p = 0,011, respectivamente). La evaluación de la respuesta de la IL-6 reveló 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). Además las concentraciones de IL-6 en RHY eran significativamente más altas que en BL (p =
0,000) y en 24P (p = 0,006). El análisis del área bajo de la curva (AUC) para CRP, IL-6 y MDA no reveló ninguna diferencia
significativa entre los tratamientos.
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Figura 7. Respuesta de la Proteína C Reactiva. * = se observó un efecto principal significativo del tiempo BL.

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.

Figura 9. Respuesta del MDA. # = efecto principal significativo del tiempo entre DHY, RHY, IP, y 24P; Se observó 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 deshidratación en ningún tratamiento experimental (Figura 10). Se observó 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
deshidratación (Figura 11 y 12, respectivamente). Cuando se efectúa la comparación entre tratamientos, se observaron
aumentos significativos en las concentraciones de cortisol y de ACTH en IP y 24P en comparación con lo determinado en
BL, DHY y RHY. No se observaronotras diferencias significativas y tampoco se observaron efectos entre los tratamientos.
Se observó 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 más altas en IP
que en todos los otros puntos de tiempo (Figura 13). No se observaron otras diferencias. El análisis del área debajo de la
curva (AUC) para testosterona, ACTH, cortisol y hormona de crecimiento no arrojó ninguna diferencia significativa entre
los tratamientos. No se observaron diferencias significativas en las concentraciones de creatinquinasa con respecto a las
obtenidas en la línea de base (43,9 ± 18,7 IU) durante ningún tratamiento.

Figura 10. Respuestas de la testosterona.

Figura 11. Respuesta de la ACTH. # = se observa un efecto principal 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.

Figura 13. Respuesta de la Hormona de Crecimiento. # = se observa un efecto principal significativo para el tiempo entre BL, DHY
RHY y 24P.

Los volúmenes plasmáticos 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 parámetros
sanguíneos no fueron corregidas según los cambios en el volumen plasmático, debido a la importancia de exposición molar
a nivel del receptor de los tejidos.

DISCUSION

Los resultados de este estudio demostraron que cuando los sujetos tenían una hipohidratación de 2,5% de su masa
corporal  y  realizaban ejercicios hasta el  agotamiento,  se producían disminuciones de rendimiento significativas.  Sin
embargo, cuando los sujetos ingerían el suplemento AG durante el período de rehidratación (T4 y T5), la magnitud de la
disminución del rendimiento era significativamente menor en comparación con la condición de deshidratación (T2). El
agua  sola  (T3)  no  pareció  reducir  significativamente  la  disminución  en  el  rendimiento.  A  pesar  de  losaumentos
significativos en el rendimiento en T4 y T5, las concentraciones de glutamina estabanelevadas de manera significativa sólo
en el tratamiento T5 tanto en RHY como en IP, en comparación con los otros tratamientos. Como era de esperar, la dosis
más alta de AG provocó un mayor aumento en las concentraciones plasmáticas de glutamina. La evolución en el tiempo de
la aparición de la glutamina en el plasma es similar a la informada por Klassen y colegas [20]. En dicho estudio, un
consumo por vía oral de 20 g (similar a la dosis alta [T5] utilizada en este estudio) produjo un aumento máximo que se
observó a los 49±8 min (rango 30-120 min) luego de la ingesta de la dosis, lo que equivalía a las extracciones desangre
efectuadas en RHY e IP. Aunque los patrones de dosis de 0,1 g.kg.BM-1 pueden aumentar la concentración plasmática de
glutamina aproximadamente en un 50% [21], la capacidad para aumentar las concentraciones plasmáticas de glutamina
con dosis menores que 0,1 g.kg.BM-1 no está clara. Sobre la base de los resultados presentes una dosis de 0,05 g.kg.BM-1

de AG no produjo un aumento significativo en las concentraciones plasmáticas de glutamina.

A pesar de la ausencia de cualquier aumento significativo en las concentraciones plasmáticas de glutamina en T4, se
observaron  aumentos  significativos  en  el  rendimiento  en  T4  y  T5.  Es  posible  que  en  aquellos  casos  dónde  las
concentraciones  plasmáticas  son  normales,  una  muestra  de  un  pequeño  bolus  sea  suficiente  para  compensar  las
perturbaciones moderadas en la hidratación. El dipéptido de AG tiene un papel importante en la captación de fluidos y
electrólitos en el intestino. AG aumentaría la captación de electrólitos y fluidos por parte del intestino por medio del
aumento en el transporte iónico a través de una vía de señalización mejorada en las células de la mucosa intestinal [6, 22].
Más aún, también se ha demostrado que la suplementación con AG aumenta el consumo de glutamina por parte de los
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músculos [23]. Aunque es especulativo, es probable que un mayor consumo de glutamina por parte del músculo esquelético
también provoque un mayor consumo de sodio, lo que estaría apoyado por las menores concentraciones de sodio en T4-T5
en comparación con T2. El mayor consumo de sodio por parte del músculo esquelético podría haber contribuido a una
reducción en la fatiga, a través del mantenimiento de la fuerza y de la eficiencia de la contractilidad muscular [24].
Además, aunque las concentraciones plasmáticas de glucosa no fueron diferentes entre los tratamientos, la alanina es un
sustrato de la gluconeogénesis y podría haber contribuido al retraso de la fatiga, a través del ahorro del glucógeno
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 hipohidratación [27, 28], la magnitud de la hipohidratación en este estudio,probablemente no fue suficiente para
estimular una mayor producción de ALD y la rehidratación probablemente provocó una disminución significativa de ALD a
lo largo de los tratamientos en RHY e IP. Estos resultados coinciden con la observación de que las concentraciones de ALD
disminuirán 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 plasmático observados entre los
tratamientos [29]. Además, la ALD también es estimulada por cambios en la presión sanguínea (BP) [30]. En este estudio,
la BP era significativamente menor en IP en los tratamientos T2 y T3 en comparación con Tl. Esto probablemente refleja
una mayor fatiga local ocasionada por la perturbación de la hidratación, lo que contribuyó con un menor tiempo hasta el
agotamiento comparado con T4 y T5 (se encontró una diferencia de 20 mmHg aproximadamente [p> 0,05] en la BP
sistólica post-ejercicio  en T2,  T3 en comparación 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 único estímulo fuerte (e. g. nivel
de hipohidratación) y representan los numerosos factores fisiológicos que influyen en la secreción 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 logró alterar la respuesta de AVP frente a este protocolo de deshidratación moderada y de
ejercicios. La respuesta al protocolo de ejercicios fue similar a la obtenida en estudios anteriores, en lo que se analizó una
intensidad de ejercicio similar [28]. Los cambios en las concentraciones de AVP dependen de la intensidad del ejercicio, de
cambios en POSM y 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 POSM o cambios en el volumen plasmático. La deshidratación moderada y el protocolo de ejercicios no
lograron provocar ninguna diferencia en la respuesta de regulación de fluidos entre los diferentes tratamientos. Estudios
previos que analizaron el efecto de niveles de hipohidratación han evaluado de manera característica 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 inflamación y daño muscular [33-35]. Estudios previos han demostrado
que CRP aumenta en respuesta a la actividad física prolongada, como es el caso de triatlones [35] y maratones [33], pero
no durante los ejercicios de duración más corta [34,36]. Es probable que la duración relativamente corta del tiempo hasta
el agotamiento, a pesar del agregado de estrés por deshidratación moderada, no provoque una respuesta inflamatoria
significativa. Muchos estudios usan la CK como un marcador de daño muscular y han sugerido que una fase aguda rápida
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 aparición 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  línea de base,  no  se
observaron diferencias entre DHY, RHY, IP y 24P lo que sugiere que cualquier cambio podría haber sido producido por
variaciones en el volumen plasmático y no por una respuesta inflamatoria. Esto se sustenta por la respuesta de CK en cada
tratamiento (ningún cambio con respecto a las concentraciones obtenidas al inicio en la línea de base). Notablemente, el
suplemento de AG fue incapaz de proporcionar algún indicio de una atenuación de la respuesta inflamatoria o de daño
muscular frente al protocolo de ejercicio. Esto probablemente se deba a la limitada respuesta inflamatoria y a la falta de un
indicador claro de daño muscular medido a través de CK.

Se observó un aumento significativo en las concentraciones séricas de IL-6 en IP en comparación con las determinadas en
BL, DHY y 24P y en RHY en comparación 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 producción de IL-6, y se han informado aumentos mayores a 100 veces [41]. Se piensa que los aumentos
en IL-6 modulan la producción de CRP en el hígado [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  daño  tisular
significativo y de una menor capacidad de recuperación.

Diferentes investigaciones han analizado la capacidad de la intervención nutricional para atenuar la respuesta inflamatoria
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post-ejercicio [43, 44]. La ingestión de carbohidratos [44] y una combinación de vitamina E y ácidos 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
suplementación con glutamina aumenta la producción de IL-6 plasmática [38], mientras que se ha demostrado que el
dipépido de AG no tiene efecto sobre la producción de citoquinas en individuos saludables [45]. Hiscock y colegas [38]
sugirieron que el mayor consumo de glutamina por parte del músculo esquelético aumentaría o mantendría la producción
de IL-6. Esta hipótesis puede ser más 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  daño  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 duración del ejercicio y la experiencia de entrenamiento de
los sujetos. En el presente estudio la duración del ejercicio iba de 5 a 47 minutos aprox. 60 minutos después del protocolo
de deshidratación activo, en sujetos entrenados recreacionalmente, mientras que los sujetos en el estudio de Hiscock no
estaban entrenados y se les solicitó 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 permitió beber cuanto desearan. Es
improbable que la dosificación 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 más baja (T4).

Las concentraciones de MDA fueron significativamente mayores que las encontradas en la línea de base en todos los
tratamientos. Esto no es sorprendente ya que el ejercicio es un potente estimulador de la formación de las especies
reactivas del oxígeno [47].  Los resultados de este estudio también son consistentes con investigaciones previas que
demostraron  un  elevado  estrés  oxidativo  luego  de  un  protocolo  con  deshidratación  moderada  y  ejercicio  hasta  el
agotamiento [48]. Sin embargo, en contraste con lo observado por Paik y colegas [48] la rehidratación 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 deshidratación. Paik et al., [48] utilizaron medios
pasivos en condiciones de calor (exposición al sauna) para alcanzar una hipohidratación de 3% , mientras que en el
presente estudio se utilizó un protocolo de deshidratación 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
deshidratación 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, podría provocar
aumentos significativos en las concentraciones de MDA, que no hayan sido alteradas por el agua o el agua y AG.

La respuesta anabólica y catabólica al protocolo de estudio, fue similar entre los tratamientos, lo que sugiere que el
suplemento fue incapaz de proporcionar algún beneficio significativo en referencia a la mejora en la recuperación del
ejercicio  y  estrés  por  hipohidratación.  También  es  posible  que  estas  mediciones  hormonales  no  hayan  sido  lo
suficientemente sensibles para evaluar la recuperación de una deshidratación moderada y protocolo de ejercicios de
resistencia [49]. La concentración de testosterona (TEST) no aumentó significativamente con respecto a los niveles de la
línea de base, luego del ejercicio a pesar de la reducción que se produjo en el volumen plasmático. Esto no es sorprendente
ya que los sujetos experimentaronsólo un moderado estrés por hipohidratación y que el tiempo hasta el agotamiento era de
13-18 minutos. El ejercicio de duración relativamente corta (es decir 10-20 minutos) no parece aumentar la concentración
de testosterona (TEST) [50, 51], incluso con una perturbación moderada en la hidratación en los individuos con buena
aptitud física [52].

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

Se ha demostrado que los patrones de secreción de GH son bastante sensibles a los cambios en el equilibrio ácido-base de
músculo [56]. Aunque no se observó ninguna diferencia en la respuesta del La entre los tratamientos, la respuesta de GH
frente al ejercicio y al estrés por hipohidratación 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 último estudio, se sugirió que un estrés
por hidratación podía mitigar la respuesta de GH frente al ejercicio. Notablemente, se observó una respuesta de GH 18% y
20% mayor, (p> 0,05) en T3 y T4 versus T2, respectivamente, mientras que se observó 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 está claro si la ingestión de dosis altas de glutamina tuvo algún
rol en esta respuesta. Las investigaciones previas han sugerido que las concentraciones de glutamina pueden elevar la
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respuesta de GH en reposo [58, 59], pero no durante el ejercicio [58]. Parecería que el estímulo más preciso para el rol de
la glutamina en la estimulación de la liberación de GH se produce durante la enfermedad crítica prolongada cuando las
concentraciones plasmáticas de glutamina están 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 más altas que en T2 - T4.

En conclusión,  los  resultados  de  este  estudio  demuestran que la  suplementación con AG proporciona un beneficio
ergogénico significativo ya que aumenta el tiempo hasta el agotamiento durante un estrés hídrico moderado. Este efecto
ergogénico probablemente fue mediado por una mayor incorporación de fluidos y electrólitos. Los suplementación 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 perturbación por hipohidratación moderada
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